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EVALUACION DE RIESGO DE UNA LIBERACION EN CAMPO DE PLANTAS DE
ARROZ MODIFICADAS GENETICAMENTE (B/ES/24/12)
Antecedentes
El 2 de abril de 2024 se recibio desde la Autoridad competente de la Generalitat de Catalunya, la
notificacion B/ES/24/12, correspondiente a un ensayo en campo para la evaluacion del arroz (Oryza
sativa) 24B2-7.1.6 modificado genéticamente, de la Universidad de Lleida, ETSEA- UdL, para su
estudio por la Comision Nacional de Bioseguridad (CNB).

Esta notificacion se estudid en la reunion 1812 de la CNB, celebrada el dia 21 de mayo de 2024.

Caracteristicas del OMG, objetivo y duracidn del ensayo:

La finalidad principal de este ensayo es la evaluacion del comportamiento agronémico vy
comprobacion de aumento de productividad en campo del evento homocigotico del arroz 24B2-7.1.6,
que expresa el gen LciB del alga Chlamydomonas reinhardtii, y que se induce en condiciones de
concentraciones reducidas de CO». Los objetivos secundarios son la caracterizacion fisiologica y la
evaluacion de los efectos de las plagas y fendmenos meteoroldgicos sobre la planta.

Se propone como una de las posibles aplicaciones biotecnoldgicas destinadas a mejorar la
productividad de los cultivos, mitigando el impacto del cambio climatico y contribuyendo ademas a la
seguridad alimentaria global, elucidando los mecanismos moleculares que subyacen a la funcién de la
proteina LCIB durante la fotosintesis.

El periodo propuesto para la liberacion es del 1 de mayo a 31 de octubre de 2024.

Evaluacioén del riesgo

a) Modificacion genética

La modificacion genética introducida en el arroz (Oryza sativa cv bomba) consiste en la
incorporacion del gen que codifica para una anhidrasa carbonica. Especificamente es el gen LciB que
codifica para la proteina B inducible por limitaciones de CO», que fue identificado inicialmente en el
alga unicelular verde Chlamydomonas reinhardtii, donde se descubrié que se induce en condiciones
de concentraciones muy reducidas de CO2 (Yamano et al., 2015). Esta respuesta a bajos niveles de
CO- convierte a la anhidrasa carbonica LCIB en una enzima clave en la adaptacion de los organismos
fotosintéticos a los cambios ambientales. La presencia del gen LciB no se limita a las algas verdes; se
han identificado genes homologos en diversas especies vegetales (Arabidopsis thaliana, maiz y
arroz), subrayando su importancia evolutiva, por lo que la proteina LCIB es consumida habitualmente
sin presentar ninguna toxicidad.

La transformacion genética del arroz bomba ha sido realizada mediante el método de transferencia
directa de maultiples genes, o biobalistica 0 bombardeo de microparticulas de oro (Christou et al.,
1991). En la notificacion se detalla como se realiza la transformacion de arroz y el analisis del ADN
del evento 24B2-7.1.6.
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Esta linea 24B2-7 se autopolinizé produciendo semillas T1 (24B2-7.1). Las generaciones T1y T2
(24B2-7.1.6) se han obtenido a partir de la linea madre mediante autofecundaciones sucesivas. La
caracterizacion del gen LciB se ha hecho mediante la técnica de PCR y Southern-blot de las plantas
TO, T1 y T2. El evento seleccionado es la planta 24B2-7.1.6 que contiene el gen LciB y expresa
niveles elevados de la proteina LCIB.

Se desconoce por el momento el nimero de ejemplares del fragmento de insercion, pero hay un
fragmento completo como minimo integrado de forma estable en el mismo locus, aunque se
desconoce su localizacion en el genoma.

El cDNA de LciB introducido esta regulado por el promotor constitutivo de la Ubiquitina, por lo cual
su expresion se detecta en toda la planta. Se indica que el andlisis de la acumulacion de la proteina
LCIB en las diferentes partes de la planta de arroz, se llevard a término mediante la técnica de
Western-blot y se realizan las comparaciones necesarias con los controles no transgénicos.

Salvo para el caracter modificado, no se han apreciado diferencias morfoldgicas, fisiologicas o
agrondmicas en las sucesivas generaciones de multiplicacion a partir de las plantas inicialmente
transformadas. Los resultados mediante analisis por Southern blot se mantienen constantes a lo largo
de las generaciones.

Se han realizado estudios bioinformaticos de la proteina que han demostrado que tiene secuencias
homélogas en maiz y arroz, por lo que la nueva proteina expresada no presenta potencial de
alergenicidad.

La CNB considera que se debe ir avanzando en algunos aspectos de caracterizacién molecular,
como son: el numero de copias del fragmento de insercion, localizacién en el genoma y la
cantidad de la proteina expresada en las distintas partes de la planta.

b) Probabilidad de que las PSMG se conviertan en mas persistentes que el receptor o las plantas
parentales en los hébitat agricolas 0 méas invasoras en los habitats naturales.

Dada la naturaleza de la modificacidn genética introducida, no existe ninguna diferencia morfoldgica,
fisiolégica o agrondmica del evento 24B2-7.1.6 respecto a la linea originaria Bomba en relacion con
la capacidad de propagacion, por lo que consideran nula la probabilidad de que se convierta en mas
invasora en habitats naturales o agricolas. La Unica diferencia es su resistencia al antibiotico
higromicina conferida por la integracion del gen hpt, pero no se aplicara antibiotico en los campos de
ensayo, por lo que no se ejerce la presion del antibiético en ningin momento.

Las variedades de arroz estan seleccionadas para germinar en el siguiente ciclo de cultivo cuando se
den las condiciones ambientales, sobre todo de humedad, adecuadas, ya que la planta no sobrevive
sino se encuentra sumergida en agua. Su supervivencia asilvestrada es dificil por estar adaptada a las
condiciones de cultivo intensivo. En la zona de ensayo, las plantas estaran sumergidas durante todo el
ciclo de cultivo. Si algin grano cae al suelo y logra germinar después de la cosecha se espera que
muera por los frios otofiales e invernales y por carecer de su inmersion en agua. Si se diera el caso de
que alguna germinara y no muriera de forma natural, seria eliminada manualmente durante las
inspecciones que se realizaran rutinariamente al siguiente afio, una vez finalizado el ensayo
experimental.
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c) Potencial de transferencia de genes a las mismas 0 a otras especies de plantas sexualmente
compatibles en las condiciones del ensayo.

El arroz es una especie originaria de Asia, que no tiene especies antecesoras en Europa. Se introdujo
en Espafa en la Edad Media.

Se ha evaluado exhaustivamente el flujo genético en campos experimentales realizados en el Delta del
Ebro (Messeguer et al. 2001, 2004), el flujo de genes mediante polen de plantas de arroz MG a
convencionales reportd valores que siempre eran de 0.1 % para las plantas mas proximas (1 m), de
0,01% si estan situadas a 5 m y de 0.001 % para las plantas situadas a una distancia de 10 m, en la
orientacion del viento dominante (Khush 1993). En campos experimentales realizados por otros
investigadores, el flujo de genes detectado era generalmente de 0.28 % a 0.2 m y menos de 0.01 % a
6,2 m de distancia para cultivos GM y convencionales (Rong et al. 2007; Chun et al. 2011), e incluso
cuando GM y plantas convencionales estaban mezcladas en el mismo campo (Rong et al. 2005; Jia et
al. 2007).

La CNB considera que en este ensayo se mantendra un aislamiento adecuado ya que el campo
esta rodeado de campos experimentales de frutales y no hay cultivos de arroz préximos.

Informacién relativa a la liberacion voluntaria

1) Localizacion y extension del lugar o lugares de liberacion

El lugar de liberacion esta situado en los campos de practicas de la Escuela Técnica Superior de
Ingenieria Agraria de la Universidad de Lleida, Avenida Rovira Roure 191, Lleida (se aportan las
coordenadas geograficas). La finca tiene alrededor de 6 ha y esta situada a 3 km del centro de la
ciudad. Actualmente estd completamente rodeada de zonas urbanas. El lugar de la liberacién estara
cerrado por mallas.

Para el campo experimental seran utilizadas un total de 100 plantas transgénicas, 50 plantas T3,
progenie de la linea 24B2-7.1.6 y 50 plantas control Bomba, en un area de 2 m x 5 m dentro de 6
cubetas de plastico.

2) Descripcién del ecosistema del lugar de liberacidn, con inclusion de datos sobre el clima, flora y
fauna

La provincia de Lleida tiene un clima mediterraneo arido continental con inviernos muy frios y
veranos calurosos. La precipitacion media anual es de unos 375 mm, con maximos en primavera y
sequia en verano.

La vegetacion natural del entorno es la maquia continental de coscoja y espino negro y el encinar
continental. La ciudad de Lleida esta rodeada de zonas periurbanas y zonas agricolas de cultivo
hortofruticola de regadio con su vegetacion arvense caracteristica.

La fauna silvestre existente es la caracteristica de las zonas periurbanas y de las zonas agricolas
(pequefios mamiferos, aves e insectos fundamentalmente).
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3) Presencia de especies vegetales compatibles sexualmente, tanto cultivadas como silvestres, que
sean parientes

No existen. Cabe destacar que en este ensayo se propone mantener un aislamiento total por lo que no
se liberara polen fuera del recinto del ensayo. Los campos que le rodean son todos de arboles frutales.
El campo estara cerrado con una malla de hierro para evitar el acceso de animales. Por los lados se
colocara una franja de plastico para evitar la dispersion de polen.

4) Proximidad de biotopos reconocidos oficialmente o zonas protegidas que puedan verse afectados

En el extremo este de la ciudad se encuentra el parque de interés natural de la Mitjana, zona de
vegetacion de ribera situada en los margenes del rio Segre, pero la influencia que se puede ejercer
sobre ella se considera nula.

5)  Meétodo de liberacion de las plantas modificadas genéticamente

La liberacion de la linea 24B2-7.1.6 se realizara en el campo, pero dentro de un recinto cerrado por
mallas de hierro (a los lados y por encima). También se pondra un plastico a los lados para evitar el
efecto del viento y el vuelo del polen. Las semillas seran germinadas en la camara de cultivo del
laboratorio. A las 4 de semanas de crecimiento seran trasplantadas a macetas de 4 cm de didmetro.
Cuando las plantulas estén adaptadas (3-4 dias) seran trasladadas al campo experimental dentro de
cajas de pléstico herméticamente cerradas. Las plantas en las macetas de 4 cm de didmetro seran
trasplantadas a las macetas del campo experimental. Las plantas transgénicas seran regadas y
fertilizadas con la frecuencia necesaria. Una vez recogidas las semillas, las plantas seran recogidas a
mano, depositadas en cajas de plastico herméticamente cerradas y trasladadas al laboratorio para su
incineracion en las instalaciones de la UdL. Los desplazamientos de material se realizaran con carritos
de ruedas.

6) Método de preparacion y gestion del lugar de liberacion, con carcter previo, simultaneo o
posterior a la liberacion, con inclusidn de practicas de cultivo y métodos de recoleccién

Antes de la plantacion se realizaran las mismas practicas cultuales que con el resto de la finca. El
plantado, fertilizacion y desherbado se realizaran a mano, ya que el campo estara rodeado por redes
metalicas y no se podréa acceder con maquinaria agricola.

La recoleccion de las semillas también serd manual, al igual que la eliminacion de las plantas para su
incineracion. Una vez recogidas las semillas seran guardadas en sobres individuales de papel y
cerradas en una caja para su traslado al laboratorio.

7) Medidas para reducir o evitar la dispersion de cualquier organo reproductor de las PMG (por
ejemplo, polen, semillas, tubérculos)

Se tomaran las siguientes medidas de seguridad: el acceso a la zona mallada estara restringido. El
recinto esta normalmente cerrado con candado y llave, y sélo tendran acceso los investigadores de la
universidad involucrados en el experimento.
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La parcela donde se realizara el campo experimental estara aislada por una malla de hierro que
recubrird el experimento por encimay por los lados, para evitar asi la entrada accidental de animales.
Las bandejas donde se colocaran las macetas estaran situadas sobre un plastico que recubrira el suelo,
para evitar la caida de las semillas sobre la tierra. El transporte del material bioldgico (plantas y
semillas) entre el campo, laboratorio y almacén autorizado para guardas las semillas en la universidad
se realizaran cuidadosamente dentro de cajas herméticas de pléstico para evitar la posible pérdida de
plantas o semillas.

8) Descripcidn de los métodos de tratamiento del lugar tras la liberacion.

El siguiente afo, la parcela utilizada no serd sembrada para controlar asi el posible rebrote de algunos
restos de semilla. Si aparecieran rebrotes, éstos deben ser eliminados.

9) Descripcion de los métodos de tratamiento tras la liberacion en cuanto a la recogida y los residuos
de la planta modificada genéticamente

Los granos de arroz seran recogidos a mano y embolsados y las bolsas se manipularén, transportaran
y conservaran en envases cerrados por personal cualificado.

Después de cortar las semillas, se recogeran los restos vegetales, se embolsaran y seran trasladados al
laboratorio para ser autoclavados. Una vez autoclavados, serdn desechados en el contenedor de
residuos biolégicos.

Se recogera el agua que pueda quedar en el contenedor y sera filtrada para ver si contiene alguna
semilla. El agua sera autoclavada y desechada.

10) Descripcion de los planes y técnicas de sequimiento

Se propone revisar el ensayo dos veces al dia por los investigadores de la universidad, coincidiendo
con los momentos de riego 8:00 am y 18:00 pm, para registrar cualquier informacién relacionada con
algun efecto adverso para el medio ambiente y la seguridad alimentaria que sera notificada, si es el
caso, a la Autoridad competente. Una vez finalizado el ensayo se inspeccionara la zona una vez a la
semana durante un afio. Si aparecieran rebrotes, éstos deben ser eliminados.

11) Descripcion de los planes de emergencia

En el caso de que surja una situacion de emergencia, se constituira un grupo de trabajo formado por la
responsable de la solicitud, el investigador obtentor del evento, un profesor de la UdL especialista en
Mejora Genética y un miembro del comité de bioseguridad de la UdL. El grupo haréd una evaluacién
de la situacion, tomard las decisiones mas apropiadas y realizard el seguimiento posterior. La
situacion serad notificada inmediatamente a la responsable de Bioseguridad del Servei de Produccid
Agricola de la Generalitat de Catalufia.

12) Meétodos y procedimientos de proteccion del lugar de la liberacion

El servicio de vigilancia del centro realiza continuamente itinerarios de inspeccién que se
complementan con el sistema de cAmaras de seguridad que controlan la zona.
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Como se ha mencionado antes, la parcela donde se realizara el campo experimental tiene acceso
controlado mediante candado cerrado con llave y estara aislada del resto de campos experimentales
por una malla de hierro que recubrira el experimento por encimay por los lados.

Al final del ensayo se enviard un informe a la autoridad competente y en el caso de que surja una
situacion de emergencia, se constituira un grupo de trabajo formado por la responsable de la solicitud,
el investigador obtentor del evento, un profesor de la UdL especialista en Mejora Genética, y un
miembro del comité de bioseguridad también de la UdL. El grupo hara una evaluacion de la situacion,
tomara las decisiones mas apropiadas y realizara el seguimiento posterior. La situacion sera notificada
inmediatamente a la responsable de Bioseguridad del Servei de Produccié Agricola de la Generalitat
de Catalufia.

Consideraciones finales y conclusion

La CNB considera adecuadas, las medidas propuestas para este ensayo en la UdL, asi como las medidas
de bioseguridad, antes, durante y después del ensayo, que deberén aplicarse teniendo en cuenta las
consideraciones de la CNB contenidas en este informe.

La CNB recomienda que, tal y como se establece en la Ley 9/2003 y Real Decreto 452/2019, de 19 de
julio, por el que se modifica el Real Decreto 178/2004, de 30 de enero, el ensayo sea controlado por la
Autoridad competente para los casos relacionadas con la realizacion de los programas de investigacion a
que se refiere el articulo 3.2.b) de la Ley 9/2003, de 25 de abril, durante la siembra, la cosecha y
destruccion del mismo, y también durante el seguimiento de un afio de la parcela tras la finalizacion
del ensayo, con el fin de garantizar el cumplimiento de todas estas medidas de control y gestion.

Por altimo, ante cualquier incidencia se deberd informar a la Autoridad competente y a la Comision
Nacional de Bioseguridad y se tomaran las medidas adecuadas, incluida la destruccion del ensayo de
campo si fuera necesario.

CONCLUSION: Se considera que en el estado actual de conocimientos y con las medidas de
control y uso propuestas, este ensayo experimental en campo con arroz modificado genéticamente
Nno supone un riesgo significativo para la salud humana y/o el medio ambiente.

Una vez concluido los ensayos de campo de cada campafia, se remitira un informe de resultados de los
mismos, en espafiol y en inglés, a la Autoridad competente y a la Comision Nacional de Bioseguridad
conforme al modelo que figura en el Anexo XI del Reglamento 178/2004, de 30 de enero, de desarrollo
de la Ley 9/2003, asi como la informacion adicional solicita por la CNB en este informe. La remision de
esta informacién seré condicién indispensable para la concesion de futuras autorizaciones de ensayos
con organismos modificados genéticamente.

Madrid, a 28 de mayo de 2024
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