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Antecedentes

El 17 de julio de 2024 se recibid desde la Autoridad competente de la Junta de Andalucia la
notificacion B/ES/24/21, correspondiente a una liberacion voluntaria, distinta de la
comercializacion, con maiz waxy CRISPR-Cas9 de Pioneer Hi-Bred Spain S.L., solicitando su
estudio por la Comisién Nacional de Bioseguridad (CNB).

Esta notificacion se estudié en las reuniones 183? y 1842 de la CNB, celebradas los dias 17 de
septiembre y 12 de noviembre de 2024, respectivamente.

Caracteristicas del OMG, objetivo v duracién del ensayo:

Pioneer Hi-Bred Spain S.L. (miembro del grupo de empresas Corteva Agriscience) propone este
ensayo de liberacion voluntaria con maiz waxy editado genéticamente, cuya liberacion seria de abril a
diciembre de 2025.

El maiz waxy CRISPR-Cas9 se ha desarrollado con el fin de eliminar el gen endégeno Wx1 y cuyo
fenotipo previsto es el de presentar granos con alto contenido de amilopectina, por lo que es
considerado un producto de valor gracias a las propiedades fisicas y quimicas que le confiere ese alto
contenido de amilopectina. El almidon de maiz waxy tiene una versatilidad de usos en las industrias
alimentaria y de fabricacion de papel, ademas de en las industrias textil, de corrugado o adhesiva.

Los fines principales del ensayo de campo son educativos y de demostracion sobre el potencial de la
tecnologia de edicidn genética.

Evaluacién del riesgo

a) Planta receptora

El maiz es una especie anemdfila y monoica, es decir, posee dos inflorescencias separadas sobre un
mismo pie. En condiciones normales, el maiz suele polinizarse en méas de un 95% por polinizacién
cruzada. No obstante, también se da una pequefia tasa de autopolinizacién (menos del 5%). El maiz
es una especie tipicamente alégama.

En cuanto a los factores especificos, en su caso, que afecten a la reproduccion, los estadios mas
criticos del crecimiento son la formacion de los penachos y sedas, la polinizacion, y las situaciones
de estrés relacionadas con la humedad y la fertilidad, las cuales influyen enormemente en el
rendimiento del grano. Por regla general, el polen de maiz es viable durante poco tiempo. En
condiciones de altas temperaturas y desecacion, el polen solo es viable durante minutos. Unas
condiciones mas benignas podrian alargar la vida del polen en el campo hasta algunas horas.

En cuanto a su periodo de generacién, el maiz es un cultivo anual con un ciclo vegetativo que varia
entre 10 y 48 semanas, desde la emergencia de las plantulas hasta la madurez. Esta diferencia de
tiempo que precisan los diferentes tipos para alcanzar la madurez es la que permite cultivar el maiz
en gran cantidad de condiciones climéticas diferentes.
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b) Modo y tasa de reproduccion

El maiz waxy CRISPR-Cas9 contiene una delecion dirigida del gen endégeno Wx1 y no contiene
secuencias no intencionales derivadas de los plasmidos de transformaciéon. Se han reportado
numerosas mutaciones espontaneas e inducidas en el gen Wx1 que conducen al fenotipo waxy en el
maiz y la comercializacion y el cultivo de maiz waxy convencional (incluido el de la UE) y los
ensayos con maiz waxy CRISPR-Cas9 en los EE.UU. no indican que las mutaciones knockout de
WHx1 tengan un efecto en el modo o modos y/o la tasa de reproduccion.

Por lo tanto, se prevé que el maiz waxy CRISPR-Cas9 sea comparable al maiz convencional no
waxy o0 al maiz waxy convencional en relacion con el modo o modos y/o la tasa de reproduccion, y
cuando el maiz waxy CRISPR-Cas se ha cultivado fuera de la UE no se ha observado ninguna
diferencia.

c) Diseminacién
No hay indicios de que las mutaciones knockout de Wx1 tengan un efecto sobre la diseminacion.

d) Capacidad de supervivencia

El maiz se cultiva en una amplia gama de condiciones climaticas y es adecuado para climas calidos
y templados (OECD, 2003). La supervivencia y la reproduccion del maiz estan limitadas por
condiciones ambientales extremas (estrés por calor, heladas, sequias, lluvias excesivas, etc.) (Shaw,
1988) y también es poco probable que las poblaciones de maiz sobrevivan fuera de entornos
agricolas manejados. En general, después de haberse cultivado maiz en un campo no se producen
rebrotes. En los casos en los que aparecen rebrotes en los dias posteriores a la cosecha, las nuevas
plantas suelen morir por el frio del invierno. No obstante, en condiciones favorables (invierno
suave), los rebrotes pueden encontrarse en la primavera, pero raramente llegan a alcanzar la fase
reproductora.

e) Probabilidad de que las PSMG se conviertan en mas persistentes que el receptor o las plantas
parentales en los habitat agricolas 0 més invasoras en los hébitats naturales.

No se espera que el maiz waxy CRISPR-Cas9 difiera de las lineas convencionales de maiz Wx1 o
maiz no waxy en relacién con el modo o modos y/o la tasa de reproduccién, diseminacién y
supervivencia.

Se han reportado varias mutaciones espontaneas e inducidas en el gen Wx1 que conducen al
fenotipo waxy en el maiz. El fenotipo waxy de los productos comerciales actuales de maiz waxy de
Corteva se origina a partir de una variedad de maiz que porta una mutacién knockout en el gen Wx1.
No se espera que la liberacion deliberada en el medio ambiente del maiz waxy CRISPR-Cas9 tenga
efectos adversos para la salud humana y animal ni para el medio ambiente.

f) Compatibilidad sexual con otras especies vegetales cultivadas o silvestres, indicando la
distribucion de las especies compatibles en Europa

La region mesoamericana (centro sur de México y Centroamérica) es reconocida como el centro de
origen del maiz (OECD, 2003). El maiz tiene una alta tasa de entrecruzamiento y puede polinizar
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variedades sexualmente compatibles (otros hibridos de maiz cultivados, variedades locales y
teosinte) (OECD, 2003).

En el verano de 2014 se detectd el teosinte (Zea mays spp.) como mala hierba en campos de maiz de
Aragon y, en menor medida, en Catalufia. Hasta la fecha no se ha descrito la presencia de teosinte en
Andalucia. Ademas, la finca donde se realizara el ensayo es propiedad de Pioneer Hi-Bred Spain
S.L., y desde hace méas de 10 afios se realizan ensayos en la misma, no habiéndose detectado la
presencia de teosinte en todo este periodo. Por lo tanto, no se espera que haya presencia de teosinte
en el area donde se realizaré el ensayo, y por ello, el notificador indica que la probabilidad de que
haya flujo de genes de los maices objeto de las notificaciones a la planta silvestre es extremamente
baja.

CNB: se debera controlar el area del ensayo durante el tiempo de desarrollo del mismo, y
también durante el afio posterior, para comprobar la aparicion potencial de plantas de
teosinte.

g) Modificacion genética

La modificacion genética realizada consiste en una delecion del gen Wx1 en el maiz waxy CRISPR-
Cas9 que da como resultado la ausencia de la enzima “almidén sintasa unida a granulo”, lo que lleva
a la interrupcion de la ruta que forma la amilosa y da como resultado la produccion de almidén que
es casi 100% amilopectina.

La metodologia empleada ha sido la tecnologia CRISPR-Cas9 para eliminar el gen Wx1 del maiz de
forma independiente en lineas puras de maiz. Esto se logré mediante la introduccién de dos ARN
guia para generar dos roturas en la doble cadena (DSBs) de ADN en ubicaciones especificas. Un
ARN guia 5' es homo6logo a una secuencia en la region promotora del gen Wx1 aguas arriba del sitio
de inicio de la transcripcion putativa, y un ARN guia 3' es homdlogo a la secuencia en la 3'UTR
(regién no traducida) del gen Wx1. EI DSB generado fue reparado posteriormente por el sistema
“Non- Homologous End Joining” (NHEJ). Esto dio lugar a lineas puras de maiz con la delecion de la
secuencia de ADN entre los dos sitios DSB, causando la inactivacion del gen Wx1. Este uso de la
tecnologia CRISPRCas9 se denomina tecnologia Gene-OFF (Podevin et al., 2013). Estas lineas se
utilizaron para generar hibridos de maiz waxy CRISPR-Cas9.

El maiz waxy CRISPR-Cas9 se generd mediante el bombardeo de particulas de embriones de maiz
inmaduros con seis plasmidos. El plasmido 1 es el donante de la endonucleasa Cas9; los plasmidos 2
y 3 son los donantes del ARN guia 5’ y del ARN guia 3°, respectivamente; los plasmidos 4 y 5 son
donantes de los dos genes auxiliares para mejorar la respuesta embrioide y las frecuencias de
regeneracion de las plantas; y el plasmido 6 es el donante del marcador de seleccion NPTII.

Los dos hibridos de maiz waxy CRISPR-Cas9 obtenidos contienen delecion del gen Wx1 y no
contienen secuencias no intencionales de ADN de los plasmidos de transformacion y son
indistinguibles de las plantas que podrian ser el resultado de la variabilidad del genoma nativo o
desarrolladas en el programa de mejora convencional.

En cuanto a las partes de la planta en las que se expresa el gen NLB18 se localiza principalmente en
el tejido foliar.
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Informacion relativa a la liberacion voluntaria

1) Localizacion y extension del lugar o lugares de liberacién

Se planea llevar a cabo esta liberacion voluntaria durante la campafia de cultivo de maiz 2025, a
partir del 1 de abril 2025 hasta el 31 de diciembre 2025.

Este ensayo, junto con otros dos propuestos por la misma empresa (B/ES/24/22 y B/ES/24/23) se
Ilevarén a cabo en la Finca de La Rinconada. Se ha presentado el disefio experimental del conjunto
de las lineas de las plantas editadas, asi como las lineas de maiz convencional no modificado que se
van a sembrar rodeandolos, indicando asi mismo, que se van a disponer los tres ensayos en la misma
parcela de liberacion dentro de dicha finca.

Se indica que se podran sembrar hasta 500 m? de plantas de maiz waxy CRISPR-Cas9 y la superficie
total ocupada por la liberacion (incluyendo todas las lineas y bordes) no sera superior a 5.000 m2.

2) Potencial de transferencia de genes a las mismas 0 a otras especies de plantas sexualmente
compatibles en las condiciones del ensayo

El ensayo se encuentra en zonas en las que suele cultivarse maiz. En Europa no habia especies
vegetales silvestres sexualmente compatibles con el maiz, sin embargo, desde 2014 se detecta la
presencia de un pariente silvestre (teosinte), especie de origen mesoamericana solo el maiz cultivado
seria sexualmente compatible, pero se mantendra una distancia de aislamiento de 200 metros a otros
campos de maiz cultivado.

3) Descripcion del ecosistema del lugar de liberacién, con inclusién de datos sobre el clima, flora y
fauna

El lugar elegido para la realizacion de este ensayo se encuentra en una zona agricola fuera de
biotopos oficialmente reconocidos o de &reas protegidas. La fauna y la flora no presentan
caracteristicas especiales.

4) Método de preparacion y gestion del lugar de liberacion, con cardcter previo, simultaneo o
posterior a la liberacién, con inclusién de practicas de cultivo y métodos de recoleccién

El lugar se preparard segun las practicas agrondmicas corrientes para el cultivo de maiz en el érea.
La maquina sembradora, y también la cosechadora si las hubiera, se limpiaran antes de salir del
lugar del ensayo. Si se tuviesen que recoger algunas semillas, se recogeria toda la mazorca y se
destruiran la mazorca y todas las semillas que no se utilicen. Al terminar la liberacion, todos los
restos vegetales, incluyendo las filas del borde agronomico sembradas con maiz convencional que
rodean al lugar del ensayo, seran destruidos mediante su troceado e incorporacion al suelo mediante
un roturado profundo.

Tras la liberacién, la parcela se visitara durante un periodo de un afio para asegurar la retirada de
plantas adventicias de maiz si las hubiera. Aungue las plantas adventicias en general no pueden
sobrevivir a un invierno duro, se llevara a cabo un seguimiento de las posibles plantas adventicias de
maiz para asegurarse de su destruccion antes de la floracion.
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No se plantara maiz comercial en la misma parcela el afio siguiente, aunque el notificador indica que
se podré utilizar la misma parcela para realizar ensayos en Parte B.

El nimero aproximado de plantas (o plantas por metro cuadrado) sera de una densidad de plantas de
hasta 100.000 plantas/ha.

CNB: el seguimiento de las posibles plantas adventicias o rebrotes debera realizarse en la
parcela utilizada durante el afio siguiente a la finalizacion de este ensayo.

5) Método de liberacion de las plantas modificadas genéticamente

Las semillas se recibiran en recipientes individuales y debidamente etiquetados y seran transportadas
al campo el mismo dia de la siembra. Las actividades de manipulacién necesarias para la realizacion
del ensayo seran llevadas a cabo por personal cualificado y familiarizado con las medidas
preventivas para evitar la dispersion.

Las semillas seran sembradas en filas, manualmente o utilizando una maquina sembradora. Para
facilitar el acceso a las plantas, se crearan pasillos al final de las lineas. Se ha adjuntado el mapa del
ensayo Y la referencia catastral de la parcela.

El polen liberado de las plantas de maiz waxy CRISPR-Cas9 se controlard manteniendo una
distancia de aislamiento de 200 metros con cualquier otro cultivo comercial de maiz. Como se hace
en cualquier ensayo con maiz convencional, el sitio del ensayo estara rodeado de hileras
agronémicas de maiz convencional de madurez similar. Las filas de borde agronémico también se
destruirén al final de la liberacion.

Los granos se adhieren a una mazorca y quedan encerrados en mdltiples espatas que protegen las
semillas del contacto exterior. Por lo tanto, no es probable que se produzca la eliminacion de granos
individuales. Si se tuviesen que recolectar semillas, esto se hara tomando muestras de la mazorca
entera y las semillas no utilizadas se destruiran.

6) Descripcion de los métodos de tratamiento del lugar tras la liberacién

Una vez finalizada la liberacion, todos los restos de material vegetal (todas las partes vegetativas de
las plantas y el grano si lo hubiera) se destruiran troceandolos e incorporandolos en el suelo
mediante un roturado profundo. Las filas del borde agrondmico sembradas con maiz convencional
que rodean al lugar del ensayo se destruiran también al terminar la liberacion.

El afio siguiente no se plantara maiz comercial en la misma parcela. Aunque las plantas adventicias
en general no pueden sobrevivir a un invierno duro, las plantas adventicias de maiz, si las hubiera,
serian sometidas a seguimiento. La parcela sera inspeccionada regularmente durante un periodo de
un afio tras el final de la liberacidn para asegurarse de la destruccion de plantas adventicias de maiz,
si las hubiera, antes de la floracion.

Ninguna planta o producto vegetal procedente del ensayo entrara en las cadenas alimentarias o de
piensos.

CNB: Si aparecieran rebrotes, se debera comunicar a la Autoridad competente y a la
Comisién Nacional de Bioseguridad, y éstos deberan ser eliminados.
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7) Informacidn sobre los planes de control, sequimiento y tratamiento de residuos tras la liberacién

a)

Distancia o distancias de especies vegetales compatibles sexualmente, tanto variedades
silvestres afines como cultivadas: se mantendra una distancia de aislamiento de 200 metros a
otros campos de maices que pueden ser compatibles sexualmente.

b) Medidas para reducir o evitar la dispersion de cualquier érgano reproductor de las PSMG (por

ejemplo, polen, semillas, tubérculos): se recibira las semillas en envases individuales segun las
necesidades de la siembra, cerrados, debidamente etiquetados como ‘“‘conteniendo material
modificado genéticamente”, y seran transportadas al campo el mismo dia de la siembra en un
doble embalaje.

Ademas de la distancia de aislamiento de 200 metros a otros cultivos no experimental de maiz,
como se hace en los ensayos de maiz convencional, el lugar del ensayo se rodeara con filas de
bordura agrondémica de maiz convencional de una madurez similar. Estas filas de bordura
agrondmica también se destruiran al final de la liberacion.

Los granos estan fijados a una mazorca y rodeados de muchas espatas que les protegen del
contacto con el exterior. Asi, no es probable que ocurra la dispersion de las semillas
individuales. Si se tuviesen que recolectar algunas semillas, se recogeria toda la mazorca y se
destruiran la mazorca y todas las semillas que no se utilicen.

Descripcion de los planes y técnicas de seguimiento: durante la liberacion se visitaran
regularmente las parcelas de ensayo a fin de satisfacer las necesidades agronémicas y
experimentales, o al menos una vez cada cuatro semanas. Estas visitas también permitiran
seguir el crecimiento de las plantas y controlar que no se disperse el material. Tras el final de
la liberacion, la parcela sera inspeccionada regularmente por un periodo de un afio, y a lo
menos en los momentos importantes para el cultivo de maiz (siembra, floracion, cosecha), para
vigilar la aparicion de plantas adventicias. Si surgieran plantas adventicias, estas serian
retiradas manualmente o destruidas antes de su floracion con un herbicida. Ademas, para
facilitar el control de cualquier posible planta adventicia, no se sembrard ningun cultivo
comercial de maiz en la misma parcela el afio siguiente.

Al finalizar la liberacién se entregara a la Autoridad Competente un informe de acuerdo con la
decision 2003/701/CE.

d) Descripcién de los planes de emergencia: el seguimiento regular del ensayo permitira la

identificacion inmediata de cualquier hecho o situacion no deseados provocados par factores
externos, como por ejemplo condiciones climaticas desfavorables. En caso de emergencia, la
persona de contacto informard inmediatamente a la Autoridad competente encargada del
control del ensayo para definir cuales son las medidas que deberan aplicarse. Segun las
necesidades, el ensayo podria detenerse y destruirse mediante la destruccién mecanica o la
pulverizacion con un herbicida y mediante la incorporacion en el suelo con un roturado
profundo. En cualquier caso, la evaluacién del impacto medioambiental no ha identificado
ningun efecto adverso para la salud humana o animal ni para el medio ambiente derivado de
la liberacién voluntaria maiz waxy CRISPR-Cas9.
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Consideraciones finales y conclusion

La CNB considera adecuadas las medidas propuestas para la liberacion voluntaria B/ES/24/21
propuesta por Pioneer HiBred Sain S.L., asi como las medidas de bioseguridad, antes, durante y
después del ensayo, que deberdn 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 ultimo, ante cualquier incidencia se debera informar a la Autoridad competente y a la Comisién
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 maiz modificado
genéticamente no supone un riesgo significativo para la salud humana y/o el medio ambiente.

Una vez concluido los ensayos de campo de cada camparia, se remitird 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 informacién adicional solicita por la CNB en este
informe. La remisién de esta informacion sera condicion indispensable para la concesion de futuras
autorizaciones de ensayos con organismos modificados genéticamente.

Madrid, a 22 de noviembre de 2024
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