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Antecedentes

El 18 de diciembre de 2024 se recibio desde el CIOMG la notificacion B/ES/24/42, correspondiente a la
liberacion voluntaria de plantas de tabaco (cv K326) editado genéticamente en genes de la familia MPO,
de Madeinplant S.A.

Esta liberacion se enmarca en un proyecto de investigacion presentado a la convocatoria de Proyectos de
Innovacion de Interés General por Grupos Operativos Supraautonémicos de la Asociacion Europea para
la Innovacién en materia de Productividad y Sostenibilidad Agricolas que tiene por objeto avanzar en el
desarrollo de lineas de tabaco biofactorias de moléculas de alto valor afiadido para su aplicacion
industrial.

El objetivo de la presente liberacion es determinar las condiciones Optimas de crecimiento en campo de
las plantas derivadas de la linea MPO24-1-7-1 para su uso como biofactoria de anatabina. Para ello se
estudiaran distintas condiciones de irrigacion, fertilizacion, marcos de plantacion y fechas de siembra,
evaluandose posteriormente el rendimiento en anatabina en cada una de las condiciones ensayadas.

Esta notificacion se estudi6 en la reunién 1862 de la CNB, celebrada el dia 28 de enero de 2025.

La generacion T3 de plantas derivadas de la linea T2 MPO24-1-7-1 (libre de transgenes) ha sido objeto
de dos liberaciones voluntarias en las campafias 2021 y 2022 (B/ES/21/01 y B/ES/22/05) en el marco del
proyecto Newcotiana, cuyo objetivo fue evaluar su comportamiento en campo y confirmar los fenotipos
observados en condiciones de crecimiento controladas en invernadero. Estas plantas también fueron
objeto de otra liberacion en la campafia 2024 (B/ES/23/36) dentro del mismo proyecto que enmarca la
liberacién de esta solicitud cuyo objetivo fue estudiar la produccion de anatabina en distintas condiciones
de irrigacion y fertilizacion.

Se han presentado los informes de resultados de las liberaciones voluntarias anteriores, en los que se
indica que, hasta el momento, no se ha detectado ningin efecto adverso para la salud o el medio
ambiente.

Obijetivo vy caracteristicas de la Planta Modificada Genéticamente (PMG)

El grupo de investigacion de gendmica y biotecnologia de plantas del IBMCP de la Universidad
Politécnica de Valencia (CSIC-UPV) ha generado mutantes CRISPR/Cas de tabaco cv K326 que
presentan mutaciones en genes de la familia MPO. Estas mutaciones, consistentes en inserciones o
deleciones, resultan en su mayoria, en proteinas truncadas y potencialmente en la perdida de funcion de
estos genes. Las generaciones TO, T1y T2 de las lineas generadas han sido evaluadas en un invernadero
experimental. En estas condiciones, los mutantes MPO muestran un incremento en los niveles de
anatabina y una reduccion en los niveles de nicotina.

El objetivo de esta nueva solicitud de liberacion de plantas derivadas de la linea T2 MPO24-1-7-1, es
ensayar distintas condiciones de irrigacion, fertilizacién, marcos de plantacion y fechas de siembra para
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optimizar la produccion de anatabina en condiciones de crecimiento en campo. El proyecto de
investigacion tiene prevista la realizacion de otra liberacion en la campafia 2025 con la misma linea de
plantas (B/ES/24/41) a cargo del CTAEX en la provincia de Badajoz, con el objeto de evaluar el
comportamiento de las plantas en dos localizaciones diferentes.

Evaluacién del riesgo

1) Modificacion genética

Las lineas objeto de esta liberacion presentan mutaciones en genes enddgenos de tabaco generadas
mediante la técnica CRISPR/Cas, utilizando para ello la transformacion genética mediada por
Agrobacterium rhizogenes. Como vector de transformacion se ha utilizado el vector GB2484, que
contiene las unidades transcripcionales de las proteinas DsRed y Nptll (marcadores de seleccion), la
unidad transcripcional de la proteina Cas9, y las unidades transcripcionales para la expresion de los
gRNAs complementarios a los genes diana.

La linea MPO24-1-7-1-1 de la que originan las semillas T4 objeto de esta liberacion se ha obtenido a
partir de una planta silvestre de la variedad comercial K326 y presenta mutaciones en genes MPOL.
MPOL1 cataliza el segundo paso de la ruta de biosintesis de alcaloides en tabaco en el que N-
methylputrescina es oxidativamente deaminada a 4-aminobutanal que espontaneamente forma el catién
N-metilpirrolinio.

La posterior condensacion del cation N-metilpirrolinio con un derivado del &cido nicotinico da lugar a la
formacién de nicotina y el &cido nicotinico es, a su vez, un precursor de la sintesis de la anatabina. El
analisis del contenido en alcaloides de esta linea muestra una fuerte reduccion en el contenido en nicotina
acompafiada de un aumento significativo en el contenido de anatabina conforme a lo que se esperaria en
mutantes de perdida de perdida de funcion de MPOL. Las lineas de tabaco objeto de este estudio no
contienen ningun fragmento de insercion.

Este fenotipo se ha observado tanto en condiciones de invernadero como en condiciones de campo
(B/ES/21/01, B/ES/22/05 y B/ES/23/36).

2) Probabilidad de mayor persistencia que el receptor o las plantas parentales en los habitat agricolas
0 mas invasoras en los habitats naturales

Actualmente no existe ninguna evidencia que sugiera que la modificacion realizada afecte a la
supervivencia de la planta y la convierta en mas persistente que las plantas parentales en los habitats
agricolas 0 mas invasoras en los habitats naturales.

Ademas, las practicas de cultivo empleadas minimizan el riesgo de persistencia o invasion. Durante la
liberacion se procedera al despunte de las plantas antes de la emision del boton floral previniendo la
formacion de polen y semillas. Asimismo, se procedera a enterrar los restos de cultivo para evitar
posibles rebrotes. Durante el afio siguiente a esta liberacién se llevara a cabo un seguimiento periédico de
la parcela para identificar y eliminar cualquier posible rebrote de plantas de tabaco modificado.

En cualquier caso, la CNB recomienda que, como parte de esta nueva liberacion voluntaria, se
continue vigilando esta eventualidad.



3) Modo, tasa de reproduccidn, diseminacion y capacidad de supervivencia

El tabaco presenta reproduccion natural autdgama (porcentaje de autofecundacion superior al 96%). La
diseminacion del polen de las flores del tabaco es entoméfila por lo que, en el hipotético caso de que
hubiera polen maduro, podria producir polinizacién cruzada en parcelas vecinas cultivadas con otras
variedades de tabaco. Con una separacion de 45 metros entre variedades, cada variedad de tabaco se
autofecundara casi al 100%.

En la Comunidad Valenciana no se conoce de producciones comerciales de tabaco, concentrandose el
98% de la produccion en Extremadura (Norte de Céaceres). El resto de la produccion se sitda en Castilla y
Ledn, Castilla-La Mancha y Navarra. Las semillas de tabaco podrian dispersarse a traves del aire, el agua
o0 animales. La practica habitual del despunte de la planta antes de la apertura del botdn floral y el control
de los brotes axilares asegura la no produccion de polen maduro ni de semilla.

4) Presencia de especies vegetales compatibles sexualmente, tanto cultivadas como silvestres, que
sean parientes

El tabaco es una especie subtropical originaria de Centroamérica y América del Sur que no tiene especies
antecesoras en Europa, por lo que no existen especies compatibles silvestres que puedan cruzarse
formando hibridos fértiles. Puede ser compatible con el tabaco comercial cultivado, pero en la
Comunidad Valenciana no se cultiva tabaco.

En este ensayo experimental, las plantas de tabaco se despuntardn antes de que la yema terminal
evolucione a flor, se aplicara un producto controlador de brotes, y se eliminaran a mano los brotes que
escapen al tratamiento. No habra por tanto produccion de polen maduro ni de semillas. Se considera que
no existe, por tanto, ningun riesgo de transferencia de material genético a plantas de la misma u otra
especie.

Se indica que la probabilidad de que se produzca una polinizacién cruzada entre las plantas transgénicas y
una planta de N. glauca que eventualmente pudiese crecer en las proximidades del area de liberacion es,
en base a lo expuesto anteriormente, minima.

La CNB considera que se deben realizar inspecciones periddicas durante el periodo de floracion de
las plantas transgénicas para detectar la posible existencia de plantas de N. glauca en las
proximidades de la liberacion (zona perimetral a la parcela).

5) Posible impacto sobre el medio ambiente inmediato y/o diferido resultado de interacciones
directas e indirectas entre las PMG vy los organismos ajenos a la investigacion, incluido el impacto
sobre los niveles de poblacién de los competidores, herbivoros, simbiontes (en su caso), parasitos

y patogenos.

La planta de tabaco es susceptible a diferentes plagas que pueden producirse en la region de Valencia,
presentando la variedad K326 resistencia a nematodos. El control de plagas se realizara de acuerdo con la
practica de cultivo habitual por lo que sus efectos no diferiran de los del cultivo comercial de tabaco.

Las hojas de tabaco contienen nicotina, un alcaloide toxico para insectos y mamiferos, incluido el
hombre, si se ingiere o se absorbe a través de la piel. Durante el cultivo de las lineas modificadas se
aplicarén las medidas de proteccion habituales por lo que sus efectos no diferiran de los del cultivo
comercial de tabaco.



Las modificaciones introducidas en los genes MPO resultan en una reduccion en los niveles de nicotina
que podria potencialmente hacer las plantas més susceptibles a herbivoros.

La CNB considera que se deben reportar cualquier efecto inesperado sobre organismos ajenos a
esta investigacion.

6) Posibles efectos sobre la salud humana resultado de las potenciales interacciones entre las PMG y
las personas que trabajan/estan en contacto con ellas o cerca de la liberacién de la PMG.

Los efectos negativos para la salud humana derivados del contacto con las plantas de tabaco modificadas
no difieren de los del cultivo de tabaco convencional: la manipulacion de hojas de tabaco verde sin la
proteccion adecuada puede provocar intoxicacion por nicotina al ser esta absorbida por la piel
(enfermedad del tabaco verde). Asimismo, la aplicacion de productos fitosanitarios para el control de
plagas durante el cultivo requiere el uso de equipo adecuado para la proteccion personal por parte de los
trabajadores.

Como se indica por el propio notificador, la CNB considera que durante esta liberacion se deben
aplicar las medidas de proteccion adecuadas.

Caracteristicas y duracidn de la liberacion

- Localizacién y extension del lugar o lugares de liberacion

El lugar de liberacion esta situado en la finca Sinyent de la Asociacion Valenciana de Agricultores
(AVA-ASAJA) situada en Polifia de Jacar (Polinya de Xuquer). La finca tiene una extension de 25 ha 'y
cuenta con 28 parcelas. La liberacion ocupara una superficie de 2.500 m? y 0.86 ha. Se indican las
coordenadas geograficas de la parcela.

En cuanto al nimero aproximado de plantas, en los ensayos de riego y fertilizacion, fechas de siembra y
marcos de plantacion se trasplantaran un méaximo de 2.136 plantas de la linea MPO24-1-7-1, y un
maximo de 2.136 plantas de la linea parental K326 lo que supone un total de 4.272 plantas.

El disefio experimental de riego y fertilizacion que se ha presentado serad en bloques, separados por una
zona central de riego, con 48 parcelas experimentales de 50 plantas, resultando en 2.400 plantas en total.
Cada parcela tendra unas dimensiones de 4.5 m (tres lineas de cultivo) x 5.6 m = 25.2 m?. En esta
liberacidn se alternaré el riego al 100% de las necesidades del cultivo y con un porcentaje de reduccién en
torno al 30% de las necesidades del cultivo, en combinacién con distintos patrones de fertilizacion.

Ademas, se ensayaran tres fechas de siembra en 18 parcelas experimentales de 50 plantas, requiriendo
900 plantas para esta liberacion voluntaria. Por ultimo, se ensayaran tres marcos de plantacion (45, 50 y
67 plantas/parcela), en 18 parcelas experimentales, requiriendo 972 plantas.

El lugar de liberacion presenta un clima mediterraneo tipico (clasificacion climatica de Képpen Csa). La
temperatura media anual de la zona Ribera Baja en la Comunidad Valenciana es de 17,5 °C, con una
temperatura maxima media de 24,8 °C y una temperatura minima media de 10,1 °C. El nimero medio de
horas de frio se situa en torno a las 450 horas, y el nimero medio de heladas en la serie histérica desde
1992 hasta 2012 es de 1 a 10 dias. La precipitacion media en esta zona es de 450 mm, y el periodo de
sequia medio es de 3 meses.



La parcela se halla situada en un area cultivable agricola con ausencia de bosques, prados o ganaderia
cercanos. Los cultivos principales en la zona son citricos, caqui, aguacate, kiwi, vid, olivos y horticolas de
verano e invierno. La fauna silvestre existente es la caracteristica de las zonas agricolas en esta region;
son frecuentes las urracas, lagartijas, erizos, ratones, conejos y zorros.

Esta previsto que esta liberacion voluntaria empiece a principios de febrero de 2025 con la siembra de las
primeras semillas en invernadero en condiciones confinadas. Ademas, se ensayaran otras fechas de
siembra (principios de marzo y finales de abril). La fecha estimada de inicio de la liberacion voluntaria
con el trasplante a campo de las primeras plantulas germinadas en invernadero es principios de abril de
2025 (para las otras fechas de siembra, el trasplante se realizara a finales de mayo y junio). La liberacién
se extendera hasta el 30 de noviembre de 2025.

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

El area de liberacion no esta incluida en ninguna zona protegida. Sin embargo, se encuentra cerca de la
Zona Especial de Proteccion de Aves (ZEPA) I’ Albufera (ES0000471), situado a aproximadamente 2 km
de distancia en su punto mas cercano. No se espera que el cultivo del tabaco tenga un efecto negativo
sobre esta zona.

- Medidas para reducir o evitar la dispersion de cualquier 6rgano reproductor de las PMG

Las semillas se producen en el IBMCP, UPV (Valencia), que cuentan con la correspondiente autorizacion
para realizar actividades con OMG en condiciones confinadas (notificacion A/ES/04/1-06).

Las semillas seran trasladadas desde el IBMCP (Valencia) a las instalaciones de la Asociacion
Valenciana de Agricultores (AVA-ASAJA, instalaciones ya comunicadas) en tubos de microcentrifuga
de 1.5 ml con tapon de rosca. Cada tubo ira identificado con una etiqueta adhesiva en la que se indicara el
nombre de la linea de tabaco a que corresponde. El cierre de los tubos se sellara con parafilm como
medida de seguridad adicional, lo que evitard su apertura accidental. Los tubos asi preparados se
embolsaran en una bolsa termosellada, que se introducira en un sobre acolchado para su envio. Tanto el
sobre como la bolsa termosellada con los tubos de semillas llevaran anexa una ficha con la informacion
relevante que incluird: (i) la identificacion de la mercancia como semillas editadas genéticamente, y (ii) el
nombre y datos de contacto del remitente y del destinatario. El traslado se realizara en vehiculo particular
0 a través de una empresa de mensajeria.

La siembra se realizard en la nave agricola de la Finca Sinyent, de forma manual en bandejas de
poliestireno expandido rellenas con sustrato. Las bandejas se codificaran para tener las plantulas
identificadas a lo largo de todo el proceso. Tras la siembra, las bandejas se transportaran al invernadero
para la germinacion de las plantas. En este tiempo se controlaran las condiciones de temperatura,
humedad del sustrato, y la sanidad de las plantas que vayan germinando. En caso de ser necesarias se
aplicaran medidas de control de plagas.

La germinacidn de las semillas se llevara a cabo en un invernadero situado en la finca Sinyent de AVA-
ASAJA bajo condiciones confinadas. Para su traslado al lugar de liberacion, se procedera a cubrir los
semilleros con plastico evitando asi la posible dispersion accidental de las plantulas de tabaco. Se
procederd a vaciar los semilleros de las plantulas y sustrato sobrantes que se embolsaran para su
autoclavado. Las bandejas de poliestireno utilizadas para el semillero ya vacias se limpiaran.

- Método de liberacién de las plantas modificadas genéticamente




En la primera semana de abril se procedera al trasplante de las plantas sembradas en febrero (las plantas
sembradas en marzo y abril se trasplantaran en mayo y junio, ver punto anterior) en la localizacién de la
liberacién manualmente o mediante el uso de una trasplantadora mecénica. Tanto la nave agricola donde
se realizard la siembra como el invernadero en el que se germinaran las semillas contaran con los
permisos necesarios para la realizacion de actividades tipo 1 con OMG en condiciones confinadas.

El invernadero utilizado para la germinacion de las semillas se preparara de forma estdndar. Una vez se
hayan enviado las bandejas con las plantas germinadas listas para su trasplante a la localizacion de la
liberacion en campo, se procedera a limpiar y desinfectar el invernadero de la forma habitual. Tras el
trasplante las bandejas se devolveran vacias al semillero, se lavaran, desinfectaran con agua e hipoclorito
(lejia comercial al 10 %) y se dejarén secar. Una vez finalizados los ensayos experimentales se enviaran a
empresas homologadas para su reciclado.

En cuanto a la preparacion y gestién del lugar de liberacidn, la preparacion de la parcela de cultivo sera la
habitual para el cultivo de tabaco, aplicando al suelo las enmiendas organicas y la fertilizacion necesaria,
segun la Norma Técnica de Produccion Integrada del Tabaco. Se ensayara la aplicacion de distintos
regimenes de fertilizacion combinados con distintos regimenes de irrigacion. Siguiendo las précticas
habituales de cultivo de tabaco se procedera al despunte de las plantas antes de la apertura del boton
floral. Se aplicara a continuacion un tratamiento controlador de brotes y se procederd a eliminar
manualmente los brotes que puedan escapar al tratamiento.

Se procedera a la cosecha de las hojas y eventualmente de los tallos de forma manual. Los restos de hojas
y tallos que queden en el terreno seran triturados y enterrados junto con los restos de raices en el suelo de
la parcela de ensayo con pases de rotovator. Esta practica, junto con el efecto de la baja temperatura
mantendra el suelo libre de vegetacion hasta el final del invierno. Ademas, personal de AVA realizara un
seguimiento de la parcela durante el afio posterior a la liberacion para eliminar cualquier rebrote que
pudiese aparecer.

- Descripcién de los métodos de tratamiento del lugar tras la liberacion

Para evitar el posible rebrote de restos vegetales que permanezcan en el terreno tras la cosecha, se
realizaran pases de rotovator que triturara los restos de raices, tallos y hojas y los enterrara en el suelo. Se
realizar4 un seguimiento del area de liberacion durante el afio siguiente a la misma para controlar y
eliminar potenciales rebrotes. Durante ese afio, podria solicitarse un nuevo permiso de liberacién que
incluya las mismas lineas u otras lineas editadas genéticamente en los mismos genes y libres de T-DNA.
En caso de no repetirse una nueva liberacion, el terreno se dejara en barbecho o se cultivara con otras
especies sexualmente incompatibles.

- Descripcién de los métodos de tratamiento tras la liberacién en cuanto a la recogida y los residuos
de la planta modificada genéticamente

Las hojas de tabaco cosechadas se secaran al aire en la nave industrial donde también se realizara la
siembra, extendidas en el suelo de cemento de la nave sobre una lona y cubiertas con una malla para
impedir la posible dispersion accidental de las hojas. El secado también se podrad realizar en el
invernadero donde germinen las semillas, disponiendo las hojas en bandejas de madera con rejilla,
situadas encima de cajas de plastico para favorecer la aireacion. Alternativamente, se podra utilizar para
el secado una estufa localizada en el laboratorio de AVA. Los restos vegetales que permanezcan en el
suelo tras la cosecha se trituraran y enterrardn mediante pases de rotovator.



Una parte de las hojas secas se envasaran en cajas debidamente selladas e identificadas y se trasladaran a
los laboratorios de la empresa ldoasis para la extraccion y analisis de su composicion en alcaloides y
otros productos de interés en procesos de biorrefineria. Las hojas secas restantes se destruirdn mediante
incineracion en la finca de AVA. El material que recibird la empresa ldoasis sera en todo caso material
derivado NO VIABLE (hojas secas) sin capacidad de reproduccion o regeneracion, ni de replicacion del
material genético.

Si se elige destruir las partes aéreas de las plantas mediante incineracion, se solicitaria el permiso
de la autoridad competente de la Comunidad Valenciana.

- Descripcién de los planes y técnicas de sequimiento

Durante el ciclo de cultivo, personal de AVA realizard un seguimiento semanal (0 méas frecuente en
algunos periodos) del cultivo e informaran al investigador responsable de cualquier anomalia detectada.
Tras la cosecha se procedera al triturado y enterrado de los restos de tallos y raices mediante pases de
rotovator. Durante el afio posterior a la liberacion personal de AVA realizard inspecciones visuales
semanales de la parcela para detectar y eliminar posibles rebrotes. Al finalizar la liberacion se enviara un
informe de resultados a la autoridad competente.

- Métodos v procedimientos de proteccion del lugar de la liberacion

En el caso de que surja una situacion de emergencia derivada de fendbmenos naturales, se constituira un
grupo de trabajo formado por el coordinador del proyecto y los responsables de la solicitud y de los
ensayos experimentales. ElI grupo hara una evaluacion de la situacion, tomara las decisiones mas
apropiadas y realizard el seguimiento posterior. La situacion serd notificada inmediatamente a la
autoridad competente.

- Métodos v procedimientos de proteccion del lugar de la liberacion

La liberacion voluntaria se ubicara en una explotacion agricola privada y el propietario se ha
comprometido a realizar inspecciones periddicas semanales. La parcela en la que se establecerd la
liberacion se encuentra vallada en su totalidad. Ademas, se realizard un segundo vallado de alambre del
area de 2.500 m? que contendra las plantas de tabaco, dejando espacio para permitir trabajar con el
tractor. Este segundo vallado dispondra de una puerta con llave, limitandose el acceso a las personas
autorizadas, que seran algunos de los trabajadores de AVA. AVA cuenta con un equipo de vigilantes que
trabajan 365 dias al afio, 24 horas al dia, de modo que en todo momento hay un vigilante en las
instalaciones.

La CNB considera adecuados las medidas y métodos propuestos y espera que se presenten los
resultados de esta liberacion una vez finalizada.

Consideraciones finales y conclusion

La CNB considera adecuadas, las medidas propuestas para la liberacion voluntaria propuesta por
Madeinplant S. A., asi como las medidas de bioseguridad, antes, durante y después de la liberacion
voluntaria que deberan 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, esta liberacidn voluntaria sea
controlada 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 de la misma, y también durante el seguimiento de un afio de la
parcela tras su finalizacion, 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 Comision
Nacional de Bioseguridad y se tomaran las medidas adecuadas, incluida la destruccion del ensayo
experimental de campo si fuera necesario.

CONCLUSION: Se considera que en el estado actual de conocimientos y con las condiciones de uso
propuestas y las consideraciones adicionales propuestas por la CNB, la liberacion propuesta no
supondria un riesgo significativo para la salud humana, animal y el medio ambiente.

Una vez concluido esta liberacion se remitird un informe final de resultados de la misma, 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.

La remision de esta informacién sera condicién indispensable para la concesion de futuras autorizaciones
de liberaciones voluntarias en campo con organismos modificados genéticamente.

Madrid, a 6 de febrero de 2025



