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ANEXO IlI-B de acordo com a Directiva 2001/18/EC: Informagao Solicitada
em Notificagées para Ensaio de Plantas Superiores Geneticamente
Modificadas (PSGM)

INTRODUGAO

O milho NK603 e a progenia derivada de cruzamentos tradicionais com outras variedades de
milho, foram autorizados para importacdo e consumo na Unido Europeia, de acordo com a
Directiva 2001/18/CE, na Decisdo da Comiss&o de 19 de Julho de 2004.

Os usos do milho NK603 e suas fracgdes foram também autorizados pela Comissao Europeia,

de acordo com o Regulamento de novos alimentos CE/258/97 em 26 de Outubro de 2004.

O milho é uma planta de grande importancia na alimentacdo humana e animal, pelo que
consideramos de grande interesse aumentar a eficiéncia da produg¢ao nacional, uma vez que o
nosso pais importa anualmente grandes quantidades de grédo deste cereal. A produgao
portuguesa estd em desvantagem relativamente a outros paises como os EUA, cujos
agricultores dispéem de variedades autorizadas tolerantes ao glifosato desde 1998, e esta
desvantagem sera ainda mais importante a partir de 2008, devido a retirada obrigatéria do
mercado da Unido Europeia de matérias activas herbicidas que desempenharam um papel
fundamental no controlo de infestantes do milho, como a atrazina ou o alacloro, por ndo terem

sido incluidas na Lista Positiva Comunitaria (Anexo | da Directiva CE 91/414).

O milho NK603 contém uma modificagdo genética que permite ao agricultor adoptar uma
técnica de eliminagédo de ervas daninhas simples e eficaz, pulverizando herbicidas a base de
glifosato com a cultura em desenvolvimento. O glifosato que, desde ha muitos anos, esta
autorizado para aplicagbées antes da sementeira ou entre as linhas com campanula protectora,
foi incluido no Anexo | da Directiva CE 91/414, o que implica um reconhecimento europeu de
que as aplicagdes propostas ndo irdo comprometer a seguranca das pessoas nem do meio
ambiente. Entre os usos propostos para a inclusdo no Anexo | estdo as aplicagdes sobre

variedades de milho e outras culturas geneticamente tolerantes ao glifosato.

A disponibilidade de milhos derivados do NK603 oferecera ao agricultor portugués: uma opgao
de controlo de um amplo espectro das plantas adventicias que infestam a cultura do milho,
incluindo ervas vivazes dificeis de eliminar; um novo modo de acg¢do para o controlo de
infestantes durante o cultivo do milho, com um herbicida que apresenta um perfil
ecotoxicolégico muito favoravel; maior flexibilidade para eleger o estado de desenvolvimento
das ervas daninhas no momento da aplicagdo e maiores possibilidades para adoptar técnicas

de agricultura de conservacao, que reduzam a erosao dos solos e melhorem a sua fertilidade.
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A. INFORMAGOES GERAIS

1. Nome, endere¢o do notificador e outros contactos

Monsanto Agricultura Espafa, S.L

Avda. de Burgos, 17, 102

28036 Madrid

Tel (0034)91 3432712. Fax (0034)91 3432727.
www.monsanto.es

2. Nome, qualificag6es e experiéncia do(s) cientista(s) responsavel(eis)
Anexo |
3. Titulo do projecto

Notificagdao para um periodo de ensaios de 3 anos, para registo de variedades do
milho geneticamente modificado NK 603, tolerante a herbicidas que contém
glifosato.

B. INFORMAGOES RELATIVAS AO RECEPTOR OU AS PLANTAS PARENTAIS
1. Nome completo

(a) Familia: Poaceae (anteriormente Gramineae)

(b) Género: Zea

(c) Espécie: Zea mays (2n=20)

(d) Subespécie: mays

(e) Cultivar/linhagem: NK603

(f) Designagdo comum: Milho

O milho € um membro da tribo Maydeae, que esta incluida na subfamilia Panicoideae da
familia Gramineae. Entre os géneros que integram a tribo Maydeae incluem-se Zea e
Tripsacum no Hemisfério Ocidental e Coix, Polytoca, Chionachne, Schlerachne, e Trilobachne

na Asia.


http://www.monsanto.es/
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2,
(a) Informacao relativa a reprodugao
(i) Modo de reproducgao

O milho (Zea mays L.) reproduz-se sexualmente. O milho é uma espécie de polinizagao
anemofila, mondica com flores estaminais (panicula ou bandeira) e pistiladas (sedas ou
barbas) que favorecem o cruzamento natural entre plantas de milho. Como é habitual nas
plantas polinizadas pela acgdo do vento, € produzida uma grande quantidade de pdlen
redundante para cada fertilizagdo bem sucedida de um o6vulo na espiga (Goss, 1968;
Kiesselbach, 1949). O movimento provocado pelo vento ao longo do campo de milho origina a
queda do pdlen das paniculas sobre as sedas da espiga da mesma planta ou adjacentes. A
auto-polinizagdo conduz a homogeneidade das caracteristicas genéticas de uma unica planta,
enquanto a polinizagdo cruzada combina tragos genéticos de varias plantas. Este conceito
congeénito-hibrido e a resultante resposta na produgéo desta cultura estdo na base da moderna

industria de sementes de milho.
(ii) Factores especificos que afectem a reproducgéo

A floragdo (das paniculas e sedas) e a polinizagdo sdo as fases mais criticas do
desenvolvimento do milho e, consequentemente, a producdo de grdo pode eventualmente
sofrer um significativo impacto com as condi¢des de humidade e stress a fertilidade. Sob
condi¢des de elevada temperatura (Herrero and Johnson, 1980) e desidratacdo (Hoekstra et
al., 1989), a viabilidade do pdélen do milho € medida em minutos; estas condigcbes podem
inclusivamente destruir a panicula antes de ser espalhado qualquer pdlen vidvel (Lonnquist
and Jugenheimer, 1943). Em condi¢bes mais moderadas, o tempo de vida do pélen no campo

pode-se prolongar até horas (Jones and Newell, 1948).
(iii) Tempo de geragao

O milho é uma cultura anual com um ciclo que varia entre um periodo curto de 60 a 70 dias e
um periodo longo que se pode prolongar até as 43-48 semanas desde a emergéncia da

plantula até a sua maturagao (Shaw, 1988).

Em Portugal a sementeira do milho é feita em Abril e Maio e a colheita desde o principio de
Setembro, no caso do milho forrageiro, até Dezembro, no caso do milho de ciclo longo para a

producdode gréo.
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(b) Compatibilidade sexual com outras espécies de plantas cultivadas ou selvagens e

distribuicdo na Europa das espécies compativeis
(i) Cruzamento com variedades de Zea cultivadas

O milho é polinizado pela acgdo do vento. As distancias que o pdlen viavel pode percorrer
dependem dos padrdes de vento dominantes, humidade e temperatura. Todo o milho ira inter-
polinizar-se, a exepg¢ao de certas variedades de milho para pipoca e hibridos que contém um
dos factores gametofitos (GaS, Ga, e séries alélicas ga no cromossoma 4). O pdlen de um
hibrido especifico pode ser transportado pelo vento e polinizar outras zonas com milho hibrido,
milho doce e milho para pipocas, caso esta Ultima variedade nido possua o factor gametoéfito de
esterilidade (Hallauer, 1995). Assim, o pélen de milho movimenta-se livremente numa area, cai
sobre as sedas da mesma variedade ou diferentes variedades, germina quase imediatamente

apos polinizagdo e em 24 horas completa a fertilizago.
(ii) Cruzamento com espécies de Zea selvagem

N&o existem na Europa parentes selvagens relacionados com o milho. Deste modo, o risco de

transferéncia genética a outras espécies € inexistente.
3. Capacidade de sobrevivéncia
(a) Capacidade para formar estruturas de sobrevivéncia ou dorméncia

O milho é uma cultura annual e as sementes sdo a Unica estrutura que sobrevive. Nao se

conhece a ocorréncia de regeneragao natural a partir de tecidos vegetativos.
(b) factores especificos que afectem a capacidade de sobrevivéncia

O milho ndo consege sobreviver sem a assisténcia humana e ndo é capaz de sobreviver
igualmente como infestante devido a selecgéo verificada ao longo da sua evolugéo. Nao se
encontra milho a crescer voluntariamente nas bordaduras, valas e bermas de estradas como
infestante. Embora a semente de milho da cultura do ano precedente possa sobreviver a um
Inverno moderado e germinar no ano seguinte, ndo consegue resistir enquanto infestante
(Hallauer, 1995). O aparecimento de milho na rotagdo de campos apds cultivo desta planta no
ano anterior é raro sob condigbes Europeias. As plantas de milho que eventualmente cresgam
voluntariamente sdo mortas pela geada na maioria das condi¢des Europeias e faciimente
controladas através de praticas agricolas actuais incluindo a sacha e a utilizagdo de herbicidas

selectivos.

A sobrevivéncia do grdo do milho depende da temperatura, humidade da semente, genétipo,
protecgdo do invélucro e estado de desenvolvimento (Rossman, 1949). A temperatura de

congelagdo tem um efeito adverso na germinacédo da semente do milho e foi identificado como
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um dos principais riscos na producdo de sementes de milho (Wych, 1988). Foi igualmente
referenciado que temperaturas acima dos 45 °C poderao prejudicar a viabilidade das sementes
de milho (Craig, 1977).

4. Disseminagao
(a) Forma e extensdo da disseminagao

A disseminagao pode ocorrer através do processo de dispersdao de sementes e de pdlen. A
dispersao de grao de milho é altamente restringida no milho domesticado devido a estrutura de
espiga que inclui uma camisa (folhas) de revestimento. No caso do pdlen de milho, é na sua
esmagadora maioria depositado no mesmo campo de origem devido a sua grande dimensao

(90 a 100pm) com pequenas quantidades normalmente depositadas na direcgdo do vento.

Pela sua relativa grande massa, o poélen do milho ndo se desloca em quantidades significativas
a mais de uns poucos metros da cultura. (Hansen, 1999) demonstrou que em folhas
adjacentes a um campo de milho Bt, distanciadas a 0, 1 e 3 m, a deposigdo de podlen
decresceu significativamente. Num estudo sobre o cruzamento da cultura de milho efectuado
em Franca (AGPM, 1999), o fluxo do pdélen, medido pelo grau de sucesso na fertilizagdo de
campos de milhos vizinhos, declinou para 1% a uma distancia de 10 m do campo de origem.
Outra investigacdo sobre a disseminagédo do pélen do milho mostrou que um total de 99% do
pélen de milho foi medido a 50 m e 100% a 100 m da cultura de origem (Sears and Stanley-
Horn, 2000).

(b) Factores especificos que afectem a disseminagéao

Em contraste com as plantas infestantes, o milho possui uma inflorescéncia feminina (espiga)
com um nucleo central rigido (carolo) fechado com camisas (folhas modificadas).
Consequentemente, a dispersao individual de sementes ndao ocorre naturalmente devido a
estrutura das espigas onde estdo incluidas. A disseminagcdo de sementes é afectada pela
colheita e transporte mecéanicos bem como por insectos ou danos provocados pela acgéo do
vento, podendo estes factores provocar a queda no solo de espigas amadurecidas, onde

poderdo permanecer sem serem colhidas.

O movimento de poélen pode originar a disseminagdo de material genético. A disperséo do
polen de milho é influenciada pelo seu grande tamanho e pela velocidade, direcgdo e
turbuléncia do vento. O pdlen do milho apresenta a maior dimensao entre os pdlens
normalmente disseminados pela acgao do vento a partir de um nivel de altura comparavel. A
dispersdo do pdélen de milho é influenciada pelo seu grande tamanho e rapida taxa de

sedimentagéo (Raynor et al., 1972). Além do grau de disseminacgao, a viabilidade do pdlen de
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milho pode sofrer um impacto negativo em resultado de altas temperaturas frequentemente

observadas na altura da antese.

5. Distribuicdo geografica da planta

O milho, devido aos seus muitos tipos diferentes, é cultivado numa larga faixa de condigdes
climaticas. A maior parte do milho é produzida entre as latitudes 30° e 55°, com uma producgéao
relativamente pequena em latitudes acima de 47° em qualquer parte do mundo (Shaw, 1988).
A maior produgdo de milho ocorre nos locais em que a curva isotérmica dos meses mais
quentes se situa entre os 21 e os 27 °C e em que a época sem gelo e/ou geada dura entre 120
a 180 dias. Uma precipitagao estival de 150 mm ¢é aproximadamente o limite minimo para a
cultura de milho sem irrigagdo, ndo existindo um limite maximo de precipitagdo para o seu
desenvolvimento, embora um excesso de pluviosidade possa resultar num decréscimo de

produgéo.

6. No caso de espécies de plantas que ndao sejam normalmente cultivadas nos
Estados-membros, descri¢cdo do habitat natural da planta, incluindo informagao

sobre os seus predadores, parasitas concorrentes naturais e simbiontes

O milho é largamente cultivado na Unido Europeia sendo esta responsavel por uma quota
significativa da producédo global desta cultura. Entre as areas com maior relevo na produgao de
milho na Europa incluem-se a Bacia do Danubio, desde o Sudoeste da Alemanha ao Mar

Negro, juntamente com o Sul de Franga até ao Vale do P6 no Norte da Italia.

7. Outras potenciais interac¢des, pertinentes para o OGM, da planta com organismos
que nao sejam plantas e que existam no ecossistema onde é geralmente cultivada
ou noutros locais, incluindo informagao sobre eventuais efeitos toxicos para o ser

humano, para os animais e para outros organismos

Como acontece com outras plantas, € conhecida a interacgdo no ambiente entre o milho
cultivado e uma série de organismos, incluindo microorganismos, fauna selvagem e
numerosos invertebrados que vivem no solo e nas folhas. Esta também determinada a
susceptibilidade do milho a varias doencgas fungicas e a pragas de nematodos, insectos e
acaros. Por o milho constituir uma boa fonte de nutricdo, sdo bem conhecidas as interacgdes
com fauna selvagem vertebrada, nomeadamente passaros e mamiferos que residam ou
pastem no habitat agricola, nas suas extremidades, bordaduras ou em valas dos campos (ver

igualmente Secccao D.10).
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C. INFORMAGOES RELATIVAS A MODIFICAGAO GENETICA

Os métodos de modificacdo genética utilizados para criar o milho NK603 e a completa
caracterizagdo molecular do fragmento inserido foram ja previamente descritos pela Monsanto
no pedido efectuado em conformidade com o Regulamento (CE) n.° 258/97 e notificagao
C/ES/00/01 de acordo com a Directiva 2001/18/EC. Apds a avaliagdo destes dados pelas
autoridades reguladoras dos Estados Membros da U.E. e pelo Painel GMO da EFSA (EFSA,
2003a; EFSA, 2003b), foi aprovada em 2004 a importagdo, processamento e utilizagdo na
alimentagdo humana e animal do milho NK603 (Decisdo da Comissdo 2004/643/EC, 2004;
Decisdo da Comissao 2005/448/EC, 2005). Para complementar esta informagao, serdo

sumariados os dados neste capitulo.

1. Descrigdo dos métodos utilizados para a modificagao genética

Um fragmento de restricdo Mlul isolado em gel de agarose do plasmideo DNA, designado por
PV-ZMGT32L, foi introduzido em células embriogénicas do milho utilizando o método de
aceleracdo de particulas. Nas Figuras 1 e 2 é feita a referéncia e a descricdo detalhada da

construcao do fragmento de restricdo e o seu vector plasmideo progenitor PV-ZMGT32.

Utilizando o método de aceleragdo de particulas, o DNA foi precipitado em particulas
microscoépicas de ouro utilizando cloreto de calcio e espermidina. Uma gota das particulas
revestidas foi entdo colocada num macrotransportador de plastico, que é acelerado a uma
velocidade elevada através de um tubo pela descarga de gas hélio comprimido. O
macrotransportador atinge uma rede em metal que para o seu movimento mas que permite a
continuidade do voo das particulas revestidas com o DNA. Essas particulas penetram as
células alvo das plantas, onde o DNA é depositado e incorporado no seu cromossoma. O DNA
introduzido contém um gene que codifica a tolerancia ao glifosato (o gene cp4 epsps) e que
quando expresso permite as células transformadas sobreviver e crescer num meio de cultura

com a presenga do glifosato, a substancia activa dos herbicidas Roundup da Monsanto.

2. Natureza e origem do vector utilizado

O NK603 foi criado utilizando um sistema de transformacéao por aceleragao de particulas e um
fragmento Milul isolado em gel, PV-ZMGT32L (Figura 1), contendo um gene 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (epsps) da cadeia CP4 do Agrobacterium sp.
(CP4 EPSPS). O gene cp4 epsps codifica uma forma tolerante do EPSPS, que confere a
planta tolerancia ao glifosato.
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3. Dimensao, fonte (nome) do(s) organismo(s) dador(es) e funcido pretendida de cada

fragmento constitutivo da sequéncia que se pretende inserir

Sequéncias codificadoras cp4 epsps

Os genes cp4 epsps contidos em cada uma das duas cassetes adjacentes de expressao
genética da planta do vector plasmideo PV-ZMGT32 codificam as proteinas CP4 EPSPS, que

conferem tolerancia ao herbicida glifosato.

Sequéncia requladora de cp4 epsps

Em ambas as cassetes de expressao genética da planta, as sequéncias codificadoras de
cp4 epsps séo fundidas com as sequéncias do péptido de transito do cloroplasto (CTP), cuja
sequéncia se baseia no CTP isolado de EPSPS de Arabidopsis thaliana (Klee et al., 1987).
Este CTP conduz as proteinas CP4 EPSPS para o cloroplasto, localizagdo de EPSPS em
plantas e igualmente o local da biossintese de aminoacidos aromaticos (Kishore and Shah,
1988). Os CTP sdo normalmente separados da proteina “madura” apés a sua transmissao ao

plastideo (Della-Cioppa et al., 1986).

Na primeira cassete do gene, a sequéncia codificadora ctp2-cp4 epsps esta sob o controlo da
sequéncia actin 1 do arroz (ract1), que contém o promotor e o primeiro intrdo (McElroy et al.,
1990), introduzida a montante da sequéncia CTP. A segunda cassete contém a sequéncia
codificadora cp4 epsps sob o controlo do promotor melhorado CaMV 35S (e35S) (Kay et al.,
1987; Odell et al., 1985), com um tamanho aproximado de 0,6 kb. Localizado entre o promotor
e35S e a sequéncia cp4 epsps encontra-se o intrdo do milho hsp70 com 0.8 kb (proteina de
choque térmico), presente para aumentar os niveis de transcrigdo genética (Rochester et al.,
1986). Em cada cassete, a sequéncia cp4 epsps € ligada a sequéncia nao traduzida de
nopalina sintase 3’ com 0.3 kb, NOS 3 (Fraley et al., 1983), que fornece o sinal de

poliadenilagcdo do mRNA.

Esteve presente no plasmideo PV-ZMGT32 uma sequéncia da origem da replicacao (ori) para
permitir a sua replicagdo em E. coli (Vieira and Messing, 1987). No seguimento da regido ori
esta a sequéncia para a enzima neomicina fosfotransferase tipo Il (nptll). Esta enzima confere
resisténcia a certos antibiéticos aminoglicésitos (ex. canamicina e neomicina) e foi utilizada
para selecgao de bactérias durante a construgdo do plasmideo. A sequéncia codificadora para
o gene nptll derivou do transposdo procaridtico Tn5 e esta presente sob o seu préprio
promotor bacteriano (Beck et al., 1982). O plasmideo resultante foi designado PV-ZMGT32
(Figura 1).

10
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Os componentes individuais e a fungcado das sequéncias de DNA utilizadas no plasmideo, bem

como detalhes adicionais sobre os organismos dadores, sao fornecidos na Tabela 1.

O plasmideo PV-ZMGT32 foi amplificado em E. coli e purificado de lisatos bacteriais. O
fragmento linear de DNA da expressao do gene cp4 epsps foi isolado do plasmideo antes das
experiéncias de transformacdo do milho pela digestdo do PV-ZMGT32 com a enzima de
restricdo Mlul. O plasmideo de suporte e as cassetes de expressdo de CP4 EPSPS foram
separados por electroforese em gel e o fragmento da cassete de expressdo foi
electropurificado a partir de uma porgéo de gel. O fragmento de restrigdo Mlul isolado em gel
de agarose utilizado na transformagdo do NK603 foi designado PV-ZMGT32L, que contém
apenas as cassetes de expressdo do gene cp4 epsps na planta e ndo contém o gene

marcador e de selecgéo nptll ou origem da replicagéo (Figura 2).

11
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Miu | 6856

Eco RI 6838
Eco RV 6828
Ec RI 6562
Sa | 6560

Restriction fragment

EcoRV 4010
ba | 4232

Nco | 4957 4 used in transformation

Xba 4937
Sca | 4704

Figura 1. Mapa plasmideo do vector PV-ZMGT32

Mapa circular do vector plasmideo PV-ZMGT32 utilizado para preparar o fragmento Mlul PV-
ZMGT32L através de excisao e supressdo da origem de replicagdo (ori) e sequéncias de
marcadores (nptll) de resisténcia a antibiéticos, como apresentado.

Miul 0 EcoRV 3861 Scal 4555 Sacl 6411
: Xbal 4083 | Xba 14788
| ECORV 20 Sacl 949 Sael 3061 Eco RV 6679
: ‘ ‘ ‘ © Mlul 6707
i i
| > >3 >3 3 >3 >»—3
, > >> e — = gne
= 2 o)
5 & g 7 S o 3 Q g S
g = g wn th an ~ m %
= . ) ™ O8] 2 2] 8 - w
= p “ 3 2 ;
3 g S 5
=] 1973
Figura 2. Mapa linear do PV-ZMGT32L

O fragmento de DNA PV-ZMGT32L foi utilizado para gerar o NK603 através da tecnologia de
aceleracdo de particulas. As linhas a tracejado representam os segmentos Miul
remanescentes apos digestdo de PV-ZMGT32.

Embora confirmada a sua presenca, o segmento Xbal 4083 n&o esta integrado na insergao,

provavelmente devido a sua modificacdo (por exemplo através de metilacdo) ou por estar
estruturalmente constrangido.

12
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Tabela 1.

Elemento Fonte
Genético (kb)

Sumario dos componentes de DNA do plasmideo PV-ZMGT32

Tamanho Fungao

Elementos genéticos presentes no fragmento de restricao Miul, designado PV-ZMGT32L,

utilizado para transformacgao:

Primeira cassete do gene cp4 epsps

Intrdo Oryza sativa 14
P-ract1/ ract1

ctp2 Arabidopsis 0.2
thaliana
cp4 epsps Agrobacterium 14

sp. estirpe CP4

NOS 3’ Agrobacterium 0.3
tumefaciens

Segunda cassete do gene cp4 epsps

e35S Cauliflower 0.6
mosaic virus

Zmhsp70 Zea mays L. 0.8

ctp2 Arabidopsis 0.2
thaliana

cp4 epsps Agrobacterium 14
sp. estirpe CP4

NOS 3’ Agrobacterium 0.3

tumefaciens

Regiao 5’ do gene do arroz actin 1 contendo o
promotor, o segmento de inicio da transcri¢cao e
o primeiro intrdo (McElroy et al., 1990).

Sequéncia de DNA para o péptido de transito
do cloroplasto, isolada da EPSPS de
Arabidopsis thaliana, presente para direccionar
a proteina CP4 EPSPS para o cloroplasto, o
local de sintese do aminoacido aromatico (Klee
et al., 1987).

A sequéncia de DNA para CP4 EPSPS, isolada
da estirpe CP4 de Agrobacterium sp. que
confere tolerancia ao glifosato (Padgette et al.,
1996).

Regido 3’ ndo traduzida do gene da nopalina
sintase de T-DNA do  Agrobacterium
tumefaciens que termina a transcri¢ao e dirige a
poliadenilacdo do mRNA (Fraley et al., 1983).

O promotor do virus do mosaico da couve-flor -
CaMV (Odell et al., 1985) com a regido
intensificadora duplicada (Kay et al., 1987).

Intrdo do gene do milho hsp70 (proteina
choque-calor) presente para estabilizar o nivel
de transcricado do gene (Rochester et al., 1986).

Sequéncia de DNA para o péptido de transito
do cloroplasto, isolado da EPSPS de
Arabidopsis thaliana, presente para direccionar
a proteina CP4 EPSPS para o cloroplasto, o
local de sintese do aminoacido aromatico (Klee
et al., 1987).

Sequéncia de DNA para CP4 EPSPS, isolada
da estirpe CP4 de Agrobacterium sp. que
concede tolerancia ao glifosato (Padgette et al.,
1996).

Regido 3’ ndo traduzida do gene nopalina
sintase de T-DNA de  Agrobacterium
tumefaciens que termina a transcrigcdo e conduz
a poliadenilacdo do mRNA (Fraley et al., 1983).
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Tabela 1. (continuagdo) Sumario dos componentes de DNA do plasmideo PV-ZMGT32

Elemento Fonte
Genético (kb)

Tamanho Fungao

Elementos genéticos presentes no plasmideode suporte PV-ZMGT32, mas nao presentes
no fragmento de restricido Mlul (PV-ZGMT32L) utilizado para transformagao:

ori Escherichia coli  0.65
nptl! Transposon 0.8
Tn5

A origem de replicagdo da copia principal do
plasmideo de E. coli pUC119 (Vieira and
Messing, 1987).

O gene para a enzima neomicina
fosfotransferase tipo Il. Esta enzima confere
resisténcia a certos antibiéticos aminoglicésidos,
permitindo assim a seleccdo de bactérias
contendo o plasmideo (Beck et al., 1982).
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D. INFORMAGOES RELATIVAS A PLANTA GENETICAMENTE MODIFICADA

A informacéo relativa as caracteristicas e seguranga do NK603 foram anteriormente descritas
pela Monsanto no pedido efectuado em conformidade com o Regulamento (CE) n.° 258/97 e
notificagdo C/ES/00/01 de acordo com a Directiva 2001/18/EC. Apds a avaliacdo destes dados
pelas autoridades reguladoras dos Estados Membros da E.U. e pela EFSA (EFSA, 2003a;
EFSA, 2003b), foi aprovada em 2004 a importacdo, processamento e utilizacdo na
alimentagdo humana e animal do NK603 (Decisdo da Comissdo, 2004; Decisdo da Comissao,
2005).

1. Descrigdo da(s) caracteristica(s) introduzida(s) ou modificada(s)

O milho NK603 apresenta tolerancia ao herbicida agricola de largo espectro Roundup (que
contém a substancia activa glifosato) através das enzimas tolerantes ao glifosato 5-enolpiruvil-
shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) derivadas de Agrobacterium sp., estirpe CP4
(CP4 EPSPS). A enzima EPSPS cataliza o penultimo passo da via do acido shiquimico para a
biossintese de aminoacidos aromaticos, que esta presente em todas as plantas verdes. A
inibicdo desta enzima pelo glifosato conduz a redugdo de aminoacidos aromaticos, interferindo
com o crescimento da planta e, finalmente, provoca a sua morte. Assim, o Roundup apresenta
excelentes capacidades no controlo alargado de infestantes. No entanto, a sensibilidade do
milho convencional ao glifosato tem impedido a utilizagao deste herbicida nesta cultura durante
0 seu ciclo vegetativo. Com a presenca de CP4 EPSPS tolerante ao glifosato no milho NK603,
€ garantida na cultura a fungdo continuada da via do aminoacido aromatico, mesmo na
presenca de herbicida. O alargamento da utilizacdo do herbicida Roundup, permitindo uma
aplicacao durante o ciclo vegetativo em culturas importantes como o milho, oferece uma nova
opcéo de controlo de infestantes para muitos agricultores. Além disso, o uso de Roundup no
milho ¢é significativo pois permite ao agricultor tirar vantagem das bem conhecidas

caracteristicas de segurancga e respeito pelo ambiente deste herbicida.

2. Informagao sobre as sequéncias realmente inseridas/suprimidas

(a) Dimensao e estrutura da sequéncia inserida e métodos utilizados para a sua
caracterizagao, incluindo informagao sobre quaisquer partes do vector introduzido na

PSGM ou sobre qualquer vector de DNA alienigeno residualmente presente na PSGM

O NK603 foi produzido através de tecnologia de aceleracdo de particulas utilizando um
fragmento linear de DNA, PV-ZMGT32L, que contém duas cassetes do gene cp4 epsps

ligadas em série (Figura 2).
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Foi realizada uma analise molecular para caracterizar o DNA inserido no NK603. Foi analisado
o DNA gendmico utilizando uma analise de Southern blot para determinar o numero
sequéncias inseridas (numero de locais de insergdo no genoma do milho), o numero de cépias
(o numero de fragmentos lineares de DNA integrados utilizados para a transformagdo num
unico local de insergéo), a integridade dos promotores inseridos, regides de codificacado, e
sequéncias de poliadenilagdo, e a presenga ou auséncia de sequéncias no plasmideo de

suporte. Os resultados da andlise de Southern blot sédo apresentados nas Figuras 3 a 9.

Além disso, foi efectuada a reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) para verificar as
sequéncias nos limites 5 e 3’ da inser¢cdo. Foram igualmente realizadas analises de PCR
adicionais e a subsequente sequenciagdo de DNA de 4 produtos sobrepostos abrangendo o
comprimento da sequéncia em NK603 para confirmar a caracterizagdo do DNA inserido no
NK603.

No global, os dados recolhidos das analises moleculares suportam as seguintes conclusodes:

1. o genoma de NK603 contém uma sequéncia inserida de DNA localizada no

fragmento de restricao Stul de 23 kb.

2. no interior de uma insergao simples existe uma copia unica e completa do
fragmento de DNA, PV-ZMGT32L, utilizado para a transformacao; a sequéncia
insergao inclui igualmente um fragmento 217 bp inversamente ligado da regido
de melhoramento do promotor da actina do arroz no limite 3’. Este fragmento
217 bp n&o contém os elementos necessarios para actuar como promotor e nao

faz parte de qualquer produto de transcrigdo detectavel.

3. adjacente ao fragmento promotor da actina do arroz 217 bp estdo 305 bp com
homologia ao DNA do cloroplasto mas sem homologia a toxinas ou substancias

alergénicas conhecidas.

4. ambas as cassetes do gene cp4 epsps dentro da inser¢cdo simples estdo
intactas. A sequéncia do gene cp4 epsps da primeira cassete é idéntica na
insercdo e no plasmideo. Na segunda cassete do gene, a sequéncia do gene
cp4 epsp 1214p difere em dois nucleétidos do gene cp4 epsps do plasmideo.
Uma das diferengas de nucleoétidos é silenciada e a outra resulta na mudanga de
um Unico aminoacido na proteina expressa. Ambas as modificagbes de

nucleodtidos estiveram presentes no NK603 desde a sua transformagao inicial.
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5. o genoma de NK603 nao contém qualquer DNA detectavel do plasmideo de

suporte.

6. os limites 3’ e 5’ da sequéncia inserida de NK603 foram verificados através de
PCR e sequenciacado de DNA e as sequéncias adjacentes a sequéncia inserida

foram confirmadas como nativas do genoma do milho.

Os dados da analise molecular estabelecem que apenas sio codificadas na totalidade as
proteinas CTP2-CP4 EPSPS e CTP2-CP4 EPSPS L214P pela sequéncia inserida no NK603,
confirmada através de analise Western blot. O CP4 EPSPS L214P é estrutural e
funcionalmente equivalente a CP4 EPSPS, mas a sua sequéncia difere num aminoacido. O
aminoacido na posicdo 214 é uma leucina em CP4EPSPS e uma prolina em
CP4 EPSPS L214P.
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Long Run Short Run
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Figura 3. Andlise de Southern blot de NK603: determinagcdo do numero de

insergoes

Dez microgramas de B73 (substancia de controlo) e DNA genémico NK603 extraido de tecidos
de folhas foram digeridos com Stul. O DNA do plasmideo PV-ZMGT32 misturado com DNA
B73 foram digeridos com Stul e Scal. As amostras de DNA foram separadas através de
electroforese em gel, marcadas e depois detectadas com o plasmideo marcado 2p py-
ZMGT32. As designagdes das faixas sédo as seguintes:
Linha 1: DNA B73 (Long Run)

2: DNA de NK603 (Long Run)

3: DNA B73 injectado com 14.5 pg PV-ZMGT32 (Short Run)

4: B73 DNA injectado com 29 pg PV-ZMGT32 (Short Run)

5: DNA de NK603 (Short Run)
Simbolo que indica os tamanhos obtidos através de marcadores MW em gel marcado
com brometo de etidio. M indica as faixas do marcador MW.

—
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Long Run Short Run
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Figura 4. Analise de Southern blot de NK603: determinagdo do nimero de cépia

Dez microgramas de B73 (substancia de controlo) e DNA gendmico de NK603 extraido de
tecidos de folhas foram digeridos com Xbal. As amostras de DNA foram separadas através de
electroforese em gel, marcadas e depois detectadas com o plasmideo marcado ¥p py-
ZMGT32. As designacgdes das faixas sédo as seguintes:

Linha 1: DNA B73 (Long Run)
2: DNA de NK603 (Long Run)
3: DNA B73 injectado com 14.5 pg PV-ZMGT32 (Short Run)
4: DNA B73 injectado com 29 pg PV-ZMGT32 (Short Run)
5: DNA de NK603 (Short Run)

—

Simbolo que indica os tamanhos obtidos através de marcadores MW em gel marcado
com brometo de etidio. M indica as faixas do marcador MW.
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Long Run Short Run

M 1 2|3 4 5 M
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Figura 5. Analise de Southern blot de NK603: intrao P-ract1/ract1

Dez microgramas de B73 (substancia de controlo) e DNA gendémico de K603 extraido de
tecidos de folhas foram digeridos com EcoRV. As amostras de DNA foram separadas através
de electroforese em gel, marcadas e depois detectadas com uma mistura de duas sondas: o
intrdo completo P-racti/ract1 marcado com ¥p_dCTP e um fragmento 175 bp do intrdo P-
ract1/ract1 marcado com **P-dATP.

As designacbes das faixas sdo as seguintes

Linha DNA B73 (Long Run)

DNA de NK603 (Long Run)

DNA B73 injectado com14.5 pg PV-ZMGT32 (Short Run)

DNA B73 injectado com 29 pg PV-ZMGT32 (Short Run)

: DNA de NK603 (Short Run)

- Simbolo que indica os tamanhos obtidos através de marcadores MW em gel marcado
com brometo de etidio. M indica as faixas do marcador MW.

a w2
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Long Run Short Run
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Figura 6. Analise de Southern blot de NK603: sequéncia ctp2-cp4 epsps

Dez microgramas de B73 (substancia de controlo) e DNA gendmico de NK603 extraido de
tecidos de folhas foram digeridos com EcoRV. As amostras de DNA foram separadas através
de electroforese em gel, marcadas e depois detectadas com o fragmento marcado 2p ctp2-
cp4 epsps. As designacgdes das faixas sdo as seguintes:

Linha 1: DNA B73 (Long Run)
2: DNA de NK603 (Long Run)
3: DNA B73 injectado com 14.5 pg PV-ZMGT32 (Short Run)
4: DNA B73 injectado com 29 pg PV-ZMGT32 (Short Run)
5: DNA de NK603 (Short Run)

—

Simbolo que indica os tamanhos obtidos através de marcadores MW em gel marcado
com brometo de etidio. M indica as faixas do marcador MW.
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Long Run Short Run
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Figura 7. Analise de Southern blot de NK603: promotor 35S
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0.6 kb
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Dez microgramas de B73 (substancia de controlo) e DNA gendémico de NK603 extraido de
tecidos de folhas foram digeridos com EcoRV. As amostras de DNA foram separadas através
de electroforese em gel, marcadas e depois detectadas com o fragmento marcado p ¢358.

As designagdes das faixas s&o as seguintes:

DNA B73 (Long Run)
DNA de NK603 (Long Run)

Linhas

DNA B73 injectado com 29 pg PV-ZMGT32 (Short Run)

DNA de NK603 (Short Run)

1
2:
3: DNA B73 injectado com 14.5 pg PV-ZMGT32 (Short Run)
4
5

- Simbolo que indica os tamanhos obtidos através de marcadores MW em gel marcado

com brometo de etidio. M indica as faixas do marcador MW.
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Long Run Short Run
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Figura 8. Analise de Southern blot de NK603: sequéncia NOS 3’ de poliadenilagao

Dez microgramas de B73 (substancia de controlo) e DNA gendmico de NK603 extraido de
tecidos de folhas foram digeridos com EcoRV. As amostras de DNA foram separadas através
de electroforese em gel, marcadas e depois detectadas com o fragmento da sequéncia de
poliadenilagdo NOS 3’ marcado com ¥p_As designacgdes das faixas séo as seguintes:

Linhas DNA B73 (Long Run)

DNA de NK603 (Long Run)

DNA B73 injectado com 14.5 pg PV-ZMGT32 (Short Run)

DNA B73 injectado com 29 pg PV-ZMGT32 (Short Run)

: DNA de NK603 (Short Run)

- Simbolo que indica os tamanhos obtidos através de marcadores MW em gel marcado
com brometo de etidio. M indica as faixas do marcador MW.

a2

23



Notificagdo para ensaios de campo do milho NK 603 em Portugal

Long Run Short Run
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Figura 9. Andlise de Southern blot de NK603: analise de suporte

Dez microgramas de B73 (substancia de controlo) e DNA gendmico K603 extraido de tecidos
de folhas foram digeridos com Sacl. As amostras de DNA foram separadas através de
electroforese em gel, marcadas e depois detectadas com a sequéncia inteira de suporte
marcada com *?P consistindo nas regides codificadoras ori e nptll. As designacdes das faixas
sao as seguintes:

Linha DNA B73 (Long Run)

DNA de NK603 (Long Run)

DNA B73 injectado com14.5 pg PV-ZMGT32 (Short Run)

DNA B73 injectado com 29 pg PV-ZMGT32 (Short Run)

: DNA de NK603 (Short Run)

- Simbolo que indica os tamanhos obtidos através de marcadores MW em gel marcado
com brometo de etidio. M indica as faixas do marcador MW.

a RN
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(b) Em caso de delec¢ao, dimensao e fungao da regiao suprimida
Nao aplicavel.
(c) Numero de cépias da sequéncia inserida

NK603 contém uma unica insercao de DNA com uma unica copia do fragmento de DNA

introduzido (ver D.2.a).

(d) Localizagao da sequéncia inserida nas células da planta (integrada nos cromossomas,
cloroplastos, mitocéndria, ou mantida numa forma nao integrada) e método para a sua

determinagio:

NK603 contém uma Unica sequéncia inserida no genoma, segregada de acordo com a
genética Mendeliana. A analise do Chi quadrado dos dados segregados de NK603 é
consistente com um unico local activo de inser¢do dos genes cp4 epsps (ligados em série) no

DNA gendmico nuclear.

3. Informagao sobre a expressao da sequéncia inserida

(a) Informacgao sobre a expressao evolucionaria da sequéncia inserida durante o ciclo de

vida da planta e métodos utilizados para a sua caracterizagao

Os niveis de expressao das proteinas CP4 EPSPS inseridas foram medidos em tecidos de
NK603, produzidos em condigbes de campo durante a época de cultivo de 1999 na U.E. e a
época de 2002 nos E.U.A., utilizando a técnica de ensaio ELISA. Os campos experimentais
localizavam-se em regides importantes de cultivo de milho e ofereciam uma alargada
variedade de condicbes ambientais. O cultivo dos campos foi realizado com o recurso a

praticas agricolas préprias da cultura comercial do milho.

Em 1999, foram estimados os niveis de proteina CP4 EPSPS em forragem e gréo, recolhidos
de quatro locais em Franga e Italia. Foram utilizadas quatro replicagdes em cada um dos

quatro locais de ensaio.

Em 2002, foram produzidas amostras de teste e de controlo em ensaios de campo nos E.U.A.
Em quatro locais foram plantados trés campos de ensaio duplicados utilizando blocos
casualizados. Foram recolhidas folhas “overseason” (OSL), raizes “overseason” (OSR), pdlen,
forragem, raizes de forragem e tecidos de grdo de cada um dos campos duplicados em todos

os locais de ensaio, e calculados os niveis de proteina CP4 EPSPS.
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A substancia de teste utilizada nestes estudos foi o milho NK603. A substancia de controlo foi
milho convencional com um historial genético semelhante ao da substancia testada mas nao
contendo a sequéncia inserida em NK603. Foram confirmadas as identidades das substancias
de teste e de controlo através da verificagdo da documentagdo de certificacdo antes da
analise. Para reforcar a confirmacao das identidades das substancias de teste e de controlo,
foram conduzidas anadlises de reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) para a sequéncia

especifica em amostras de sementes e de grao.

Foram calculados os niveis de proteinas para todos os tipos de tecidos numa base de
microgramas (ug) por gramas (g) de peso fresco (fw). Foi entdo medido o teor de humidade
em todos os tipos de tecidos, tendo os niveis de proteinas sido convertidos e expressos numa
base de peso seco (dw). Os resultados sdo sumariados nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2. Sumario dos niveis' de proteina CP4 EPSPS medidos pela técnica

ELISA em tecidos de plantas NK603 de ensaios de campo realizados na E.U. em 1999

M ’d- / fw 2 I t I I f 3
Tipo de tecido e 'a(g‘g)g ) ntervalo (ug/g fw)
Forragem®® 48.6 43.6 - 60.9
(8.3)
Grao®® 8.4 22-13.2
(5.4)

Os niveis de proteina sao apresentados em microgramas (ug) de proteina por grama de peso fresco (fw) dos
tecidos para os quatros locais.

Foram calculados os desvios médio e padrao através de analises de amostras de tecido de NK603 dos quatros
locais (n=16).

Valores minimos e maximos das analises de amostras dos quatro locais.

a. Tecidos de forragem: LOD = 0.39 pg/g fw.

b. Tecidos de gréo: LOD = 0.16 pg/g fw.

c. Os valores de todas as amostras de controlo convencionais estavam abaixo do LOD especifico para esse
tipo de tecido (n=16).

27




Notificagdo para ensaios de campo do milho NK 603 em Portugal

Tabela 3. Sumério dos niveis de proteina CP4 EPSPS medidos pela técnica ELISA
em tecidos de plantas NK603 de ensaios de campo realizados nos
E.U.A. em 2002
Média Intervalo Média Intervalo
Tipo de tecido’ |  (ug/g fw)* (ng/g fw)® (ng/g dw)* (ng/g dw)
(SD) (SD)
OSL-1 60 (7.2) 49-73 410 (78) 310 — 560
OSL-3 63 (6.1) 54 - 76 300 (49) 220 - 400
OSL-4 96 (29) 71-160 430 (170) 290 - 890
OSL-5 113 (26) 72 -150 400 (96) 280 - 560
OSR-1 21 (6.7) 13 - 31 160 (54) 86 — 250
OSR-3 13 (3.5) 58-19 76 (24) 37-120
OSR-4 15 (2.6) 11-20 100 (20) 71-140
OSR-5 17 (3.9) 11-25 99 (32) 60 - 170
Forragem 32 (12) 15-52 100 (56) 32-200
Raizes de 23 (6.8) 12-33 140 (53) 75-220
forragem
Poélen 340 (85) 250 - 460 650 (150) 450 - 1000
Grao 12 (2.8) 75-16 14 (3.2) 8.5-18

1. Foram analizadas 12 amostras contendo a proteina CP4 EPSPS (n=12) para cada tipo de tecido.

2. Os niveis de proteina sao apresentados em (ug) de proteina por grama (g) de tecido numa base de peso fresco
(fw). Foram calculados os desvios médio e padrédo (SD) para cada tipo de tecido nos varios locais de ensaio.
Foram determinados os valores minimos e maximos para cada tipo de tecido de cada local de ensaio.

Os niveis de proteina s&o apresentados em pg/g de tecido numa base de peso seco (dw). Os valores dw foram
calculados pela divisdo dos valores fw pelos factores de conversao do peso seco, obtidos através dos dados das

analises de humidade.
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(b) Partes da planta onde a sequéncia inserida se exprime (por exemplo, raizes, haste,

polen, etc.)

Como a forragem e o grédo sdo os tecidos mais relevantes na avaliagdo da segurancga, foram
calculados os niveis de proteina nesses tecidos em ambas as épocas de cultivo. Além disso,
foram igualmente calculados os niveis de proteina no podlen, raizes de forragem, OSL e OSR

na época de cultivo de 2002, como apresentado na Tabela 3.

4. Informagdo sobre o modo como a planta geneticamente modificada difere da planta
receptora em termos de: (a) Modo e/ou taxa de reproducao, (b) Disseminagao, (c)

Capacidade de sobrevivéncia

Com base em séculos de experiéncia com milho convencional na U.E., considera-se existir
apenas um potencial negligenciavel do milho para invadir habitats naturais ou persistir no
ambiente agricola sem qualquer intervengao humana. A planta do milho é conhecida como um
pobre competidor, que fora de condicdes de cultivo ndo apresenta qualquer impacto

significativo no ambiente.

Foram realizados ensaios comparativos das caracteristicas fenotipicas e agronémicas do
NK603 e milho convencional em ensaios de campo, em nove locais na Alemanha e Franga
entre 2000 e 2002, utilizando diferentes variedades de NK603.

No geral, as comparagdes em cada local de ensaio (por zona de cultivo) n&do indicaram
diferencas entre o NK603 e o milho convencional. Nos locais em que se detectaram diferengas
significativas (p < 0.05), estas foram numericamente pequenas e ndo permitiram tragar
qualquer tendéncia consistente entre os campos de ensaio ou hibridos testados. Nenhuma das
diferencas estatisticamente significativas detectadas foi considerada biologicamente

expressiva em termos de potencial de infestagdo ou crescimento e desenvolvimento adverso.

Em conjunto, os dados de campo dos nove ensaios realizados na Alemanha e Franca
demonstram que o NK603 e o milho convencional ndo sdo diferentes em termos de
caracteristicas de crescimento, desenvolvimento e morfologia, caracteristicas de vigor e saude
das plantas, susceptibilidade a pragas, doencgas e aplicagdo de pesticidas, e parametros

agronoémicos, incluindo o potencial de produgéo.

A auséncia de diferencas significativas na morfologia reprodutiva (ex. deformacdes da espiga,
incidéncia de plantas estéreis), bem como a auséncia de modificagbes nos pardmetros de
maturidade reprodutiva (ex. altura de dispersdo do pdlen ou crescimento das barbas) e os

indicadores do potencial de disseminagdo (ex. numero de sementes medido como produgao
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de grao) indicam que o modo de reproducdo da planta e as suas caracteristicas reprodutivas
ndo foram afectadas pela modificacdo genética. Pode-se assim concluir que o NK603 nao
difere do milho convencional no que se refere ao seu comportamento reprodutivo e ao

potencial de disseminag&do no ambiente.

A auséncia de diferengas significativas observada nestes ensaios no que diz respeito a
morfologia, vigor e saude da planta e a sua susceptibilidade a pragas indicam que o vigor
biolégico geral e as caracteristicas de sobrevivéncia do milho NK603 nao foram alteradas pela
modificacdo genética. E assim altamente improvavel que o NK603 seja mais persistente dentro
ou fora do campo ou que tenha aumentado a sua capacidade de sobrevivéncia, potencial
infestante ou de invasdo de habitats natural do que o milho convencional. Além disso, a
tolerancia introduzida ao glifosato € uma caracteristica com relevancia agronémica em campos
de milho comerciais cultivados com NK603, quando tratados com o herbicida agricola
Roundup ou com qualquer outro herbicida contendo glifosato, e as suas consequéncias para o

ambiente sdo consideradas negligenciaveis.

E especialmente importante o facto de ndo existir qualquer informacdo derivada destes
ensaios que indique a presenca de um potencial do NK603 para se estabelecer, persistir e
dispersar numa area superior a do milho convencional. Em casos onde ocorra a libertagao
acidental e se estabelegcam plantas de NK603, estas podem ser facilmente controladas por
herbicidas selectivos actualmente disponiveis (excepto glifosato) e por meios mecéanicos.
Assim, o NK603 n&o possui caracteristicas reprodutivas ou de disseminagao diferentes dos do
milho convencional, e n&o possui potencial significativo de sobrevivéncia, dispersao,

persisténcia ou invasao de areas nao agricolas, sem intervencdo humana.

5. Estabilidade genética da sequéncia inserida e estabilidade fenotipica da PSGM

Estabilidade fenotipica

Os dados de segregacgdo para nove geragbes de descendéncia de NK603 sdo apresentados
na Tabela 4 e demonstram a estabilidade fenotipica do DNA inserido através de seis geragoes
de cruzamento e trés geragdes de auto polinizagdo. Os dados sdo apresentados para a
geracdo BC(F, (derivada do cruzamento de R, com a linha “B73”), para a geragdo BC,F;
(derivada do cruzamento de plantas BCyF, com B73), para as gera¢des BC,F,, BC3;F4, BC4F4,
BCsF4, BC,F, (derivadas de plantas individuais de BC,F), para a geragdo BC,F; (derivada de

plantas individuais de BC,F,) e para a geragdo BC,F3;,
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Os valores estatisticamente significativos para os dados de segregagédo foram determinados
utilizando a analise do Chi quadrado. Para estas anadlises foi determinado um valor Chi

quadrado (Xz) utilizando a seguinte férmula:

¥=%[(|o-e|-05)/¢e]

onde o é a frequéncia observada do gendétipo, e a frequéncia esperada do gendtipo, e 0.5 o

factor de correccgao Yates para analises com um grau de liberdade (Little and Hills, 1978).

Todas as geragdes segregaram da forma esperada para um Unico local de insergao, excepto a
geracdao BC,F{ O numero mais elevado do que o previsto de plantas positivas (contendo o
gene cp4 epsps) na geragdo BC,F pode ser explicado pela seleccdo de gametas, resultado
de taxas elevadas de aplicagdo de glifosato na geragdo anterior a BC,F, (i.e., BC4F;). Foi
documentada em plantas a seleccdo preferencial para gametas positivos quando foram

aplicados agentes selectivos como herbicidas (Sari-Gorla et al., 1994; Touraev et al., 1995).

A analise do Chi quadrado dos resultados de segregacdo para a caracteristica de tolerancia ao
glifosato na descendéncia é consistente com um Unico local activo de insergdo das cassetes
em série de cp4 epsps no DNA nuclear gendmico de NK603 de acordo com a genética
Mendeliana. Estes resultados s&o consistentes com as conclusdes da analise molecular

descrita na Secgéo D.2.(a).

Tabela 4. Dados de segregacgéo e analises de descendéncia de NK603
Observado' Esperado
Geragao Positivo Negativo Segregacao Positivo Negativo  Segregacéao Chi
quadrado
BCoF+ 14 15 14.5 14.5 0.00™
BC1F4 32 23 27.5 27.5 1.16"
BCoF1 135 81 108.0 108.0 13.00"
BCaF: 86 26 84.0 28.0 0.12"
BC.F3 9 16 24 12.3 12.3 24.5 2.02*
BCsF4 44 45 445 445 0.00™
BC4F4 127 103 115.0 115.0 2.30™
BC4F3 12 5 17 8.5 8.5 17.0 2.88"
BCsF1 26 35 30.5 30.5 1.05"™

' Os dados s&o apresentados em numero de plantas positivas e negativas com base nas pulverizagdes de glifosato, a

excepgdo das geragdes BC,F; and BC4F3; onde os dados sdo o nimero de homozigéticos positivos nas linhas das
espigas, numero de homozigéticos negativos nas linhas das espigas e numero de linhas das espigas segregadas com
base em pulverizagdes de glifosato.

" n&o significativa a p = 0.05 (chi quadrado = 3.84, 1 df).

* nao significativa a p = 0.05 (chi quadrado = 5.99, 2 df).

" significativa a p = 0.01 (chi quadrado = 6.63, 1 df).
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Estabilidade genética

Foram realizadas analises de Southern blot para confirmar a estabilidade estrutural do DNA
inserido em NK603. O DNA gendmico extraido de tecidos de folhas da geracdo F,; (a
descendéncia do retrocruzamento de Ry) e da quinta geragdo de cruzamento (BCsF;) de

NK603 foram digeridos com EcoRV, marcados e detectados com o fragmento ctp2-cp4 epsps.

Os resultados das analises de Southern blot sdo apresentados na Figura 10. O DNA
convencional de controlo (faixa 1) ndo apresentou quaisquer sinais de hibridagdo. O DNA do
plasmideo PV-ZMGT32 misturado com o DNA convencional de controlo (faixa 2), o DNA de
NK603 F, (faixa 3) e DNA de NK603 BCsF4 (faixa 4), todos produziram as bandas esperadas

de ~3.8 kb e ~2.8 kb, cada uma contendo a sequéncia de ctp2-cp4 epsps.

Nao se observaram diferengas significativas no padréo das bandas entre o DNA extraido da
geracao F, e o da geragédo BCsF, de NK603, demonstrando a estabilidade do DNA inserido em

amostras que abrangeram cinco geragdes.
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Figura 10 Analise de Southern blot de NK603: estabilidade do DNA inserido

Dez microgramas de B73 (Controlo) e DNA gendémico de NK603 extraido de tecidos de folhas
foram digeridos com EcoRV. As amostras de DNA foram separadas através de electroforese
em gel, marcadas e depois detectadas com o fragmento de ctp2-cp4 epsps marcado com 2p,
As designacobes das faixas sdo as seguintes:

Linha 1: DNA B73

2: DNA B73 injectado com 29 pg PV-ZMGT32

3: DNA de NK603 F1

4: DNA de NK603 BC5F1
— Simbolo que indica os tamanhos obtidos através de marcadores MW em gel com
brometo de etidio. M representa as faixas do marcador MW. [Marcador MW Il (1 png) misturado
com Marcador MW IX (1 pg)].
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6. Qualquer alteragado da capacidade de transferéncia do material genético das PSGM

para outros organismos

Em comparagdo com milho convencional, ndo sdo de esperar mudangas na capacidade das
plantas geneticamente modificadas em trocar material genético com bactérias pois ndo foram
utilizados na inser¢gao em NK603 quaisquer elementos conhecidos envolvidos na transferéncia

de genes.

Como se concluiu na secgao D.4, a morfologia reprodutiva do NK603 mantém-se inalterada em
comparagao com milho convencional. Assim, ndo se espera que a produgao e viabilidade de
pélen sejam afectadas pela modificacdo genética e que a frequéncia de cruzamento com outro
milho ou parentes selvagens (que nado estdo presentes na U.E.) seja diferente no NK603

quando comparada com o milho convencional.

7. Informacgao sobre quaisquer efeitos téxicos, alergénicos ou quaisquer outros efeitos

prejudiciais para a saude humana resultantes da modificagao genética

As proteinas CP4 EPSPS inseridas estdo presentes em baixos niveis na planta e foi

previamente demonstrada a sua seguranga para a saude animal e humana.

A concluséo da seguranca humana e animal das proteinas CP4 EPSPS foi demonstrada com
base em a) uma caracterizagdo exaustiva das proteinas CP4 EPSPS, b) comparagédo destas
proteinas com proteinas e alergénicos conhecidos, c¢) a sua digestdo em fluidos gastricos e
intestinais simulados, e d) ensaios com proteinas CP4 EPSPS na procura de sinais de
qualquer toxicidade aguda em estudos de alimentacdo por sonda em roedores. No pedido
efectuado em conformidade com o Regulamento (CE) n.° 258/97 e notificacdo para NK603 de
acordo com a Directiva 2001/18/EC (C/ES/00/01), foram relatados em detalhe estes ensaios
de seguranca. Apos a avaliagdo destes dados pelas autoridades reguladoras dos Estados
Membros da U.E. e pelo grupo EFSA OGM (EFSA, 2003a; EFSA, 2003b), foi aprovada em
2004 a importagéo, processamento, utilizacdo em alimentacdo humana e animal de NK603

(Deciséo da Comissao, 2004; Decisdo da Comisséo, 2005).

Além disso, foram realizados estudos exaustivos para comparar a composi¢ao do grao e
forragem do NK603 com controlos convencionais e hibridos comerciais, em 1998 nos E.U.A. e
na U.E. em 1999. As analises da composicao foram realizadas para avaliar a sua similaridade
(proteina, gordura, cinzas, carbohidratos, humidade), fibra de detergente acido (FDA), fibra de
detergente neutra (FDN), aminoacidos, acidos gordos, vitamina E, minerais (célcio, cobre,

ferro, magnésio, manganésio, fosforo, potassio, sédio e zinco), acido fitico e teor de inibidor de
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tripsina do grdo, bem como a similaridade no teor de ADF e NDF na forragem. Estes dados
analiticos para o NK603 semeado em multiplas localizagdes nos E.U.A. e na U.E. durante
duas épocas demonstraram que o milho NK603 apresenta uma composi¢ao equivalente ao
milho de controlo e a outras variedades de milho cultivadas comercialmente, com a excepgao
das proteinas CP4 EPSPS inseridas.

A segurancga alimentar das proteinas CP4 EPSPS na matriz de milho foi reforgada através de
estudos de alimentagdo animal de dose repetida em ratos e em frangos utilizando dietas
contendo NK603. Estes estudos confirmaram a auséncia de efeitos toxicos associados as
proteinas introduzidas e a auséncia de efeitos pleiotrépicos ndo antecipados ligados a
modificagdo genética. Nao se observaram sinais de quaisquer efeitos adversos para a saude
humana ou animal. Estes estudos de alimentagao foram previamente avaliados pela EFSA, e o
NK603 foi declarado como seguro (EFSA, 2003a; EFSA, 2003b). Consequentemente, o milho
NK603 foi autorizado para a importagéo, processamento e utilizagdo em alimentagdo humana

e animal na Unido Europeia (Decisdo da Comisséao, 2004; Decisdo da Comisséao, 2005).

As proteinas CP4 EPSPS tém um historial de utilizacdo segura através do consumo de
sementes Roundup Ready como o milho NK603 (individualmente ou em misturas de grdo) e
soja Roundup Ready. Todos estes produtos e seus derivados tém sido manuseados e

consumidos sem qualquer noticia de efeitos adversos na saude.

Em concluséo, a cuidadosa avaliagdo da seguranga das proteinas CP4 EPSPS e os testes de
seguranga do NK603 demosntram que é altamente improvavel que as proteinas inseridas
possam causar quaisquer efeitos adversos na saude humana e animal. A auséncia de
quaisquer efeitos adversos para a saude apds o consumo durante varios anos de diversas
plantas geneticamente modificadas que contém a proteina CP4 EPSPS confirma a seguranca
de NK603.

8. Informagdes sobre a seguranga da PSGM para a saide animal, especialmente no
que se refere a quaisquer efeitos toxicos, alergénicos ou a quaisquer outros efeitos
prejudiciais resultantes da modificagcdo genética, quando a PSGM for utilizada em

alimentos para animais

A seguranca para a saude animal do NK603 e das proteinas CP4 EPSPS expressas foi

incluida na avaliagdo da seguran¢ca humana efectuada na secc¢éo D.7.

9. Mecanismo de interaccao das plantas geneticamente modificadas com os

organismos-alvo (se pertinente)

N&o aplicavel. O NK603 é tolerante a herbicidas e ndo possui quaisquer organismos-alvo.
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10. Potenciais alteragcbes das interacgbes da PSGM com organismos nao alvo

resultantes da modificagdo genética

Como qualquer outra planta, é conhecida a interacgdo no ambiente entre o milho cultivado e
uma série de organismos, incluindo microorganismos, fauna selvagem e numerosos
invertebrados que vivem no solo e nas folhas. E igualmente conhecida a susceptibilidade do
milho a varias doencgas fungicas e a pragas como nematodos, insectos e acaros, que o
agricultor tem tentado tradicionalmente controlar através da aplicagcdo de produtos de
protecgdo das plantas ou com outras praticas agricolas como a rotagdo de culturas. Por o
milho constituir uma boa fonte de nutricdo, sdo bem conhecidas as interacgdes com fauna
selvagem vertebrada, nomeadamente aves e mamiferos que residam ou se alimentem no

habitat agricola criado pela cultura e nas suas extremidades, bordaduras ou valas.

Demonstrada a equivaléncia entre o NK603 e o milho convencional, nao se considera diferente
0 padrao de interacgdo do NK603 com outros organismos no ambiente em relagdo ao milho
convencional, excepto para a exposi¢ao directa adicional de pragas herbivoras do milho as
novas proteinas CP4 EPSPS expressas na planta. Através de transferéncia trofica e processos
de decomposi¢ao, outros organismos como predadores das pragas do milho poderdao ser
expostos a alguns niveis muito baixos destas proteinas. A expressao das novas proteinas de
NK603 expressas é assim uma caracteristica de PSGM que pode causar efeitos adversos em

organismos nao alvo.

Teoricamente, o potencial de toxicidade das novas proteinas expressas para organismos nao
alvo pode afectar os seus niveis de populagdo no ambiente de recepg¢ao. Contudo, a proteina
EPSPS é comum no ambiente e ndo existe qualquer razado a priori para esperar que quaisquer
efeitos adversos possam ocorrer sob as condi¢gbes de utilizagdo do produto recomendadas.
Além disso, o potencial de exposicdo de organismos ndo alvo as proteinas CP4 EPSPS
introduzidas expressas no NK603 ndo apresenta um mecanismo concebivel para causar

efeitos adversos, devido as suas propriedades.

Com base na ocorréncia natural € no historial de exposicédo de organismos ndo alvo a CP4
EPSPS e enzimas EPSPS relacionadas, que sdo conhecidas como uma classe de proteinas
seguras sem actividade bioldgica em relagao a outros organismos, ndo existe razdo a priori

para suspeitar que a CP4 EPSPS possam ser nociva para organismos n&o alvo.

Em suma, os riscos ambientais resultantes de interac¢des ecoldgicas de organismos nao alvo
com NK603 sdo negligenciaveis, pois o seu contacto com as novas proteinas introduzidas
apresenta um potencial negligenciavel para causar nestes quaisquer efeitos tdxicos ou um

impacto em cadeia nas suas interacgdes intra- ou inter-espécies. Consequentemente, também
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as interacgdes tréficas entre organismos néo alvo permaneceréo inalteradas. Assim, quaisquer
riscos de efeitos indirectos significativos nos niveis de populagdo de organismos nao alvo no
ambiente receptor ou o seu funcionamento em ecossistemas sob e sobre o solo nas

proximidades da cultura sdo igualmente negligencidveis.

Finalmente, desde a primeira comercializagdo de NK603 na América do Norte em 2001, nédo
foram apresentadas quaisquer provas de efeitos adversos no ambiente desta cultura em

organismos nao alvo.

11. Potenciais interac¢6es com o ambiente abioético

Como acontece com outras plantas, € conhecida a interacgdo do milho cultivado com o
ambiente abidtico (solo, agua e ar), como por exemplo pelo estabelecimento de raizes no solo,
absorcao de agua e nutrientes e trocas gasosas. A produgédo de milho € em geral conhecida
como tendo impacto indirecto em processos biofisicos e bioquimicos no solo, através de
mobilizagdo do solo, aplicagdo de fertilizantes e estabelecimento de uma monocultura numa
area definida. No entanto, todas as praticas agricolas actualmente utilizadas para cultivar milho
na U.E. permanecem aplicaveis para o NK603 e ndo sao necessarias quaisquer técnicas

especificas para o seu cultivo, controlo e colheita.

Demonstrada a equivaléncia substancial do NK603 com o milho convencional (com a
excepgdo da caracteristica introduzida de tolerancia ao glifosato) no que diz respeito a sua
composi¢ao, e a sua similaridade morfolégica, de desenvolvimento, produgdo, reprodugéo,
disseminagéao, susceptibilidade a pragas e caracteristicas de saude e sobrevivéncia da planta,
nao existem quaisquer provas de que este milho possa ser diferente do milho convencional,

relativamente ao seu padrao de interacgdo com o ambiente abidtico.

Embora a CP4 EPSPS seja uma nova proteina expressa no NK603, ndo é uma proteina
estranha ao ambiente. A proteina CP4 EPSPS em NK603 ¢é in6cua pois representa uma das
muitas diferentes proteinas EPSPS encontradas na natureza. Ndo sdo conhecidas quaisquer

interac¢des negativas com o ambiente abidtico na familia de proteinas EPSPS.

Em conclusdo, ndo é de esperar um impacto nocivo de NK603 no ambiente abidtico em

resultado do uso deste produto na Uni&o Europeia.
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12. Descrigdo das técnicas de deteccdo e identificagcdo das plantas geneticamente

modificadas

A sequéncia inserida no NK603 é detectavel utilizando o validado método quantitativo PCR,
especifico para a detecgao do DNA introduzido presente no NK603. O protocolo deste método
de deteccao e o relatério de validagcdo do mesmo, preparado pelo Laboratério de Referéncia
Comunitario (CRL) em colaboragdo com a Rede Europeia de Laboratérios OGM (ENGL)

encontram-se publicados no sitio na Internet do CRL (http://gmo-crl.jrc.it/statusofdoss.htm).

Em alternativa, as plantas podem igualmente ser pulverizadas com o herbicida Roundup para
a deteccdo do fendtipo expresso de tolerancia ao glifosato. Pode ser também utilizada a

técnica ELISA para detecgéo de proteinas CP4 EPSPS, expressas no NK603.

13. Informacgdes sobre anteriores libertagdes das plantas geneticamente modificadas, se

pertinente

O NK603 foi testado em condigbes de campo em diversas localizagdes geograficas desde
1997. Na Unido Europeia, o NK603 foi plantado para ensaios de campo em varias locais desde
1999 (ver notificagbes Monsanto numeros B/FR/99/04/06; B/IT/99/17; B/BE/O0/WSP13;
B/FR/00/03/05; B/DE/00/115; B/ES/00/06; B/FR/01/01/01; B/ES/01/05; B/ES/02/03;
B/DE/03/148; B/FR/04/02/02; B/ES/04/17; B/ES/04/19; B/SE/05/9831; B/FR/06/01/01;
B/FR/06/12/09; B/ES/06/06; B/ES/06/08; 260A/OER/GMO/02 (Republica Checa); B/CZ/06/04;
B/SK/06/01; BE/ES/07/05; B/ES/07/07; B/DK/07/01; B/DK/07/02; B/DK/07/03; B/DK/07/04).

Nos E.U.A., Canada, Argentina e varios outros paises por todo o mundo, o NK603 esta
legalmente colocado no mercado para a totalidade de utiliza¢cdes dadas ao milho convencional,
incluindo o cultivo de variedades. O NK603 tem sido cultivado comercialmente em milhdes de
hectares nos E.U.A. e Canada desde 2001. Em 2004, foram comercializadas pela primeira vez
variedades de NK603 na Argentina e desde 2005 estdo igualmente a cultivar este milho outros

paises na América e Asia.
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E. INFORMAGOES RELATIVAS AO LOCAL DE LIBERTAGAO

1. Localizagao e dimensao dos locais de libertagao

Os ensaios realizar-se-d0 em parcelas localizadas no Norte e Sul do pais. Sao 2 locais de
libertagdao, um na regido do Alentejo, Distrito de Portalegre (Monforte) e um na regido do

Minho, distrito de Viana do Castelo (Mongao) (Anexo Il)
Pretendem-se realizar ensaios para avangar com a caracterizagdo agronémica de variedades
contendo NK603, desenvolver e optimizar os programas de controlo de infestantes com

herbicidas, mais apropriados para cada zona.

Os ensaios com herbicidas para optimizar programas de gestdo de infestantes serdo

realizados nos dois locais de libertagao propostos.

No Anexo lll, apresentam-se as autorizagdes dos agricultores colaboradores confirmando a

aceitacao da realizagao dos ensaios com o evento NK603.

As areas a utilizar para os ensaios em cada local de libertagdo nunca excederdo 2.000m2

(variedades com NK603) e 6000m2 no total (incluindo bordaduras com milho convencional).

Apresenta-se em seguida uma breve descricdo do esquema dos ensaios a realizar.

Ensaios com herbicidas

Estes ensaios serdo efectuados em parcelas de maior tamanho, sem repeticbes, onde
poderdo ser avaliadas, em maior escala, as variedades e programas de herbicidas mais
apropriados em cada zona.

A superficie maxima estimada para estes ensaios € de 6000m2 em cada localizagao (incluindo
plantas GM e bordaduras com milho convencional), sendo que a superficie maxima estimada
de milho contendo NK603 € de 2000m2.

Serdo utilizados neste ensaio apenas herbicidas autorizados em Portugal. No Anexo IV é
apresentado um esquema do ensaio.

Os ensaios serao feitos em colaboragdo com uma empresa especializada na realizagdo de

ensaios de produtos fitossanitarios.
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2. Descricao do ecossistema nos locais de libertagao, incluindo o

respectivo clima, flora e fauna.

A agricultura praticada nas regides circundantes aos locais de libertagdo é variada, sendo o
olival, cereais de Outono-Inverno e tomate predominantes nas areas circundantes ao local de
libertagao situado no Alentejo (Monforte).

Na parcela localizada no Minho (Mongao), existe para além de floresta (eucaliptos e pinheiros),
pastagens.

No Anexo V, é feita uma breve caracterizagao dos locais de libertagdo no que diz respeito as

condigdes climaticas verificadas, nomeadamente, precipitagdo, temperatura e insolagéo.

3. Presenca de organismos selvagens aparentados ou de espécies cultivadas

sexualmente compativeis

Em Portugal ndo existem outras espécies selvagens ou cultivadas compativeis sexualmente.
Em relagao a propria espécie (milho), serdo cumpridas as medidas de mitigagdo do risco de
contaminagao (distdncia minima de 400m em relagdo a outros campos de milho, com um
minimo de 12 linhas de bordadura com milho convencional do mesmo ciclo FAO, néo

modificado geneticamente).

4. Proximidade de biétopos oficialmente reconhecidos ou de zonas protegidas que
possam ser afectados

Um dos locais de libertagao localizado em Monforte, esta inserido numa Zona de Protecgao
Especial, no entanto, e face aos resultados dos inumeros ensaios realizados em varios paises
com este evento (NK603) torna-se claro que o seu comportamento € igual ao do milho
convencional, excepto a sua tolerancia ao herbicida glifosato. Por tudo isso se considera que a
realizagdo de ensaios nesta zona, nao constitui um risco diferente ao do milho convencional,
cujo cultivo é permitido nesta zona.

Relativamente ao outro local de libertagdo, Moncgéo, ndo existem bidtopos ou zonas protegidas

oficialmente reconhecidas nas zonas agricolas onde se insere o ensaio.
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F. INFORMAGCOES RELATIVAS A LIBERTAGAO

1. Objectivo da libertagao

O objectivo desta libertagéo é realizar ensaios para avangar com a caracterizagdo agronémica
de variedades contendo NK603 e desenvolver e optimizar os programas de gestdao de

infestantes mais apropriados para cada zona, com herbicidas autorizados em Portugal.

Ensaios com herbicidas

O objectivo destes ensaios € avangar com a caracterizagdo agronémica de variedades
contendo NK603 e desenvolver e optimizar os programas de gestao de infestantes mais
apropriados para cada zona.

Neste ensaios serdo avaliados varios programas de gestédo de infestantes, tendo como base
herbicidas a base de glifosato e herbicidas habitualmente utilizados em Portugal para a cultura
do milho.

A aplicagao dos herbicidas a base de glifosato serdo aplicados por uma empresa

especializada na realizagdo de ensaios de produtos fitossanitarios.

2. Datas e duragao previstas de libertagao

Os locais de libertagdo em questdo serdo semeados a partir da data de emissdo da
autorizagdo por parte da Autoridade Competente, e quando as condi¢gées climaticas o
permitirem. A data de destruicdo tera como maximo Fevereiro de 2010 ainda que tentar-se-a
colher e destruir todos os ensaios antes do fim de 2010, se as condi¢gdes climaticas o

permitirem.

Nos anos seguintes (campanhas 2011/2012 e 2012/2013), a data prevista para sementeira
sera no inicio de Abril de cada ano e a data prevista para colheita e destruicdo dos ensaios

sera no fim de Fevereiro do ano seguinte.

3. Método de libertagao das plantas geneticamente modificadas

As PSGM serao plantadas como sementes, manualmente ou através de maquinaria especifica
(semeador pneumatico monogréo).

As sementes serdo transportadas no dia da sementeira, nas quantidades necessarias para o

ensaio, em sacos fechados, devidamente identificados e a sua manipulagdo nos ensaios sera
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realizada por pessoal qualificado e advertido das medidas de prevengcdo que devem ser
adoptadas para evitar riscos de disseminagao.

No final da sementeira de cada um dos locais de libertagdo, quando efectuada por semeador
proceder-se-a a limpeza deste, no local do ensaio, de forma a evitar contaminagoes.

Também no final da sementeira, as sementes que sobrem, serdo recuperadas para assegurar

uma perfeita tragabilidade de todo o material geneticamente modificado.

Durante a experimentagdo, a zona sera vigiada regularmente para verificar o estado das

margens e cumprimento das medidas de isolamento.

De forma analoga a sementeira, as maquinas utilizadas na colheita serao limpas no local do
ensaio, sendo que as linhas de bordadura seréo as ultimas a serem colhidas.
Caso haja recolha manual de graos para analise, durante e no fim da libertagéo, sera recolhida

a macaroca inteira e os graos que nao forem utilizados seréao destruidos.

No final da libertagdo, os graos nao utilizados para analise ou controlos posteriores, serdo
enterrados no solo no local do ensaio, incinerados ou destruidos mediante trituragdo mecanica
(durante a colheita através de trituradora incorporada na maquina de colher ou imediatamente
depois) e incorporagéo posterior das fracgdes nao viaveis no solo em sulcos profundos.

As linhas de bordadura semeadas com milho convencional, serdo também destruidas no fim

da libertagdo do mesmo modo acima referido para o milho com evento NK603.

4. Método de preparacgao e gestao do local de libertagao, antes, durante e apés a

libertagao, incluindo praticas de cultivo e métodos de colheita

Antes da sementeira efectuar-se-a uma preparagao classica do solo. A zona experimental sera
tratada segundo as praticas agronémicas usuais para a cultura do milho, incluindo a
fertilizagéo, protecgéo fungicida e irrigagao.

Quando as macarocas alcangarem a maturagdo, serdo colhidas de forma manual ou
mecanica.

Depois da colheita, os graos ou partes de plantas que ndo tenham sido colhidos para analise,
serdo destruidas por enterramento no solo no préprio local , incineragdo ou trituragcédo
mecanica, como referido no ponto anterior. Os residuos vegetais serdo destrogcados com

equipamento adequado e enterrados no solo em sulcos profundos.

As plantas de milho que possam crescer no ano seguinte na parcela de ensaio, serao

destruidas até que o cultivo de NK603 seja autorizado.
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Nao sera cultivado milho para fins comerciais no local utilizado para os ensaios no ano

seguinte.
5. Numero aproximado de plantas (ou nimero de plantas por m2)

A densidade de sementeira sera de 85.000 plantas por hectare.

G. INFORMAGOES SOBRE PLANOS DE MONITORIZAGAO, CONTROLO,
TRATAMENTO POS-LIBERTAGAO E TRATAMENTO DE RESIDUOS

1. Precaug¢oes tomadas

a) Distancia em relagdo a espécies sexualmente compativeis, quer de organismos

aparentados selvagens, quer de plantas cultivadas

Na Europa ndo existem espécies selvagens sexualmente compativeis com o milho, por isso,
nao se requer nenhuma precaucgio especifica relativa a tais espécies vegetais.

Os ensaios estardo a mais de 400m de distancia de outros milhos cultivados.

b) Medidas para minimizar/impedir a dispersdo de qualquer érgao reprodutor das PSGM
(por exemplo, pdlen, sementes, tubérculos)

Segundo o que é referido nos pontos F3 e F4, as sementes dos ensaios serdo manuseadas
por pessoal autorizado, qualificado e advertido das medidas preventivas a adoptar para evitar
riscos de disseminacgao.

Sera levada a cabo uma tragabilidade escrupulosa das sementes, antes, durante e depois da
sementeira.

As sementes serdo transportadas no dia da sementeira, nas quantidades necessarias para o
ensaio, em sacos fechados, devidamente identificados e a sua manipulagdo nos ensaios sera
realizada por pessoal qualificado e advertido das medidas de prevengdo que devem ser
adoptadas para evitar riscos de disseminagao.

Para prevenir a dispersdo através do pdlen, a superficie semeada nestes ensaios, estara a
mais de 400m de distancia de outros milhos cultivados.
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Para além disso, o local onde ocorrera a libertagéo, estara rodeada no minimo por 12 linhas de
milho convencional, semeado no mesmo dia e com ciclo vegetativo semelhante ao das PSGM,

e que sera também destruido no fim do ensaio.

Em caso de colheita de amostras de tecido para estudo, estas serdo colocadas em recipientes
ou sacos fechados, devidamente identificados e enviados para andlise. Todos estes

procedimentos serdo efectuados por pessoal autorizado qualificado.

2. Descrigao dos métodos de tratamento do local pés libertagao

Em todos os casos, os produtos vegetais procedentes das parcelas de ensaios serédo
destinados exclusivamente a ensaios ou destruidos no final do mesmo.

No fim da libertagdo, os graos colhidos para analise serdo destruidos por enterramento no solo
no proéprio local, por incineragéo ou trituragdo mecéanica.

Depois da colheita, os graos ou partes de plantas que nao tenham sido colhidos para analise,
serdo destruidas por enterramento no solo no proprio local , incineragao ou trituragao
mecanica, como referido no ponto anterior. Os residuos vegetais serdo destrogados com

equipamento adequado e enterrados no solo em sulcos profundos.

3. Descrigao dos métodos de tratamento pés-libertagao das plantas geneticamente

modificadas, incluindo os seus residuos

Todos os produtos vegetais procedentes da descendéncia das plantas semeadas com a
modificacao genética NK603 serdo destruidos como se indica no ponto anterior.

Em todos os casos, nenhum produto vegetal destes ensaios terminara na cadeia alimentar
humana ou animal.

N&o sera cultivado milho para fins comerciais no local utilizado para os ensaios no ano
seguinte. O milho convencional semeado como bordadura também sera destruido no fim da

libertagao.
4. Descricado dos planos e técnicas de monitorizagao
Serdo efectuadas visitas regulares, pelo menos 1 vez em cada 4 semanas ou quando

necessario, durante a libertagdo, a cada um dos locais de ensaio. Este controlo regular

permitira identificar rapidamente qualquer evento ou desenvolvimento indesejado. Serao feitas
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visitas mais regulares entre a sementeira e a floragdo, para garantir que é respeitado o
perimetro de isolamento e para averiguar a existéncia de algum efeito adverso.

No caso de algum efeito adverso ser observado durante o periodo de libertagdo, sera
comunicado imediatamente a Autoridade Competente.

No final dos ensaios de campo, sera efectuada uma Informacdo para a Autoridade
Competente, onde conste qualquer potencial efeito inesperado, para o meio ambiente
directamente relacionado com as plantas de milho geneticamente modificado e as medidas

implementadas de acordo com a situagao.

Durante o ano seguinte a realizagdo dos ensaios e até a floragdo do milho, os locais de
libertagao, serao visitados regularmente a fim de destruir eventuais rebrotes de milho.
Esta destruicdo ndo serd necessaria quando o cultivo de milho NK603 esteja autorizado na

Uni&o Europeia.

5. Descri¢ao dos eventuais planos de emergéncia

A avaliagdo do risco ambiental, que se apresenta mais adiante, indica que este é desprezivel,
por conseguinte, ndo se efectuara uma estratégia de gestao de risco diferente da utilizada para
o milho convencional.

No entanto, além das observagdes dos paradmetros agronémicos, que sdo a base do ensaio
planificado, sera realizado um plano de vigilancia regular durante todo o ensaio que permitira
identificar rapidamente todo e qualquer acontecimento ou desenvolvimento ndo desejado.
Neste sentido, os ensaios podem ser interrompidos com os meios de destruicdo que se
indicam a seguir:

- Destruicao quimica; tratamento com um herbicida convencional ndo selectivo de
milho (adaptado a destruicdo do OGM considerado)

- Destruigdo mecanica e incorporagéo no solo em sulcos profundos

Perante qualquer desenvolvimento indesejado, a Autoridade Competente sera imediatamente
informada pela pessoa de contacto (ver Anexo I).

No fim dos ensaios sera efectuada uma Informagado para a Autoridade Competente, onde
conste qualquer efeito inesperado adverso, potencial, para o meio ambiente, directamente
relacionado com as plantas de milho geneticamente modificado, que tenha se desenvolvido

durante o ensaio, e as medidas implementadas de acordo com a situagéo.
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6. Métodos e processos de protecgao do local

Como se trata de ensaios com plantas, ndo se contempla nenhum procedimento para proteger
a zona de ensaios.

Nao obstante, solicitamos o tratamento confidencial da informacao dos dados de identificacao
das parcelas e dos proprietarios das mesmas, assim como do esquema de ensaio e identidade

dos técnicos responsaveis, garantindo a sua disponibilidade as Autoridades que o desejem.
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Avaliagao de Risco Ambiental de acordo com o Anexo Il da Directiva 2001/18/EC

CONCLUSOES SOBRE O POTENCIAL IMPACTO AMBIENTAL DA LIBERTAGAO OU
COLOCAGAO NO MERCADO DO OGM

Plantas Superiores Geneticamente Modificadas (GMHP)

No Anexo Il da Directiva 2001/18/EC, apresentam-se nove possiveis efeitos médio ambientais
que poderao ocorrer, pelo menos em teoria, quando uma PSGM ¢é utilizada em libertagdes

voluntarias na Europa.

Estes efeitos tedricos sdo avaliados para o milho NK603 de acordo com o processo de

avaliagao gradual de risco, incluindo:

a) ldentificagdo das possiveis caracteristicas perigosas da PSGM
b) Consequéncias possiveis dos efeitos adversos tedricos (assumindo a sua realizagéo total)

c) Probabilidade de que ocorra algum efeito adverso tedrico para este produto,incluindo a
caracterizagdo do actual risco potencial da PSGM

d) Estimativa do risco

e) Medidas necessarias de mitigacao do risco, se aplicavel.

1. Probabilidade de as PSGM se tornarem mais persistentes nos habitats agricolas e

mais invasivas nos habitats naturais que as plantas receptoras ou parentais.

O milho tradicional, introduzido na Europa ha mais de 500 anos, € uma cultura anual ndo
persistente. Ndo esta presente no meio ambiente sem intervengcdo humana e, devido a
selecgao realizada através dos séculos, nao esta apta a sobreviver como erva infestante.

O milho ndo se multiplica de forma natural por via vegetativa. Além do grdo de pdlen, a
principal estrutura de sobrevivéncia é a semente. As sementes de milho nido se libertam de
forma natural; no entanto, podem se disseminadas pelos meios mecanicos utilizados na
colheita, por insectos, pelo vento ou por animais selvagens que atravessem a cultura. Cada
um destes acontecimentos pode provocar a queda de espigas maduras ou de sementes no
solo, que permanecem depois da colheita.

Devido a sua natureza, as sementes de milho nao expressam dorméncia e sdo extremamente
sensiveis ao frio. De modo geral, as sementes que caem no solo germinardo e perecerao sob

o efeito das geadas no Outono ou no inicio do Inverno do mesmo ano.

52



Notificagdo para ensaios de campo do milho NK 603 em Portugal

Por isso, nas condigdes europeias, as possibilidades de conservagao nos solos das sementes
de milho e, consequentemente, os riscos de aparicdo de rebrotes na rotagdo sdo muito baixos.
Se estas sementes chegassem a invernar, os rebrotes nas rotagdes seriam rapidamente
erradicados pelas praticas agrondmicas actuais, em particular pelas mobilizagdes mecénicas e
a aplicagao de diversos herbicidas selectivos. Além disso, o milho cultivado nao apresenta a
mesma capacidade de adaptacdo e de sobrevivéncia das ervas daninhas (Hallauer, A.R.,
1995).

Além das sementes, o polen do milho pode também ser considerado como uma estrutura de
sobrevivéncia. Nao obstante, a sua capacidade de sobrevivéncia é relativamente limitada em
fungdo das condigdes climaticas. De maneira geral, o polen do milho pode dispersar-se a
distancias curtas e ao fim de 24 horas ter terminado a fecundagéo. A temperaturas elevadas, a
capacidade de sobrevivéncia do pélen de milho €, muitas vezes, de apenas alguns minutos
(Herrero, M.P. e Johnson, R.R., 1980) porque se seca rapidamente (Hoekstra, F.A. et al,
1989). Pelo contrario, condi¢gdes atmosféricas mais suaves podem prolongar a viabilidade do
poélen algumas horas (Jones, M.D. e Newel, 1948).

Estas observagdes, validas para as culturas de milhos convencionais, aplicam-se também ao
milho NK603. De facto, foi demonstrado que, com excepgédo da modificagdo introduzida, este
milho geneticamente modificado é equivalente ao milho convencional. Determinados ensaios
de campo permitiram validar que as suas caracteristicas fenotipicas, agronomicas, de
reprodugdo, sobrevivéncia e disseminagdo n&o sio alteradas de nenhuma forma em
comparagao com as variedades de milho tradicional.

Em conclusdo, como a modificacdo genética ndo arrasta diferencas bioldgicas significativas
que alterem o vigor do milho NK603 em comparagcdo com o milho tradicional, é improvavel que
este milho geneticamente modificado seja mais persistente no campo ou mais invasivo no
meio ambiente natural do que o milho convencional. O caracter introduzido confere-lhe apenas
uma vantagem selectiva limitada — tolerancia ao herbicida glifosato — pouco difundida no

espaco e de consequéncias depreciaveis sobre o meio ambiente.

2. Vantagens ou desvantagens selectivas adquiridas pela PSGM

Estabelecemos que o milho NK603 se distingue dos hibridos convencionais apenas pela sua
tolerancia ao glifosato. O milho NK603 e o milho tradicional sdo perfeitamente comparaveis em
termos de vigor vegetativo, modo de produgéo, fertilidade do pdlen, ou periodo de floragao.
Por conseguinte, como consequéncia deste desenvolvimento, a avaliagcdo de qualquer
vantagem ou desvantagem selectiva relativamente ao milho NK603 sera limitada a

modifica¢ao introduzida — tolerancia ao glifosato.
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A proteina CP4 EPSPS, membro da familia de proteinas EPSPS (5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase) omnipresentes na natureza, ndo possui qualquer toxicidade nem confere
qualquer vantagem ou desvantagem selectiva sobre as plantas , as algas, os fungos e os
microrganismos que as expressam. Assim, em ambientes onde a auséncia de aplicagdo de
herbicidas Roundup n&o induza uma presséao selectiva, a tolerancia ao glifosato ndo conferira
nenhuma vantagem ou desvantagem selectiva e nao tera importancia competitiva directa
sobre as plantas selvagens, nem indirecta para a fauna e as interacgdes da flora com estas
plantas selvagens. Nos habitats agricolas, o milho NK603 tem uma vantagem relativamente as
plantas adventicias presentes, quando a cultura for tratada com um herbicida que contenha a
matéria activa glifosato. Esta vantagem verifica-se, porém, sob certas condigbes e esta
limitada desde a sementeira até a colheita, ja que a probabilidade de persisténcia no campo de
uma planta de milho NK603 é negligenciavel.

Em conclusdo, as plantas de milho NK603 apresentardo uma vantagem de interesse
agronoémico perante as adventicias sensiveis ao glifosato dentro dos campos de milho, mas a
probabilidade de que a modificagdo introduzida confira uma significativa vantagem ou

desvantagem competitiva de importancia para os ambientes naturais é depreciavel.

3. Potencial da PSGM para, nas condigées em que é plantada, transmitir genes a mesma
espécie ou a outras espécies vegetais com ela sexualmente compativeis e vantagens ou

inconvenientes selectivos assim adquiridos por estas espécies.

O milho geneticamente modificado NK603, bem como o milho tradicional, ndo é sexualmente
compativel com nenhuma outra espécie presente na Europa. Por conseguinte, o potencial de
transferéncia genética esta limitado a polinizacdo cruzada com outras plantas cultivadas de
milho. De maneira geral, todos os cultivos de milho produzidos no seio da Unido Europeia
podem ser interpolinizados. N&o obstante, o potencial de transferéncia de material genético
entre as plantas de milho esta limitado pela mobilidade do seu pélen. Com um didmetro de
cerca de 0,1 mm o pdlen do milho € um dos pdlenes mais volumosos transportados pelo vento.
Devido ao seu peso relativamente elevado, dispersa-se em quantidades significativas apenas
a uns metros da planta emissora.

E importante precisar que a probabilidade de interpolinizacdo entre culturas de milho vizinhas
depende da sincronizagdo da floragdo, da distancia entre ambas as culturas e da sua
orientagao.

No caso de alguma planta de milho atingir a maturidade, produzir pélen e polinizar uma cultura
situada na proximidade, a modificagdo introduzida no milho NK603 poderia, teoricamente,

transferir-se a cultura receptora.
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Em tal situagdo, o caracter modificado poderia expressar-se na descendéncia da cultura
receptora; no entanto, esta transferéncia teria, em todos os casos, efeitos negligenciaveis
para o meio ambiente, conforme referido no capitulo anterior.

Em concluséo, a probabilidade de transferéncia de genes do milho NK603 a espécies de
plantas selvagens é inexistente, porque as mesmas n&o existem na Europa e a milhos vizinhos
esta fortemente limitada a partir de 20 metros, podendo o risco de tal transferéncia ser
considerado depreciavel.

Ainda que a maioria do pdlen de milho se dissemine a curtas distancias da planta emissora e,
consequentemente, a probabilidade de transferéncia da modificacdo introduzida a culturas
proximas de milho através de polinizagdo cruzada seja débil por natureza, as praticas
propostas para realizar estes ensaios incluem separagdes fisicas (400 metros) de outros
campos de milho préximos e o uso de uma bordadura de milho convencional de pelo menos

12 linhas, para reduzir ainda mais a probabilidade de interpolinizagao.

4. Potencial impacto ambiental a curto e/ou a longo prazo resultante das interac¢oes
directas e indirectas da PSGM com organismos-alvo, como por exemplo predadores,

parasitoides e agentes patogénicos (se aplicavel).

O milho transgénico NK603 difere dos outros milhos tradicionais unicamente pela tolerancia
aos herbicidas a base da substancia activa glifosato, como o Roundup. Como consequéncia,
este milho geneticamente modificado ndo tem nenhuma interacgdo com organismos-alvo, nem

directa nem indirectamente.

5. Possivel impacto ambiental a curto e/ou a longo prazo resultante das interacgoes
directas e indirectas da PSGM com organismos nao alvo (e entre estes considerando
igualmente os que estabelecem interacgées com os organismos alvo) e impacto sobre
os niveis populacionais de organismos concorrentes, herbivoros, simbiontes (quando

aplicavel), parasitas e agentes patogénicos.

Como o milho NK603 é equivalente ao milho tradicional, a sua interacgdo com organismos
ndo-alvo no meio ambiente é a mesma. Os organismos nao-alvo incluem todos os organismos
animais e plantas, que possam ser afectados através de um mecanismo especifico ou nao

especifico por estas proteinas de expressao recente.

O milho transgénico NK603 apresenta tolerdncia ao glifosato como consequéncia da
introdugdo de 2 genes cp4 epsps em sintonia. A expressao destas proteinas no milho NK603 é

0 Unico factor que difere em comparagdo com o milho convencional.
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Ainda que a proteina CP4 EPSPS tenha sido recentemente expressa nas culturas ROUNDUP
RREADY, esta ndo € uma nova proteina no meio ambiente: o gene cp4 epsps presente nos
vectores utilizados para produzir a planta ROUNDP READY deriva do genoma de uma bactéria
comum no solo, o Agrobacterium sp. Trata-se de uma enzima implicada no ciclo do
chiguimato que nao possui toxicidade associada ao seu modo de acgao. Esta proteina CP4
EPSPS ¢ estrutural e funcionalmente idéntica a outras enzimas EPSPS enddgenas de plantas

e habitualmente consumidas ou presentes em fontes microbianas.

Além disso, os organismos n&o-alvo que interagiam com o milho evoluiram e interactuam
estreitamente com um amplo espectro de plantas e de microrganismos. Por conseguinte, estes
organismos tém estado expostos historicamente a esta familia de proteinas, podendo-se ainda
tomar em conta uma longa experiéncia da proteina EPSPS sem impacto sobre os organismos

ndo-alvo.

Considerando a sua omnipresenga no meio ambiente e o0 seu registo histérico de seguranga,
nao existe, a priori, nenhuma razao para suspeitar que a proteina EPSPS possua actividade

bioldgica sobre organismos n&o-alvo.

Em conclusdo, pelas razdes anteriormente detalhadas, € pouco provavel que as
caracteristicas hereditarias transgénicas produzam directa ou indirectamente efeitos sobre os
organismos ndo-alvo que entrem em contacto com o milho transgénico. O risco de efeitos

sobre o meio ambiente pode, assim, ser considerado negligenciavel.

6. Possiveis efeitos a curto e/ou a longo prazo sobre a saiide humana resultantes das
potenciais interacgdes directas e indirectas da PSGM com os seres humanos que

durante a libertacao a manipulem, com ela tenham contacto ou dela se aproximem

No ambito da presente Notificagdo, o conjunto do material vegetal transgénico n&o utilizado ou
colhido para analise laboratorial, sera destruido no final e ndo chegara, em nenhum caso, a
uma cadeia de alimentacdo humana ou animal. Por conseguinte, apenas se tomara em
consideragao o efeito sobre a saude humana do pessoal de laboratério que possa manipular

este material vegetal ou as sementes.

O milho NK603 é substancialmente equivalente ao milho tradicional nas suas caracteristicas
de composigéo, segurancga, fenotipicas e agronémicas, a excepgao da modificagdo introduzida
que lhe confere tolerdncia ao glifosato, por expressdo da proteina CP4 EPSPS. Nesta
conformidade, apenas a expressao destas proteinas poderia, teoricamente, ter uma incidéncia

imediata sobre a salide humana.
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Os efeitos potenciais de proteinas recentemente expressas no milho NK603 sobre a saude
humana ja foram discutidos no capitulo D.7 desta notificagdo. A inocuidade destas proteinas

sobre a saude humana foi estabelecida nas seguintes bases:

a) Caracterizagao detalhada das proteinas CP4 EPSPS
b) Comparagéo destas proteinas com toxinas proteicas ou alergéneos conhecidos
c) Sua digestibilidade em fluidos gastricos simulados

d) Avaliagido da toxicidade aguda destas proteinas num estudo em roedores

Nenhum efeito particular da proteina CP4 EPSPS sobre a saude humana foi posto em

evidéncia nestes estudos nem em 3 anos de utilizagdo comercial nos Estados Unidos.

Em conclusao, a probabilidade de incidéncias sobre a saude dos individuos que entram em
contacto com este milho ndo apresenta diferenga alguma da que se verifica com milho
tradicional. De facto, a modificacao introduzida de tolerancia ao glifosato, transmitida pela
expressado das proteinas CP4 EPSPS nédo apresenta qualquer risco téxico ou alergénico
significativo.

7. Possiveis efeitos a curto e/ou a longo prazo sobre a saude animal e consequéncias
para a cadeia alimentar humana ou animal, resultantes do consumo do OGM e seus

derivados destinados a alimentagao animal

Exceptuando a tolerancia ao glifosato, o milho transgénico é substancialmente equivalente ao
milho convencional. A inocuidade da proteina CP4 EPSPS, responsavel pela tolerancia a
matéria activa glifosato, em relagdo ao homem e animais, foi amplamente documentada: os
elementos detalhados no capitulo anterior aplicam-se a saude animal, da mesma maneira que

a saude humana.

Em conclusao, a probabilidade de efeitos imediatos ou retardados sobre a saude animal ou
humana (por consumo destes animais) derivados da utilizagdo do milho NK603 é depreciavel.

O risco inerente a este milho na cadeia alimentar humana ou animal é também negligenciavel.

E, no entanto, importante voltar a salientar que esta peticdo se refere exclusivamente a
realizagdo no campo de ensaios experimentais € em nenhum caso a colheita chegara uma

cadeia de alimentag&o animal.
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8. Possiveis efeitos a curto e/ou a longo prazo sobre os processos biogeoquimicos
resultantes das potenciais interac¢ées directas e indirectas do OGM com outros

organismos - alvo ou ndo — que dele se encontrem proximos ao ser libertado

De maneira geral, a produgdo do milho é conhecida por ter impactos indirectos sobre os
processos biogeoquimicos através da mobilizagdo, da fertilizacdo e da utilizacdo de
monocultura numa zona definida. Como o milho NK603 apresenta caracteristicas de
morfologia, desenvolvimento, rendimento, disseminagcdo, fitossanidade e sobrevivéncia
equivalentes as dos milhos tradicionais, ndo é também significativamente diferente do milho

tradicional quanto a sua influéncia directa sobre os niveis de nutrientes no solo.

A Unica caracteristica que pode, teoricamente, ter uma incidéncia sobre os organismos nao-
alvo implicados nos processos biogeoquimicos € a sua exposi¢cao potencial as proteinas CP4

EPSPS recentemente expressas no milho NK603.

Demonstrou-se, no entanto, estas proteinas apresentam um risco depreciavel de provocar
efeitos ecoldgicos adversos através das suas interacgdes directas ou indirectas com os
organismos nao-alvo, entre os quais se encontram os organismos implicados nos processos

de decomposi¢ao no solo.

As populagdes bacterianas e flngicas sdo também elementos chave da conservagdo do
estado sanitario e da conservagao do solo. As comunidades microbianas do solo que servem
de intermediarios nos processos biogeoquimicos sdo muito complexas e frequentemente
caracterizadas por uma grande diversidade (Tiedje et al.,1999). A diversidade e a profuséo
destes organismos e, por conseguinte, 0s seus processos microbianos sdo afectadas
significativamente por factores bidticos, abidticos e de utilizagcdo dos solos. As praticas
agricolas tais como a fertilizacdo, a rega, ou as técnicas de mobilizacdo podem também ter
efeitos importantes sobre estas populagdes microbianas do solo, a composigao das espécies,
a colonizagédo e os processos bioquimicos associados (Alexander, 1961). Em consequéncia,

espera-se uma variagao significativa das populagdées microbianas no meio ambiente agricola.

Muito embora a proteina CP4 EPSPS presente no material do milho NK603 em decomposigéo
seja considerada como nova neste milho, ela ndo constitui uma nova proteina no solo. Os
genes cp4 epsps utilizados neste milho geneticamente modificado sdo derivados do genoma
de uma bactéria comum no solo: Agrobacterium sp. A proteina CP4 EPSPS pertence a uma
classe de proteinas EPSPS que esta normalmente presente nas bactérias, fungos, algas e em
todas as plantas superiores. A imensa maioria dos agentes de decomposi¢céo expressam, eles

mesmos, uma proteina EPSPS.
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Consequentemente, os agentes de decomposicdo de residuos e de detritos que interactuam
tém sido historicamente expostos a uma diversidade destas proteinas naturais EPSPS e nao
existe nenhuma razao a priori para suspeitar que tenham um efeito adverso sobre a fungao de

decomposicao.

Finalmente, a importante experiéncia derivada da comercializacdo de cultivos que expressam
diferentes CP4 EPSPS (culturas ROUNDUP READY) durante os ultimos 10 anos, nao revelou
qualquer efeito adverso ou indesejavel sobre os processos biogeoquimicos e a fertilidade dos

solos.

Em conclusdo, é improvavel que exista uma diferenca entre o milho NK603 e o milho
tradicional no que respeita a sua influéncia directa sobre os niveis de nutrientes do solo, ou
que as interacgoes directas ou indirectas entre este milho e os agentes de decomposi¢ao de
residuos ou de detritos no meio ambiente receptivo, possam causar um efeito imediato ou

retardado sobre as fungdes de decomposig¢édo ou de reciclagem dos nutrientes no solo.

O risco ecologico pelo impacto sobre os processos biogeoquimicos, em resposta as

interacgdes do milho NK603 com os organismos alvo e ndo-alvo no solo é depreciavel.

9. Possiveis incidéncias ambientais a curto e/ou a longo prazo, directas e indirectas, das
técnicas especificas de cultivo, gestao e colheita utilizadas para a PSGM, sempre que

diferentes das utilizadas com plantas superiores ndo modificadas geneticamente

Como o milho NK503 é equivalente ao milho tradicional, excepto na tolerancia ao glifosato,
todas as praticas agrondmicas actualmente utilizadas para a producdo de milho na Uni&do
Europeia sao aplicaveis para o milho NK603, ndo sendo necessaria qualquer adverténcia ou
especificagao técnica de cultivo, de maneio ou para a colheita. A opgao adicional de utilizar
herbicidas com glifosato neste milho é um novo instrumento alternativo para uma operacao ja

existente, ou seja, o controlo de infestantes.

Nao se identificou nenhuma caracteristica das plantas NK603 que possa causar efeitos
ecoldgicos adversos, ou que requeira uma alteragdo das praticas agricolas. Por conseguinte, o
impacto ecoldgico das técnicas culturais, de gestdo e de colheita aplicadas nestes ensaios é

considerado idéntico ao cultivo de outro milho qualquer.

Espera-se que a comercializagao do milho NK603 na Europa tenha um impacto positivo nas
praticas agrondémicas actuais nesta cultura, com beneficios para os agricultores e para o meio
ambiente. A utilizacdo de ROUNDUP em milho permitira ao agricultor aproveitar vantagens

como a baixa perigosidade para o meio ambiente e a seguranga do herbicida.
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O milho tolerante ao glifosato proporcionara ao agricultor: uma opg¢édo de amplo espectro para
o controlo de adventicias; um novo modo de acgao herbicida para eliminagdo das ervas

daninhas que infestam o milho e uma maior flexibilidade para eleger a altura da aplicagao.

Em concluséo, ndo se espera qualquer efeito negativo sobre 0 meio ambiente das técnicas

utilizadas para o cultivo, exploragéo ou colheita do milho transgénico.

10. Determinagéao do risco global do OGM

A analise das caracteristicas do milho NK603, especialmente em comparacdo com a
experiéncia do cultivo de milho tradicional na Unido Europeia, mostrou que os riscos da
aparicdo de efeitos potenciais adversos para a saude humana e animal ou dos ensaios

previstos no dmbito da experimentagdo de campo solicitada, séo insignificantes.

Nesta conformidade, o risco ecoldgico global desta planta superior geneticamente modificada

€ depreciavel e nao requer qualquer estratégia especifica para a gestao do risco.
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