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SUMARIO

Notificador:
Pioneer Hi-Bred Sementes de Portugal, S.A.

Titulo do projecto:
Pedido para a libertacdo deliberada de milho DP-@9814@-6 geneticamente modificado
(referido como milho 98140).

Objectivo da transfor magéo:
Obtencéo de milho tolerante ao glifosato e a uma gama de herbicidas inibidores da
acetolactato-sintase (ALS), tais como as sulfonilureias.

Planta receptor a:
Zea mays L.

Geneg(s) deinteresseintroduzido(s) e sequéncias de controlo:

- gene gat4621 (gene da glifosato-N-acetiltransferase ) [as sequéncias de controlo sdo
CBI']

- gene zm-hra (gene da acetolactato-sintase do milho geneticamente modificado) [as
sequéncias de controlo séo CBI']

Contexto agronémico:

O controlo de plantas infestantes € um ponto-chave na producdo de milho, uma vez que
a auséncia ou o controlo desadequado de plantas infestantes reduz significativamente a
qualidade e a quantidade da colheita de milho. De facto, as plantas infestantes
competem directamente com as colheitas de milho, por dgua, elementos nutritivos e luz.
O milho 98140 foi geneticamente modificado para tolerar a aplicagdo de glifosato, bem
como uma gama de herbicidas inibidores da ALS, tais como as sulfonilureias, com vista
a eliminacdo de plantas infestantes da colheita de milho.

Duracéao do projecto:
3 anos

L ocalizacéo da libertacéo:
Os locais de ensaios serdo, Rio Maior (Freiria), Salvaterra de Magos (Marinhais) e
Alcochete

Precaucdes a tomar:

O fluxo de polen das plantas geneticamente modificadas sera controlado através de uma
distancia de isolamento de 400m de qualquer outra colheita de milho ndo experimental.
Adicionalmente, o local de testes serd rodeado por 12 linhas de bordadura de milho
convencional com ciclo vegetativo semelhante, que serd destruida no fim do ensaio.
Toda a matéria vegetal restante, que ndo tenha sido colhida para analises, sera cortada
aos pedacos e incorporada no solo.

1 CBI: Confidential Business Information



Sumario de antecedentes (acontecimentos excepcionais):

A Pioneer comecou a testar o milho 98140 em 2005. Desde essa data, muitos ensaios de
campo foram conduzidos por toda a regido de cultura de milho dos Estados Unidos da
América.

Vaérios ensaios de campo tiveram também lugar no Chile e na Argentina desde 2005,
bem como no Canada desde 2006. O milho 98140 tem estado em ensaios continuos (3
sementeiras por ano) no Havai e em Porto Rico, desde 2005.

Objectivo do projecto:

O objectivo é recolher dados que serdo usados num futuro dossier para colocar o milho
98140 no Mercado Europeu, bem como dados que apoiem o registo do glifosato e dos
herbicidas inibidores da ALS, tais como as sulfonilureias, para uso neste milho
geneticamente modificado.

A libertacdo comercial do milho 98140 sera pedido na Europa nos proximos anos.

Objectivo da libertagéo:

O objectivo do programa de ensaios é avaliar o milho 98140, com ou sem aplicagdes de
glifosato e herbicidas inibidores da ALS, tais como sulfonilureias.

Em 2007 e 2008, estdo planeados ensaios de campo, de forma a avaliar os efeitos dos
herbicidas no milho 98140 (i.e. comportamento residual, selectividade, eficacia no
controlo de plantas infestantes), comparando com controlos, através de observacgdes
visuais, estimativas de rendimento e analise de amostras de tecido.

Adicionalmente, a partir de 2008, outras experiéncias usando milho 98140 poderéo ser
conduzidas, usando protocolos diferentes, mas ainda de acordo com o objectivo do
programa de ensaios.

NUmero e superficie da libertacao:

Cada local de ensaio, em 2007, teré até 6.000 m? semeados com milho 98140, sendo a
area de superficie total ocupada pela libertagdo (todas as variedades e bordaduras
incluidas) mais elevada.

Nos anos seguintes, até 3 locais de ensaios podem ser semeados, cada um ocupando até
10.000 m2 do milho 98140.



A. INFORMACAO GERAL
A.l Nome e ender eco do notificador (companhia ou instituto)
Pioneer Hi-Bred Sementes de Portugal, S.A.
Campo Pequeno n.° 48, 6°Esq.
1000-081 Lisboa
A.2. Nome, qualificacles e experiéncia do cientista responsavel
Cada local sera supervisionado por um agronénomo
Por favor ver informacéo confidencial no Anexo 6.

A.3. Titulo do Projecto

Pedido para a libertacdo deliberada de milho DP-@9814@-6 geneticamente modificado
(referido como milho 98140).



1 INFORMAC;AO RELATIVA AO RECEPTOR
B.1. Nome completo

1.1.1. Nome da Familia: Poaceae (Gramineae)
1.1.2. Género: Zea

1.1.3. Espécie: Z. mays L. (2n = 20)

1.1.4. Subspécie: nenhuma

1.1.5. Cultivar/linha: variedades experimentais
1.1.6. Nome comum: Milho

B.2.  Reproducgéo/ compatibilidade sexual

a) Informacdo relativa a reproducéo

i.  Modo(s) de reproducéo
O milho é uma espécie alogdmica com polinizacdo anemdfila, mondica com
inflorescéncias separadas.
* Os 6rgdos masculinos estdo agrupados na bandeira, situada no topo do colmo, que
somente contém os estames envolvidos nas glumas. Estes 6rgaos aparecem antes dos
orgdos femininos (protandria).
* Os orgdos femininos estdo agrupados numa ou Varias espigas, situadas nas axilas das
folhas e s&o reconhecidos pelos seus longos estiletes chamados barbas, que emergem
das camisas (folhas modificadas), que envolvem a espiga. Cada flor contém um ovério
simples.
Em condicGes naturais, a polinizacdo do milho € principalmente cruzada (mais de 95%).
O milho é tipicamente uma espécie alogamica.

ii. Factores especificos que afectam a reproducéo
O desenvolvimento da bandeira, 0 aparecimento das barbas e a polinizacdo séo 0s
estadios mais criticos do desenvolvimento do milho, sendo a produgéo de gréo
fortemente afectada por stresse hidrico e stresse de fertilidade. Geralmente, a
viabilidade do polen é curta. Sob condicGes de alta temperatura (Herrero and Johnson,
1980) e dessecacdo (Hoekstra et al., 1989), a viabilidade do pdélen do milho pode ser de
poucos minutos; estas condigdes podem danificar a bandeira antes do grao de pdlen cair
(Lonnquist and Jugenheimer, 1943). Condi¢des mais moderadas podem prolongar a
vida do grédo de p6len no campo por varias horas (Jones and Newell, 1948).

iii. Duragéo do ciclo vegetativo
O milho € uma Cultura anual, com um ciclo vegetativo que oscila entre curto, com 10
semanas e longo, com 48 semanas, desde a emergéncia das plantas até & maturagdo
(Shaw, 1988). Esta variacdo na maturacdo permite que o milho se desenvolva sob uma
gama vasta de condigdes climéticas.
Nas condigdes europeias, a sementeira do milho ocorre de 15 de Abril a 15 de Maio e a
colheita entre o inicio de Setembro (para o milho usado como forragem) e meados de
Dezembro (para os milhos de ciclo tardio para gréo).



b) Compatibilidade sexual com outras espécies vegetais cultivadas ou selvagens,
incluindo a distribuicdo na Europa das espécies compativeis.

N&o existe compatibilidade sexual da planta com outras espécies cultivadas ou
selvagens na Europa. Considera-se geralmente que o teossinto (Zea mays ssp.
mexicana) é o unico parente do milho. O teossinto € uma erva antiga e selvagem
oriunda do México e da Guatemala e ndo esta presente na Unido Europeia. Ndo existe
hibridacao interespecifica possivel na Europa, devido a auséncia de espécies afins, que
se desenvolvam espontaneamente em territorio europeu

B.3.  Capacidade de sobrevivéncia
c) Capacidade de formar estruturas para sobrevivéncia ou dorméncia

O milho € uma cultura anual ndo dormente, sendo as sementes as Unicas estruturas de
sobrevivéncia. Regra geral, apenas as espigas por debulhar permitem a semente manter
a sua capacidade de germinacao para 0 ano seguinte.

A regeneracdo natural do milho a partir de tecido vegetativo ndo é conhecida.

d) Factores especificos que afectam a capacidade de sobrevivéncia (se existirem)

A sobrevivéncia da semente do milho depende da temperatura, humidade da semente,
gendtipo, proteccao da camisa e estadio de desenvolvimento (Rossman, 1949). A
semente do milho s6 pode sobreviver sob condic¢Ges favoraveis. Temperaturas muito
baixas tém um efeito adverso na germinacdo da semente do milho e foram consideradas
um elevado risco na producgéo de sementes de milho (Wych, 1988). Também sdo
conhecidos os efeitos nocivos sobre a viabilidade das sementes do milho, provocados
por temperaturas acima dos 45°C (Craig, 1977).

Em geral, ndo ocorre germinacdo na espiga de milho. Quando a germinacdo ocorre nos
dias a seguir a colheita, estas novas plantas sdo depois destruidas pelo frio. Elas ndo sdo
capazes de sobreviver ao Inverno rigoroso, e assim, mesmo que esporadicamente se
desenvolvam na época da colheita, ndo chegam a fase reprodutiva.

B.4. Disseminacao

e) Formas e extensdo (ex. uma estimativa de como o pdlen e/ou as sementes
viaveis declinam com a distancia) de disseminacdo

A disseminacdo do milho pode ocorrer através do polén ou através de sementes.

O milho tem sido domesticado desde ha milhares de anos e como resultado, a dispersao
de sementes individuais ndo ocorre naturalmente. O milho na Europa é uma espécie
agricola, sendo que a sua disseminacdo s6 ocorre por sementeira nos solos araveis.

A libertacdo do polen das bandeiras ocorre durante um periodo de 10 a 15 dias. Os
grdos de polen sdo redondos, pesados e contém uma elevada quantidade de agua.
Geralmente, a viabilidade do pdélen é de 10 a 30 minutos, apesar de este poder
permanecer viavel por um periodo de tempo mais longo sob condi¢Ges favoraveis.
(Agéncia de Inspeccdo Alimentar Canadiana, 1994).



A dispersdo do pdlen do milho tende a ser limitada, uma vez que € influenciada pelo
tamanho mais elevado e pela rapida taxa de deposicdo do pdlen. Observou-se que a
deposicdo do pélen do milho declina rapidamente de 2.3x10” grios m2 a 1 m da
fronteira do campo, para 7.1x10° grdos m?2 a 60 m: isto representa um declinio nas
concentracbes de polen de vérias ordens de grandeza, que se estendem de distancias
radiais de 1 a 60 m da fronteira do campo (Raynor et al., 1972).

Se o pélen viavel das plantas geneticamente modificadas pudesse ser transportado pelo
vento até estigmas durante o seu periodo de viabilidade de 30 minutos, a transferéncia
de polen poderia ocorrer. A probabilidade deste fenémeno ocorrer, torna-se mais
reduzida, a medida que a distancia em relacdo ao milho transgénico aumenta. Torna-se
negligenciavel quando a distancia atinge os 200 metros, que é a distancia permitida para
a producdo de sementes, de acordo com as normas internacionais de pureza (normas de
certificacdo da OCDE).

f) Factores especificos que afectam a disseminagdo (se existirem)

A colheita mecénica e o transporte séo formas de disseminar o grao, e adicionalmente,
o0s danos causados por insectos ou pelo vento podem causar a queda das espigas
maduras e evitar a colheita. Apesar da existéncia destas vias de disseminagéo, o milho
ndo pode sobreviver sem assisténcia humana, em habitats selvagens na UE. Devido a
sua natureza altamente domesticada, as sementes do milho requerem condigdes de solo
uniformes, resultantes do cultivo, de forma a germinar e estabelecer-se em campos de
cultivo (Agéncia de Inspeccdo Alimentar Canadiana, 1994). A dispersao das sementes é
geralmente limitada a campos cultivados. De facto, as propriedades inerentes do milho,
a existéncia de camisas que envolvem a espiga e a insercdo de sementes individuais no
carolo (ponto central duro), reduzem a possibilidade da dispersao natural das sementes.
A sobrevivéncia da semente do milho é fortemente limitada pela sua sensibilidade a
doencas e ao frio.

O pdlen da inflorescéncia masculina é disseminado pela gravidade e pelo vento. A
dispersdo do polen comeca geralmente dois ou trés dias antes do aparecimento de
barbas. As flores masculinas podem durar 6 a 10 dias e ndo mais de 15 dias em
quaisquer condigdes.

B.5. Distribuicdo geogr &fica da planta

O milho néo é indigena de Portugal ou de outros paises europeus. Trata-se de uma
planta originaria da América Central. O milho depende do Homem para a sua dispersao
geografica. O milho é usado ou como forragem ou na producéo de grédo. O milho é o
terceiro cereal mais cultivado no mundo.

B.6. No caso de espécies vegetais que ndo crescem normalmente no(s)
Estado(s) Membro(s), descricdo do habitat natural da planta, incluindo
informacao sobr e predador es naturais, par asitas, competidor es e smbiontes

O milho é uma planta originaria da América Central que ndo pode crescer abaixo dos 9 -
10°C e que possui uma temperatura éptima de crescimento de 30-33°C. O milho tem
sido cultivado na Europa, inicialmente na Europa do Sul, desde o seculo XVI. Sob um
clima continental (Canada, Russia), o milho é cultivado até ao 60" paralelo. O milho
pode crescer na maioria dos paises europeus.



B.7.  Outras interacgdes potenciais, relevantes ao OGM, da planta com
Organismos no ecossistema onde cresce geralmente, ou noutro local, incluindo
infor mag&o sobr e efeitos tOxicos em humanos, animais e outr 0s or ganismos

E sabido que o milho interage com outros organismos no seu meio, incluindo insectos,
aves e mamiferos.

O milho € extensamente cultivado e tem uma histdria de uso seguro. O milho néo é
considerado nocivo ou toxico para 0s seres humanos, animais e outros organismos (Del
Valle et al., 1983).

O milho é susceptivel a uma gama de doencas fungicas (Antracnose, Helmintosporise,
Fusariose, Morrdo, Crazy top) e a pragas (Atomaria linearis), milipedes (Blaniulus
guttulatus), miriapodes (Scutigerella immaculata), Tipula paludosa, lagarta rosca
(Agrotis ipsilon), Helicoverpa zea, Spodoptera frugiperda, pulgdes (Dalbulus maidis),
Broca do milho (Sesamia nonagrioides, Ostrinia nubilalis), crisomelideos (Diabrotica
virgifera virgifera, Diabrotica barberi, Diabrotica undecimpuctata howardi), afideos
(Rhopalosiphum maidis)), assim como, competi¢cdo com outras plantas infestantes.



2. INFORMACAO RELACIONADA COM A MODIFICACAO GENETICA

C.1. Descricdo do método usado para a modificagdo genética

O milho 98140 geneticamente modificado foi obtido através de uma transformagéo
mediada por Agrobacterium com o plasmideo PHP24279, como é descrito no Anexo 1.

C.2 Natureza e fontedo vector utilizado

O vector utilizado para a modificacdo genética foi um plasmideo de Agrobacterium
tumefaciens, estirpe LBA4404, cuja patogenicidade foi eliminada através da remocéo do
seu T-DNA nativo. Em seu lugar, o local do T-DNA no plasmideo Ti possuia o gene
gat4621, que lhe confere tolerancia a herbicidas contendo glifosato e o gene zm-hra,
que Ihe confere tolerancia a uma gama de herbicidas inibidores da acetolactato-sintase
(ALS), tais como as sulfonilureias; bem como os componentes regulatorios necessarios
para a expressao.

O plasmideo PHP24279 foi utilizado para a transformacao do milho 98140 (Tabela 1).
O DNA entre as margens esquerda e direita do plasmideo PHP24279 foi completamente
sequenciado e ndo contém quaisquer sequéncias desconhecidas.

Mais informacéo acerca dos elementos do DNA do plasmideo PHP24279 é fornecida
no Anexo 1, pelo mapa do plasmideo (Figura 1) e pelo mapa do T-DNA (Figura 2).

Tabela 1: Plasmideo utilizado para transformacéo do milho 98140

Plasmideo Anexo
PHP24279 Anexo 1, Figuras 1 & 2
C.3. Dimensdo, fonte (nome) do(s) organismo(s) dador(es) e funcdo

pretendida de cada fragmento constituinte da regido que se pretendeinserir

O T-DNA do plasmideo PHP24279 (Figura 2) contém duas cassetes de expressdo, como
é descrito mais detalhadamente no Anexo 1.

Uma cassete contém o gene glifosato-N-acetiltransferase (gat4621) codificando a
proteina GAT4621, que confere toleréncia a herbicidas contendo glifosato. O gene
gat4621 teve origem na bactéria do solo Bacillus licheniformis e foi sintetizado por um
processo de gene shuffling, para optimizar a actividade de acetiltransferase da enzima
GAT4621 (Castle et al., 2004).

A outra cassete contém um gene modificado da acetolactato-sintase de milho, zm-hra
(Zea mays- alelo altamente resistente), que codifica a proteina ZM-HRA, que confere
tolerancia a uma gama de herbicidas inibidores da ALS, como as sulfonilureias.

Um sumario dos elementos genéticos na regido T-DNA do plasmideo PHP24279
utilizado para transformacéo do milho 98140 esta contido no Anexo 1 (Tabela 4).
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3. INFORMACAO RELATIVA A PLANTA GENETICAMENTE MODIFICADA

D.1.Descricdo do(s) trago(s) e caracteristicas que foram introduzido(s) ou
modificada(s)

O milho 98140 foi geneticamente modificado por insercdo dos genes gat4621 e zm-hra
para que possa tolerar a aplicacdo de glifosato e uma gama de herbicidas inibidores da
ALS, tais como sulfonilureias, com vista a eliminagdo de infestantes da colheita de
milho.

A expressdo da proteina GAT4621 no milho 98140 confere tolerancia a aplicacdo de
herbicidas contendo glifosato.

O glifosato elimina plantas ndo transgénicas através da inibicéo selectiva da actividade da
enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (abreviado EPSPS) que catalisa um
passo critico na via de biossintese de aminoacidos aromaticos, nas plantas. Uma vez que 0s
aminoacidos aromaticos, como a fenilalanina, a tirosina e o triptofano, sdo necessarios para
a sintese proteica, que é necessaria para o crescimento e manutencdo da planta, a aplicacdo
de glifosato resulta na morte da planta.

O gene glifosato N-acetiltransferase (gat4621) foi introduzido no milho 98140 para
conferir tolerancia ao glifosato. A proteina GAT4621 expressa no milho 98140 acetila a
amina secundaria do glifosato, e a forma acetilada do glifosato ndo tem actividade
herbicida contra o milho. A proteina GAT4621 elimina a toxicidade do glifosato,
transferindo o grupo acetil do acetil CoA para o grupo do glifosato e formando N-
acetilglifosato. Assim, quando plantas de milho geneticamente modificadas expressando
a proteina GAT4621 sdo tratadas com glifosato, as plantas ndo sdo afectadas pelo
herbicida, devido a acetilacdo do glifosato pela GAT4621. A via de biossintese de
aminoacidos aromaticos ndo é interrompida nas plantas geneticamente modificadas,
apesar da presenca do glifosato, o que permite que o desenvolvimento das plantas
geneticamente modificadas continue. Assim, o glifosato, um herbicida ndo selectivo,
sistémico, de largo espectro, pode ser utilizado para a eliminacdo de infestantes de
campos de milho 98140.

A expressdo da proteina ZM-HRA no milho 98140 confere tolerancia a aplicacdo de
uma gama de herbicidas inibidores da ALS, tais como as sulfonilureias.

Nas plantas, a acetolactato-sintase (abreviado ALS) tem um papel fundamental na via
bioquimica que resulta na sintese dos aminoacidos de cadeia ramificada leucina,
isoleucina e valina. Os herbicidas inibidores da ALS podem inibir selectivamente esta
biossintese de aminoacidos de cadeia ramificada. Uma vez que estes aminoacidos sao
necessarios para a sintese proteica, que € necessaria para o crescimento e manutencao da
planta, a aplicagéo de herbicidas inibidores da ALS resulta na morte da planta.

Uma versdao modificada do gene da acetolactato-sintase (zm-hra) endégeno do milho foi
inserida no milho 98140. A modificacdo na proteina ZM-HRA expressa no milho 98140
permite-lhe ultrapassar a inibicdo da ALS enddgena, causada por estes herbicidas. A
proteina ZM-HRA expressa no milho 98140 n&o é inibida pelos herbicidas inibidores da
ALS e desta forma confere tolerancia a sulfonilureias. A via bioquimica que resulta na
sintese dos aminoacidos de cadeia ramificada nas plantas ndo € interrompida nas plantas
geneticamente modificadas, apesar da presenca destes herbicidas, o que permite que o
desenvolvimento das plantas geneticamente modificadas continue. Assim estes herbicidas
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podem ser utilizados para a eliminacéo de plantas infestantes dos campos de milho
98140.

Os genes gat4621 e zm-hra sdo os genes de interesse bem como marcadores selectivos.
Né&o foram modificadas ou introduzidas quaisquer outras caracteristicas no milho 98140
geneticamente modificado.

D.2.Informag&o sobr e as sequéncias realmente inseridas'removidas

3.1.1. Dimensdo e estrutura da insercdo e métodos utilizados para a sua
caracterizacdo, incluindo informacdo sobre quaisquer partes do vector
introduzido na planta geneticamente modificada ou qualquer transportador ou
DNA exdgeno que permaneca na planta geneticamente modificada

A caracterizagao do DNA inserido no milho 98140 foi efectuada por uma analise de
Southern blot. O método utilizado é descrito abaixo:

O DNA gendmico foi extraido de tecido de folhas e liofilizado. Este tecido foi recolhido
de amostras de milho 98140 e amostras de milho ndo modificado geneticamente
(controlo). O DNA genomico foi digerido com endonucleases (enzimas de restricao) e
os fragmentos foram separados de acordo com o seu tamanho, num gel de agarose. Um
marcador de peso molecular foi corrido ao lado das amostras, de forma a permitir a
estimativa da dimensao dos fragmentos.

Os fragmentos de DNA separados no gel de agarose foram depurinados, desnaturados e
neutralizados in situ, e transferidos para uma membrana de nylon. Apds a transferéncia
para a membrana, o0 DNA foi ligado a membrana por crosslinking usando raios UV.
Fragmentos homologos aos genes gat4621 e zm-hra foram gerados por PCR a partir do
plasmideo, separados por dimensao num gel de agarose e purificados, usando um kit de
extraccdo de gel. Todas as sondas de DNA foram geradas a partir do fragmento por
marcacao de primers usando [**P]dCTP.

A sonda marcada foi hibridada no DNA alvo, nas membranas de nylon, para detec¢ao
dos fragmentos especificos. As lavagens apds a hibridacéo foram efectuadas com
grande rigor. As membranas foram expostas a pelicula de raio X a -80°C para um ou
mais pontos ao longo do tempo, de forma a detectar fragmentos hibridantes e visualizar
marcadores de peso molecular.

A analise molecular da inser¢do no milho 98140 € apresentada em detalhe no Anexo 2.

Os resultados da andlise por Southern blot do milho 98140 indicam que existe uma
cbpia Unica e intacta do T-DNA inserido no milho 98140.

Além disso, uma vez que este milho geneticamente modificado foi obtido por um método
de transformacdo mediado por Agrobacterium, a auséncia de incorporacdo de DNA de
suporte exterior as margens do T-DNA também foi determinada por um método de real-
time PCR qualitativo. Os detalhes do método utilizado séo fornecidos no Anexo 2.

Os resultados sugerem que apenas 0 DNA contido dentro das margens do T-DNA do
plasmideo PHP24279 foi integrado no milho 98140
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3.1.2. Em caso de delecdo, dimensdo e funcdo da regido(s) deletada

N&o aplicavel.

3.1.3. Ndmero de cépias da insercio

Como foi mencionado acima, no ponto D.2.a, existe uma copia Unica e intacta do T-
DNA inserida no milho 98140.

3.1.4. Localizacdo/des da(s) insercdo(s) nas células das plantas (integradas no
cromossoma, cloroplastos, mitocondria, ou mantidos numa forma ndo
integrada), e métodos para a sua determinacéo

A insercdo foi integrado no genoma nuclear do milho através de um método de
transformacao mediado por Agrobacterium.

D.3.Informacéo relativa a expressao da inser cao

g) Informacdo acerca da expressdao ao longo do desenvolvimento da insercdo
durante o ciclo de vida da planta e métodos utilizados para a sua caracterizacao

Informacdes detalhadas, relacionadas com o método ELISA utilizado e o nivel de
expressdo das proteinas GAT4621 e ZM-HRA nos tecidos do milho 98140 séo
fornecidas no Anexo 3.

As analises disponiveis mostram que as proteinas GAT4621 e ZM-HRA séo expressas
no milho 98140. Acresce ainda, que as proteinas GAT4621 e ZM-HRA n&o foram
detectadas em amostras das plantas ndo transgénicas usadas como controlo.

Uma experiéncia de tolerancia a herbicidas foi conduzida nos Estados Unidos da
América para determinar a tolerancia do milho 98140 a herbicidas contendo glifosato ou
sulfonilureias, como é descrito mais detalhadamente no Anexo 3.

Os resultados mostraram que as plantas do milho 98140 mostratram ser tolerantes a
herbicidas contendo glifosato ou sulfonilureias.

h) Partes da planta onde a insercdo é expressa (por exemplo a raiz, o caule, 0

polen, etc.)

Tanto o gene gat4621 como o gene zm-hra sdo controlados por promotores constitutivos,
assim espera-se que as proteinas GAT4621 e ZM-HRA sejam expressas constitutivamente
em todas as partes da planta ao longo do seu ciclo de vida.
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D.4.Informacdo sobre as diferencas entre a planta geneticamente
modificada e a planta r eceptora

Em ensaios de campo anteriores, conduzidos em pontos diferentes ao longo das regides
onde o milho é cultivado na América do Norte e da América do Sul, as plantas
transgénicas apresentaram-se normais em todos o0s aspectos.

Eram indistinguiveis das plantas de milho ndo modificado geneticamente, excepto no
facto de serem tolerantes ao glifosato e herbicidas inibidores da ALS, tais como
sulfonilureias, devido a modificacdo genética.

Forma(s) e/ou taxa de reproducdo

A forma de reproducdo da planta geneticamente modificada é a mesma que a da planta
ndo modificada geneticamente. Ndo houve aumento no potencial de infestacgéo.

Disseminacdo

A planta geneticamente modificada comporta-se da mesma forma para disperséo do
polen e para a produgdo de sementes que a sua equivalente ndo modificada. Por
exemplo, as plantas geneticamente modificadas ndo desenvolveram um mecanismo de
dispersdo de sementes.

3.1.5. _Capacidade de sobrevivéncia

A capacidade de sobrevivéncia é a mesma; a planta geneticamente modificada continua a
ser uma cultura anual. Os genes introduzidos ndo tém qualquer efeito na capacidade
colonizadora da planta. Em condi¢des como as que se encontram na Europa, o milho ndo
se consegue desenvolver fora de zonas de cultivo e mesmo se a germinacao aparecesse
depois da colheita, as plantas ndo conseguiriam sobreviver ao Inverno rigoroso; assim nao
existiriam plantas com capacidade de reproducéo no ano seguinte.

D.5.Estabilidade genética da insercéo e estabilidade fenotipica da planta
modificada

A segregacdo Mendeliana do gene gat4621 foi analisada durante o processo de
reproducéo pela utilizacdo de um spray contendo glifosato como é descrito mais
detalhadamente no Anexo 4.

Dados relativos a segregacdo Mendeliana de transgenes evidenciam a hereditariedade
estavel do material genético introduzido recentemente.

D.6.Qualquer alteracdo na capacidade de transferéncia de material
genético da planta geneticamente modificada para outr os or ganismos

- Transferéncia horizontal

A transferéncia de material genético proveniente do milho 98140 para bactérias é uma
preocupacao negligenciavel. Nao hd nenhum mecanismo conhecido para, ou
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demonstracdo definitiva de, transferéncia de DNA de plantas para micrébios sob
condicdes naturais.

- Transferéncia interespecifica or intergenérica
O potencial para transferéncia interespecifica or intergenérica de material genético do
milho 98140 é negligenciavel, uma vez que nao ha parentes sexualmente selvagens ou
infestantes de Zea mays conhecidos na UE.

- Transferéncia intraespecifica

Se o pélen viavel das plantas geneticamente modificadas pudesse ser transportado pelo
vento para estigmas receptivos durante o periodo de 30 minutos de viabilidade do pdlen,
a transferéncia de material genético poderia ocorrer. A probabilidade deste fendmeno
ocorrer, torna-se mais reduzida, a medida que a distancia em relacdo ao milho
transgénico aumenta. Torna-se negligenciavel quando a distancia atinge os 200 metros,
que ¢ a distancia permitida para a producdo de sementes, de acordo com as normas
internacionais de pureza (normas de certificagdo da OCDE).

O fluxo de pdlen das plantas geneticamente modificadas sera controlado através de uma
distancia de isolamento de 400m de qualquer outra cultura de milho ndo experimental.
Adicionalmente, o local de testes serad rodeado por 12 linhas de bordadura de milho
convencional com ciclo vegetativo semelhante, que sera destruida no fim do ensaio.

D.7.Informacéo sobre quaisquer efeitos toxicos, alergénicos ou outro tipo
de efeitos nocivos para a sdude humana induzidos pela modificacdo
genética

As plantas transgénicas a que se refere este pedido ja foram testadas em diversos
ensaios e ndo sdo conhecidos quaisquer efeitos nocivos para a saide humana ou para o
ambiente.

Efectuou-se uma analise bioinformatica para avaliar o potencial alergénico das proteinas
GAT4621 e ZM-HRA. A sequéncia de aminoacidos de cada uma das proteinas foi
testada contra uma base de dados de sequéncias alergénicas englobando o conjunto de
dados FARRPG6 (Food Allergy Research and Refonte Program - verséo 6)
(http://www.allergenonline.com). Possiveis homologias entre a proteina GAT4621 e
proteinas na base de dados de alergenos, bem como possiveis homologias entre a
proteina ZM-HRA e proteinas na base de dados de alergenos foram avaliadas, numa
primeira fase com a ferramenta de analise de sequéncias FASTA34 e para qualquer
sequéncia continua de 8 ou mais aminoacidos foram comparadas com os alergenos
contidos na base de dados. Ndo foram detectadas homologias superiores a 35% ou
correspondéncias de mais de 8 aminoacidos, num total 80 residuos de aminocidos,
usando o FASTA para a proteina GAT4621, nem para a proteina ZM-HRA. Assim, ndo
foram encontradas semelhancas significativas a alergenos conhecidos ou putativos, para
qualquer uma das proteinas.

Uma pesquisa atraves dos conjuntos de dados publicos de proteinas, usando o BLASTP
(Basic Local Alignment Search Tool) como ferramenta e a sequéncia da proteina

GAT4621 como molde, mostrou semelhanca com outras acetiltransferases (de Bacillus
espécies proximas ou outras bactérias ou fungos). Nenhuma das correspond éncias
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encontradas dizia respeito a toxinas proteicas ou anti-nutrientes ou aparentava possuir
qualquer outro risco para a saude.

Uma pesquisa através dos conjuntos de dados publicos de proteinas, usando o
BLASTP(Basic Local Alignment Search Tool) como ferramenta e a sequéncia da
proteina ZM-HRA como molde, mostrou semelhanga com a subunidade maior da
acetolactate synthase (ALS), proteinas de tamanho consideravel de varias plantas de
cultivo e espécies infestantes, seguidas de correspondéncias a sequéncias bacterianas e
fangicas de ALS.

Nenhuma das correspondéncias com outras proteinas encontradas diz respeito a toxinas
proteicas conhecidas ou anti-nutrientes ou aparentava qualquer outro risco para a saude.

Hé ainda que ter em conta, o facto de que a colheita resultante destes ensaios sera destruida
e ndo ird entrar na cadeia alimentar. Assim, as medidas tomadas evitardo qualquer
exposicao de seres humanos.

D.8 Informacdo sobre a seguranca da planta geneticamente modificada para a
saude animal, particularmente no que diz respeito a qualquer efeito toxico,
alergénico ou outro tipo de efeitos nocivos para a saide humana, induzidos pela
modificagdo genética, nos casos em que se pretende usar a planta geneticamente
modificada em ragdes animais.

N&o se pretende usar as plantas de milho 98140 geneticamente modificado, a que se
refere o presente pedido, em ragdes animais. O grdo proveniente dos ensaios sera
destruido no fim da libertacdo e ndo entrara na cadeia alimentar.

O programa plurianual na Europa, permitir-nos-a avaliar o perfil de expressao proteica
de composicédo nutricional do milho geneticamente modificado em comparagdo com o
seu equivalente ndo modificado geneticamente. As analises de composic¢ao permitirdo o
estudo da equivaléncia substancial e nutricional, bem como da seguranga do milho
geneticamente modificado em comparagao com as plantas equivalentes ndo modificadas
geneticamente.

D.8.Mecanismo deinteraccdo entre a planta geneticamente modificada e os
organismos alvo, se aplicavel

O milho 98140 n&o tem quaisquer organismos alvo, uma vez que € apenas tolerante a
herbicidas.

D.9.Alteracbes potenciais nas interaccbes da planta geneticamente
modificada com or ganismos ndo-alvo, resultantes de modificacdo genética

Né&o sdo esperados quaisquer impactos ambientais potenciais imediatos e/ou retardados
resultantes de interaccdes directas e indirectas do milho geneticamente modificado
expressando as proteinas GAT4621 e ZM-HRA e organismos nao-alvo no ambiente
onde serd inserido o milho 98140, como resultado da sua libertacdo deliberada.

Além disso, o programa de ensaios plurianual para o milho 98140, na Europa, permitira
avaliar o impacto do cultivo de milho 98140 em populacbes chave de artrépodes néo-
alvo, em comparacdo com o cultivo do milho equivalente excepto no que diz respeito as
modifica¢Oes genéticas.

16



D.10. I nter acgBes potenciais com 0 ambiente abiotico

Espera-se que a expressao das proteinas GAT4621 e ZM-HRA no milho 98140 ndo
altere as interac¢Oes naturais das plantas com o ambiente abiético. A fonte do gene
gat4621 é uma bactéria comum no solo, Bacillus licheniformis, que é ubiqua no
ambiente, sendo uma fonte comum de enzimas com aplicacdo industrial, e esta
registada para uso em préticas de agricultura nos Estados Unidos da América. O gene
zm-hra é uma versdo modificada do gene da acetolactato-sintase endégeno do milho.

O gene zm-hra codifica uma proteina, ZM-HRA, que é uma versdo modificada da
acetolactato-sintase enddgena do milho, conferindo tolerancia a uma gama de herbicidas
inibidores da ALS, como as sulfonilureias.

N&o se espera que a expressao das proteinas GAT4621 e ZM-HRA no milho
geneticamente modificado cause possiveis efeitos imediatos e/ou retardados no processo
biogeoquimico.

D.11. Descricdo das técnicas de deteccdo e identificacdo para a planta
geneticamente modificada

o Técnicas de descricdo fendtipicas:

O milho € uma espécie cultivada da familia Gramineae e foi bem caracterizado
taxonomicamente, permitindo a sua deteccdo por observacao visual.

As plantas de milho transformadas podem ser identificadas pela aplicacdo de certos
herbicidas. A presenca da proteina GAT4621 resultard em plantas saudaveis que
sobrevivem a aplicacdo de glifosato. A presenca da proteina ZM-HRA resultard em
plantas saudaveis que sobrevivem a aplicacdo de herbicidas inibidores da ALS, como
as sulfonilureias.

o Técnicas de descri¢do genotipica (demonstracdo de sequéncias especificas
no genoma da planta):

Os genes introduzidos podem ser identificados usando PCR ou de uma analise por
Southern blot.

Antes da colocagdo no mercado do milho 98140, métodos de deteccéo validados serdo
disponibilizados pelo Joint Research Centre.

D.12. Informacdo acerca de anteriores libertagbes das plantas
geneticamente modificadas, se aplicavel

A Pioneer comegou a testar o milho 98140 em 2005. Desde essa data, muitos testes de
campo foram conduzidos por toda a regido de cultura de milho dos Estados Unidos da
América.

Varios ensaios de campo tiveram também lugar no Chile e na Argentina desde 2005,
bem como no Canadé desde 2006. O milho 98140 tem estado em ensaios continuos (3
sementeiras por ano) no Havai e em Porto Rico, desde 2005.

Até a data, ndo foram reportados quaisquer problemas ambientais, relativos a estes
ensaios.
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As plantas de milho 98140 comportaram-se como esperado, sem evidenciar quaisquer
caracteristicas morfologicas ou fenotipicas ndo intencionais. Em particular, ndo surgiu
qualquer evidéncia de aumento do potencial infestante do milho 98140.
A Tabela 2 fornece uma lista de anteriores libertacdes do milho 98140.

Tabela 2: Listadeanterioreslibertacdes do milho 98140

Aprovagao # Ano L ocalizagdo
05-024-04R 2005 Estado_s Unidos da América
(Havai)
05-024-03R 2005 Estados Unidos da América
0224658/05 2005 Argentina
6225 2005 Chile
06-019-03R 2006 Estados Unidos da América
06-019-04R 2006 Estadqs Unidos da América
(Havai)
06-097-101n 2006 Estados Unidos da América
06-PHI1-294-COR 2006 Canada
3645 2006 Chile

4. INFORMACAO RELATIVA AO LOCAL DE LIBERTACAO
E.1. Localizacdo dimensdo do(s) local/isde libertacdo

Os locais de ensaios serdo, Rio Maior (Freiria), Salvaterra de Magos (Marinhais) e
Alcochete

Cada local de ensaio, em 2007, ter4 até 6.000 m? semeados com milho 98140, sendo a
area de superficie total ocupada pela libertacdo (todas as variedades e bordaduras
incluidas) mais elevada.

Nos anos seguintes, até 4 locais de ensaio podem ser semeados, cada um ocupando até
10.000 m2 do milho 98140.

A libertacdo do milho 98140 serd incluida nos ensaios de campo que também irdo
conter milho ndo geneticamente modificado e outros tipos de milho geneticamente
modificado descritos noutros pedidos submetidos.

E.2. Descrigdo do ecossstema, incluindo clima, flora e fauna

O clima do da regido do Ribatejo é considerado mesotérmico humido, tipicamente
mediterraneo, com o Verao quente e seco e o Inverno frio e himido. Na regido onde se
vao implantar os ensaios verificou-se uma diminuicdo significativa da cultura do milho,
sendo substituida por cultura hortoindustriais que por vezes alternam com cereais
praganosos. As parcelas sdo envolvidas por floresta (pinho e eucalipto), culturas perenes
(vinha e olival) e &reas urbanas
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E.3. Presenca de espécies vegetais, selvagens ou cultivadas, sexualmente
compativeis

Né&o existem espécies afins, sexualmente compativeis, na Europa.
E.4. Proximidade a biotipos oficialmente reconhecidos ou ar eas protegidas que
possam ser afectadas

A fauna e flora existentes ndo tém caracteristicas especiais e ndo estao classificadas
como zonas protegidas
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5. INFORMACAO RELATIVA A LIBERTACAO
F.1. Objectivo dalibertacéo

O objectivo do programa de ensaios é o de avaliar o milho 98140, com ou sem aplicacdes
de glifosato e herbicidas inibidores da ALS, tais como sulfonilureias.

Em 2007 e 2008, estdo planeados ensaios de campo, de forma a avaliar os efeitos dos
herbicidas no milho 98140 (i.e. comportamento residual, selectividade, eficacia no
controlo de plantas infestantes), em comparacdo com controlos, através de observagoes
visuais, estimativas de rendimento e analise de amostras de tecido.

Adicionalmente, a partir de 2008, outras experiéncias usando milho 98140 poderao ser
conduzidas com protocolos diferentes, mas ainda de acordo com o objectivo do
programa de ensaios.

F.2. Data(s) prevista(s) eduracdo da libertacdo

A libertacdo do milho 98140 esta planeada para 4 campanhas de cultivo de milho.

Tabela 3: Data(s) prevista(s) e duracéo da libertacdo
CAMPANHA EPOCA DE DESENVOLVIMENTO
2007 inicio de Abril até ao fim de Dezembro
2008 inicio de Abril até ao fim de Dezembro
2009 inicio de Abril até ao fim de Dezembro

F.3. Método através do qual as plantas geneticamente modificadas seré&o
libertadas

As sementes serdo semeadas grdo a grdo, em linhas, manualmente ou usando um
semaeador especifico.

O comprimento de cada linha e o nimero de sementes por linha serdo adaptadas ao tipo de
ensaio. Na extremidade de cada linha, serdo deixadas ruas separadoras para facilitar o
acesso as plantas.

Os protocolos dos ensaios sao fornecidos no Anexo 5.

F.4. Método de prepararacao e gestdo do local de libertacdo, antes, durante e
apos alibertacdo, incluindo préticas de cultivo e métodos de colheita

Os locais serdo preparados de acordo com as praticas agronomicas correntes para o
cultivo de milho na area.

O semeador, bem como a maquina de colheita, se forem usadas, serdo cuidadosamente
limpas antes de serem retiradas do local de libertacao.

De acordo com as necessidades do estudo, algumas amostras de tecidos de plantas serdo
recolhidas, manualmente ou usando uma méaquina para o efeito.
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Quando alguns graos que precisarem de ser recolhidas para analise, sera colhida a espiga
inteira e 0s grdos que ndo forem utilizadas serdo destruidos.

No fim da libertacdo, toda a matéria vegetal que permaneca, sem ter sido colhida para
analises sera destruida, cortando-a em pequenos pedacos e incorporando-a no solo em
sulcos profundos. As linhas de bordadura semeadas com milho convencional, rodeando
o local de ensaio, também serdo destruidas no fim da libertacdo. Nenhuma planta ou
produto vegetal proveniente dos ensaios entrara na alimentacao ou cadeias alimentares.
Depois da libertacdo, o terreno cultivado sera visitado durante todo o ano seguinte, de
forma a assegurar a remocéo de infestantes, se existirem. Apesar dos graos
remanescentes ndo poderem geralmente sobreviver ao Inverno rigoroso, as que
eventualmente sobreviverem, serdo monitorizadas de forma a assegurar a sua
destruicao.

Nenhuma sementeira de milho comercial ter& lugar no terreno, no ano seguinte.

F.5. NuUmer o aproximado de plantas (ou plantas por m?)

A densidade de plantas sera de cerca de 80 000 plants/ha.
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6. INFORMAQAO RELATIVA AO CONTROLO, MONITORI’ZAQAO, POS
LIBERTACAO E PLANOSDE TRATAMENTO DE DESPERDICIOS

G.1. Quaisquer precaucbestomadas

6.1.1. Distancia(s) relativas a espécies vegetais sexualmente compativeis, quer
selvagens, quer cultivadas

Né&o existem espécies vegetais sexualmente compativeis com elevada probabilidade de
se cruzarem com o milho, na Europa.

6.1.2. Quaisquer medidas para minimizar/prevenir a dispersido de qualquer orgdo
reproductivo da planta geneticamente modificada (por examplo pélen,
sementes, tubérculo)

Sera mantida uma distancia de isolamento de 400m de qualquer outra colheita de milho
ndo experimental. Adicionalmente, o local de testes serd rodeado por 12 linhas de
bordadura de milho convencional com ciclo vegetativo semelhante, que sera destruida
no fim do ensaio.

A disperséo dos graos individuais ndo ocorre. Estes estao fixos e revestidos por muitas
camisas que protegem as sementes do contacto exterior.

De acordo com as necessidades do estudo, serdo recolhidas amostras de tecido. O milho
colhido nestes ensaios ndo entrara na cadeia alimentar humana ou animal.

G.2. Descricao dos métodos paratratamento do local apos a libertacdo

No fim da libertagdo, toda a matéria vegetal que permaneca, sem ter sido colhida para
andlises serd destruida, cortando-a os pedacos e incorporando-a no solo em sulcos
profundos.

Apesar das infestantes ndo conseguirem, geralmente, sobreviver ao Inverno rigoroso, as
que eventualmente sobreviverem, serdo monitorizadas. O terreno sera visitado
regularmente durante o0 ano seguinte a libertacao, de forma a assegurar a remocao de
plantas infestantes, se estas surgirem.

Nenhuma sementeira de milho comercial tera lugar no terreno, no ano seguinte.

G.3. Destricdo dos métodos de tratamento da matéria vegetal, incluindo
desperdicios, apos alibertacédo

De acordo com as necessidades do estudo, algumas amostras de tecido vegetal serdo
recolhidas e analisadas. Os residuos vegetais, produzidos pela libertacdo das plantas
geneticamente modificadas (todas as partes vegetativas da planta e o grdo, se existirem)
serdo destruidos, cortando-os aos pedacos e incorporados no solo em sulcos profundos
As linhas de bordadura, semeadas com milho convencional, rodeando o local de ensaio,
também serdo destruidos no fim da libertacdo

O milho colhido nos ensaios ndo entrara na cadeia alimentar animal ou humana.
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G.4. Descricdo dos planos e técnicas de monitorizacdo

Durante a libertag&o, os locais serdo visitados regularmente, de acordo com as
necessidades agrondmicas e experimentais, e pelo menos uma vez de quatro em quatro

semanas.

Estas visitas permitirdo monitorizar o desenvolvimento das plantas e a auséncia de

dispersdo do material a ser m

onitorizado.

Depois da libertacdo, o terreno sera visitado de 2 em 2 meses durante todo o0 ano
seguinte, de forma a monitorizar eventuais plantas voluntarias. Se elas surgirem, serdo
removidas manualmente ou destruidas com um tratamento com herbicida, exceptuando
glifosato ou inibidores da ALS, antes de florirem. Adicionalmente, de forma a facilitar
o controlo de potenciais plantas voluntarias, nenhuma sementeira de milho comercial
teré lugar no terreno, no ano seguinte.

Plano de monitorizacao:

Pressupostos em que se
baseia a avaliagdo derisco

Observactes efectuadas
pelo notificador

Frequéncia das abser vactes

Vigilancia geral

N&o ha diferencas nos
aspectos morfoldgicos das
plantas

Observac0es das
caracteristicas da planta,
guando comparadas com o
milho ndo modificado
geneticamente

Pelo menos uma vez de
guatro em quatro semanas
durante a libertacdo

Né&o héa diferengas no
comportamento agronémico

Observacdes da floracao e
aspecto da planta, em
comparacao com talhdes de
controlo

Quando for preciso durante o
periodo de floragdo e pelo
menos uma vez de quatro em
quatro semanas durante a
libertacdo

N&o ha diferencas na
dispersao dos grdos no
ambiente

Observacéo se as camisas
protegem adequadamente 0s
gréos do carolo

Quando o gréo atingir a
maturacdo: pelo menos de
duas em duas semanas

Probabilidade negligenciavel
de se tornarem persistentes no
ambiente ou invasivas, dando
origem a qualquer infestacdo

Monitorizacdo de planta
voluntarias

Pelo menos uma vez de dois
em dois meses durante 0 ano
seguinte a destruicdo do
ensaio

M onitorizacdo de casos especi

ficos

Auséncia de impacto no
ambiente devido a interacgdes
com organismos ndo-alvo

Observacdo de qualquer
alteracdo no local de
libertacdo

Pelo menos uma vez de
quatro em quatro semanas
durante a libertacdo e uma
vez de dois em dois meses
durante o ano seguinte a
destruicdo do ensaio

Auséncia de efeitos adversos
na salide humana

Qualquer ocorréncia de
problema na satide humana
relacionado com a libertacéo,
por pessoa a trabalhar com e
que entre em contacto com o

milho GM, sera notificado

A notificacdo, se necessaria,
devera ser feita da sementeira
a colheita
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Notificacdo

Informacé&o relativa a qualquer efeito inesperado adverso, potencial, no ambiente e na
salde humana, directamente relacionado com as plantas de milho geneticamente
modificado sera comunicada a Autoridade Competente e as medidas necessarias serdo
implementadas de acordo com a situacéo.

Em qualquer caso, um relatério resumindo as observacOes durante a libertagdo de
campo sera submtido a Autoridade Competente, no fim da libertacéo.

G.5. Descricdo de quaisguer planosde emergéncia

A monitorizacao regular dos ensaios permitira a identificacdo imediata de qualquer
acontecimento ou desenvolvimento indesejado, devido a fendmenos externos, tais como
condic@es climatéricas pouco favoraveis.

Em caso de qualquer emergéncia, a pessoa de contacto (ver Anexo 6) informara
imediatamente a Autoridade Competente, encarregada de controlar os ensaios e eles
decidirdo que medidas sera necessario aplicar.

No pior caso, 0 ensaio podera ser parado através de destruicdo mecanica ou aplicacao de
herbicida, cuja ac¢do ndo seja dependente de glifosato ou inibidores da ALS, e
incorporacédo no solo através de sulcos profundos.

De qualquer forma, a avaliacdo do risco ambiental ndo identificou qualquer efeito
adverso para a saude humana e animal ou para o ambiente, proveniente da libertacéo
deliberada do milho 98140.

G.6. Proteccdo do local delibertacéo
Para além do isolamento de 400 metros referidos, os locais de emsaios serdo rodeados

por 12 linhas de bordadura de milho convencional com ciclo vegetativo semelhante, que
sera destruida no fim da libertacéo.

24



7. INFORMACNAO RELATIVA AO POTENCIAL IMPACTO AMBIENTAL DA
LIBERTACAO DE PLANTAS SUPERIORES GENETICAMENTE
MODIFICADAS (PSGM)

H.1. Probabilidade das PSGM se tornarem mais persisentes que as plantas
receptora ou parental em habitats de cultivo ou mais invasivas em
habitats naturais

Existe uma probabilidade negligenciavel de o milho 98140 se tornar persistente ou
invasivo no ambiente, dando origem a qualquer infestacdo. O milho ndo possui
quaisquer caracteristicas necessarias para se tornar infestante e a expressao das
proteinas GAT4621 e ZM-HRA nédo modifica este facto.

As caracteristicas necessarias para causar infestacdo tém sido geralmente descritas como
1) capacidade da semente da infestante germinar em varios ambientes diferentes;

2) germinagdo descontinua e grande longevidade da semente;

3) crescimento rapido desde a fase vegetativa até a floracao;

4) producdo continua de sementes enquanto as condi¢fes de crescimento o permitirem

5) auto-compatibilidade, mas parcialmente autogamicas e apomiticas;

6) capacidade de polinizagdo cruzada por visitantes ndo especialisados ou através do vento;

7) elevado rendimento na producdo de sementes em ambientes e producdo moderada numa
vasta gama de ambientes;

8) adaptacdo a curtas e longas distancias de disperséo;

9) producdo ou regeneracdo vegetativa a partir de fragmentos e dificilmente removiveis do solo;
10) capacidade de competir com outras espécies atraves de meios especiais.

O milho ndo apresenta as caracteristicas infestantes mencionadas acima e assim nao é
invasivo em ecossistemas naturais. Algumas espécies de milho desenvolvem-se com
sucesso em ambientes selvagens na América Central, mas ndo apresentam tendéncias
infestantes acentuadas. O milho esta de tal forma domesticado, que as sementes nao
podem ser separadas do carolo e disseminadas, sem intervencdo humana. O milho é
uma cultura anual, que geralmente ndo sobrevive na Europa de uma época de colheita,
para a seguinte, devido a fraca capacidade de dorméncia e sensibilidade a baixas
temperaturas. Apesar da sua natureza ndo-dormente, a semente de milho pode
ocasionalmente persistir de uma época de colheita para a seguinte, em condicdes
climatéricas favoraveis. Quando se verificam condi¢des adequadas de temperatura e
humidade, a semente germina, mas ndo consegue sobreviver ao rigor do Inverno. Em
qualquer caso, estas plantas volumtéarias sdo facilmente identificadas e controladas
manualmente ou atraves de meios quimicos.
Em caso de libertacéo indesgjada do milho 98140, as medidas agronomicas,
actualmente em vigor para controlar qualquer espécie de milho comercial
podem ser aplicadas, tais como a remocdo manual ou mecanica, ou 0 UuSso
selectivo de herbicidas (com excepcao de glifosato e herbicidas inibidores da
ALS).

H.2. Qualquer vantagem ou desvantagem selectiva conferida a PSGM

Como pretendido e quando cultivado, a expressao das proteinas GAT4621 e ZM-HRA,
no milho, pode conferir vantagem em ambientes de cultivo, devido a tolerancia ao
glifosato e a uma gama de herbicidas inibidores da ALS, tais como sulfonilureias. No
entanto, uma vez que o milho é altamente domesticado e tem fracas caracteristicas que
Ihe permitam sobreviver em condic¢des europeias, ndo se pode estabelecer como uma
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espécie selvagem em ambientes de cultivo. As vantagens especificas, presentes no
milho 98140, ndo lhe conferem qualquer vantagem em relagéo as plantas fora do
ambiente de cultivo.

H.3. Potencial para transferéncia genética para a mesma ou outra espécie
vegetal sexualmente compativeis, em condi¢cBes de plantacdo da PSGM e
gualguer vantagem ou desvantagem selectiva, conferida a essas espécies
vegetais

Na EU, ndo se conhecem quaisquer espécies sexualmente compativeis, selvagens ou
infestantes, parentes da Zea mays, o que elimina qualquer possibilidade de transferéncia
genética para tal espécie. As possibilidades de transferéncia genética, estdo assim
circunscritas a outros tipos de milho cultivado. No entanto, esta possibilidade sera
consideravelmente reduzida pelas condi¢des dos ensaios, ja que uma distancia de
isolamento de 400 metros serda mantida entre o milho 98140 e qualquer outra cultura de
milho ndo-experimental. Adicionalmente, o local de ensaio serd rodeado por 12 linhas
de bordadura de milho convencional com ciclo vegetativo semelhante, que sera
destruida no fim do ensaio. Toda a matéria vegetal restante, que ndo tenha sido colhida
para andlises, sera desfeita e incorporada no solo

Como foi discutido no ponto H.2. acima, a modificacdo genética no milho 98140 nao
introduz qualquer vantagem selectiva a plantas que se desenvolvam fora de meios de
cultivo, extensamente trabalhados.

H.4. Impacto ambiental potencial, imediato €ou retardado, resultante de
interaccbes directas ou indirectasentrea PSGM e or ganismos alvo, tais como
predador es, par asitoides e or ganismos patogénicos (se aplicavel)

N&o se espera nenhum impacto ambiental potencial, imediato e/ou retardado, resultante
de interaccOes directas ou indirectas da PSGM e organismos alvo no ambiente receptor,
causado pela libertacdo deliberada do milho 98140 milho que foi geneticamente
modificado apenas para tolerar a aplica¢do de herbicidas, como o glifosato e herbicidas
inibidores da ALS, tais como as sulfonilureias, com vista a eliminacéo de plantas
infestantes da cultura de milho.

H.5. Possivel impacto imediato €/ou retardado, resultante de interaccOes
directas ou indirectas entre a PSGM e organismos ndo-alvo (também tendo
em conta organismos que interagem com organismos alvo), incluindo
impacto nos niveis da populacdo de competidores, herbivoros, smbiontes
(onde aplicavd), par asitas e or ganismos patogenicos

N&o se espera nenhum impacto ambiental potencial, imediato e/ou retardado, resultante
de interacc@es directas ou indirectas da PSGM e organismos nao-alvo no ambiente
receptor, causado pela libertacdo deliberada do milho 98140.

H.6. Possiveis efeitos imediatos e/ou retardados na saide humana resultantes
de interaccOes directas ou indirectas entre a PSGM e pessoas a trabalhar
com, que entrem em contacto com, ou na proximidade da libertacdo da
PSGM
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N&o se considera que o milho tenha qualquer efeito nocivo na saide humana.
Adicionalmente, o milho tem uma longa historia de uso seguro na alimentacdo humana
e em racgdes animais. O milho 98140 ndo introduz nenhum composto novo que se saiba
gue causa, ou preveja que cause, efeitos  imediatos e/ou retardados na satde humana,
resultantes de interaccOes directas ou indirectas entre a PSGM e pessoas a trabalhar
com, que entrem em contacto com, ou na proximidade de ensaios contendo milho
98140.

Além disso, a colheita resultante da libertacdo ndo entrara na cadeia alimentar. No fim
da libertacdo, toda a matéria vegetal que permaneca sera destruida e incorporada no solo
em sulcos profundos.

H.7. Possiveis efeitos imediatos €ou retardados na sadde animal e
consequéncias para a cadeia alimentar, resultantes do consumo do OGM ede
quaisquer produtos derivados deste, se se pretender usa-lo em ragdes animais

Né&o se pretende usar as plantas de milho a que se refere a corrente libertacdo em ragdes
animais. A colheita resultante da libertagdo ndo entrara na cadeia alimentar animal.
Todo o material que permanecga no campo, apos a colheita sera destruido e incorporado
no solo em sulcos profundos.

H.8. Possiveis efeitos imediatos e/ou retardados em processos biogeoquimicos
resultantes de interacgOes potenciais, directas ou indirectas entre o OGM e
or ganismos alvo e ndo-alvo na proximidade da libertacdo do OGM

Como foi referido nos Pontos H.4 e H.5 acima, ndo se prevé que a expressao das
proteinas GAT4621 e ZM-HRA no milho 98140 cause possiveis efeitos imediatos e/ou
retardados em processos biogeoquimicos resultantes de interac¢fes potenciais, directas
ou indirectas entre 0 OGM e organismos alvo e ndo-alvo na proximidade da libertacao
do milho 98140.

H.9. Possiveis impactos ambientais, imediatos e/ou retardados, directos ou
indirectos, resultantes das técnicas especificas de cultivo, tratamento e
recolha, utilizadas para a PSGM, nos casos em que sdo diferentes das que sdo
utilizadas par a plantas superior es ndo modificadas geneticamente

As técnicas especificas de cultivo, maneio e colheita utilizadas para o milho 98140 sao
idénticas as que sdo utilizadas para o milho ndo modificado geneticamente, com
excepc¢do do regime de herbicida e medidas de proteccgéo (distancia de isolamento e
linhas de bordadura). N&o se prevé que estas causem possiveis impactos ambientais,
imediatos e/ou retardados, directos ou indirectos.

De acordo com as necessidades dos estudos, algumas amostras de tecido das plantas
serdo

colhidas, manualmente ou usando maquinas especiais de colheita.. Quando for
necessario colher alguns gréos para andlise, isto sera feito por amostragem de toda a
espiga, sendo destruidas e incorporadas no solo os graos que nao forem utilizadas.

No fim da libertagdo, toda a matéria vegetal que permaneca, sem ter sido colhida para
andlises serd destruida cortando-as aos pedagos e incorporada no solo em sulcos
profundos. As linhas de bordadura, semeadas com milho convencional, rodeando o
local de ensaio tambem ser&o destruidas no fim da libertagdo. Nenhuma planta ou
produto vegetal proveniente dos ensaios entrara nas cadeias alimentares animal ou
humana.
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Depois da libertagdo, o terreno cultivado sera visitado durante todo o ano seguinte, de
forma a assegurar a remocao de plantas que surjam espontaneamente, se existirem.
Apesar das plantas espontaneas ndo poderem geralmente sobreviver ao Inverno
rigoroso, as que eventualmente sobreviverem, serdo monitorizadas de forma a assegurar

a sua destruicéo.
Nenhuma cultura de milho comercial serd semeado na mesma parcela de terreno, no ano

seguinte
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