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CHOPOS MODIFICADOS GENETICAMENTE (NOTIFICACION B/ES/11/26)

Caracteristicas, objetivo vy duracién del ensayo:

El proyecto propuesto consiste en la generacion de arboles transgénicos obtenidos por
transformacion con un gen quimérico que al ser transferido al genoma de chopos hibridos (Populus
tremula X P. alba) permite la sobre-expresion de un gen de un factor de transcripcion (Dof 5) de
pino. Este factor de transcripcion regula la expresion de los genes de Glutamina Sintetasa en pino
que parecen estar implicados en el control de la expresion de genes del metabolismo carbonado en el
arbol.

Se plantea la posibilidad de controlar los procesos de fijacion de carbono y asimilacion de nitrégeno
que son claves en la produccién de biomasa. Con este ensayo se contempla, asi mismo, la
evaluacién de impacto ecoldgico por su liberacién al medio ambiente.

Con la solicitud de liberacion que se presenta se pretenden conseguir los siguientes objetivos:

- Realizar un proyecto de 1+D en colaboracion con la empresa ENHOL S.L, que permitira evaluar
en condiciones de campo el impacto de la modificacion genética en la biologia de los arboles. Se
han disefiado ensayos dirigidos a comprender los efectos de la sobre-expresion del transgén en el
crecimiento de los arboles, y su relacion con variaciones estacionales del contenido en carbono y
nitrégeno.

- Evaluacion de los efectos y riesgos potenciales que el cultivo de los arboles modificados
genéticamente puedan tener en el medio ambiente.

El ensayo se llevara a cabo en el municipio de Bufiuel (Navarra), en una parcela de 6.335 m® en una
zona de cultivo de regadio (aproximadamente unos 1000 arboles).

La primera liberacion se realizaria tentativamente a partir de la primavera-verano de 2012 con objeto
de aprovechar la etapa de mayor crecimiento de las plantas y la duracidn prevista sera de tres afos.

Antecedentes:

Es la primera vez que se propone llevar a cabo en Espafia ensayos de campo con estos chopos
modificados genéticamente.
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Identificacion y caracterizacion de riesgos potenciales:

a) Capacidad de transferencia del material genético:

Los hibridos P. tremula X P. alba son hibridos homdgamos que se corresponden en numero de
cromosomas con sus progenitores; estos hibridos son generalmente estériles debido al apareamiento
imperfecto (heterogenético) y recombinacion de los cromosomas durante la meiosis. Ocasionalmente
se han detectado cruzamientos retrogrados y generacion de individuos F2. Existe una posible
compatibilidad con sus especies progenitoras, pero muy atenuada por sus caracteristicas de hibrido
mondgamo.

Uno de los aspectos mas importantes en ensayos con arboles modificados genéticamente a tener en
cuenta es la transferencia genética potencial a especies compatibles. Teniendo en cuenta que la
floracion de estos chopos se produce a los 4-5 afios y las semillas tienen muy poca viabilidad
(homogamo), la CNB considera que las medidas que se tomaran para gestionar esta cuestion son
adecuadas. El notificador propone la tala de los chopos a los 3 afios, por lo que sera antes de la
floracion y ademas se compromete a notificar a las autoridades competentes el dia y la hora de la tala
para que testifiquen la eliminacién efectiva de los arboles.

Ademas, la CNB opina que debe aprovecharse la realizacion de este ensayo para comprobar que

no se produce una floracion precoz, y si no fuera éste el caso, se informaria de inmediato a la
CNBy a la Autoridad competente con el objeto de decidir las medidas a tomar sobre el mismo.

b) Estabilidad genética y fenotipica:

El notificador sefiala que la region T-DNA transferida a las plantas estd integrada en el material
cromosomico nuclear y de acuerdo con los estudios en otras plantas modificadas genéticamente su
estabilidad es elevada y su comportamiento similar al de cualquier cardcter con segregacion
mendeliana.

No se ha presentado en concreto ningin dato sobre la estabilidad de esta planta modificada
genéticamente, sin embargo, el notificador sefiala que las plantas seran objeto de diversos estudios
para evaluar la estabilidad de los genes introducidos. Se analizara la presencia del transgén en el
genoma de chopo utilizando, por un lado, ampliacion por PCR con cebadores especificos de DNA que
codifica el marco de lectura de Dof 5 de pino, y por otro, se hardn ensayos de Southern blot con
objeto de confirmar la presencia del transgén en el genoma del chopo y del nimero de copias
insertadas en cada linea.

La CNB solicita que se vayan aportando los resultados de dichos estudios de estabilidad

cuando estén disponibles, coincidiendo con algun informe anual o el informe final (ver
conclusiones finales de este informe).

Ministerio

de Agricultura,
Alimentacion y
Medio Ambiente



c) Caracterizacion molecular:

En el arbol modificado genéticamente se han incluido dos genes:

- Gen quimérico que contiene la secuencia de cDNA de Dof 5 aislada de Pinus pinaster (pino),
que es un factor de transcripcion implicado en la regulacion de la expresion de los genes de
glutamina sintetasa en pino y probablemente también esté implicado en el control de la
expresion de genes del metabolismo carbonado en el arbol.

- Gen npt-I1, marcador que confiere resistencia a la kanamicina y que ha permitido la seleccion de
las células/explantes modificados genéticamente.

La construccion génica se ha realizado empleando métodos de la tecnologia del DNA recombinante
y la transferencia del gen quimérico a la planta se ha realizado mediante infeccién con
Agrobacterium tumefaciens. La deteccion de la region introducida se ha realizado mediante analisis
Southern blot, empleando como sonda la secuencia de cDNA de Dof5 de pino contenida en el gen
quimeérico.

Para la seleccion de los transformantes se ha utilizado en gen npt-11. Este gen marcador que confiere
resistencia a la kanamicina esta clasificado por EFSA en el Grupo |, es decir el riesgo para la salud
y/o el medio ambiente se considera muy bajo (son genes que confieren resistencia a antibioticos
poco utilizados ya en terapias contra enfermedades humanas o animales y ademas, estas resistencias
ya estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y en el tracto digestivos de los animales. Por otro
lado, la probabilidad de transferencia genética horizontal planta-bacteria, se considera muy baja). No
obstante, la CNB recomienda la futura eliminacién de los genes de resistencia a los antibioticos
(GMRA) clasificados en el Grupo | de EFSA de cara a una futura comercializacion, aunque no
ve problema en la utilizacion de éstos durante estas fases preliminares de investigacion y desarrollo.

d) Toxicidad y alergenicidad:

Dadas las caracteristicas de los genes introducidos y el posible uso de los arboles en actividades
comerciales (obtencion de pasta para papel y de madera para diversos usos), el notificador no prevé
peligro potencial o efecto nocivo sobre la salud humana ni sobre el medio ambiente.

No obstante, la Comision Nacional de Bioseguridad se reserva el derecho de solicitar informacién

adicional sobre estudios toxicol6gicos en un futuro, si se continlia con este proyecto con vistas a
un posible cultivo comercial de estos arboles.

e) Capacidad de supervivencia, establecimiento y diseminacion:

De un analisis de varias lineas de chopo realizado previamente en confinamiento, se ha comprobado
que, en comparacion con los controles no transformados, estos arboles transgénicos contienen mayor
contenido en clorofila total, mayor contenido en azUcares solubles y una disminucién del contenido
de aminoacidos fotorrespiratorios: glicina y serina.
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Los estudios de crecimiento y desarrollo indicaron que los arboles transgénicos presentan mayor
crecimiento en altura y mayor numero de hojas por planta asi como un considerable aumento del
area foliar (comparados a los controles sin transformar).

Sin embargo, la tasa de reproduccion sexual asi como la diseminacion de la planta estan muy
restringidas por su caracter de hibrido homdgamo. Durante los estudios previos realizados con estos
chopos se ha observado que la capacidad de supervivencia es similar a las plantas progenitoras.

f) Efectos sobre organismos no diana:

El notificador indica que no se esperan efectos adversos sobre organismos no diana derivados del

cultivo de estos chopos modificados genéticamente. No obstante, se han planteado por parte del

notificador, estudios adicionales para la caracterizacion de los chopos modificados genéticamente.

Para ello se realizaran:

a) Estudios comparativos sobre la biodiversidad y capacidad de crecimiento de especies vegetales en
el entorno en las distintas etapas anuales de crecimiento utilizando material vegetal de parcelas de
chopos situados en el mismo area geogréafica y que carecen del transgén.

b) Se tomaran muestras de suelo en areas colindantes a la zona de ensayo y se investigara la presencia
del transgen en muestras de microorganismos del suelo.

c) Se realizard en la medida de lo posible un seguimiento de impacto sobre la poblacion de la fauna
autoctona de la zona.

La Comision Nacional de Bioseguridad considera que el posible impacto sobre estos organismos
es un factor importante a tener en cuenta ya en las primeras fases experimentales y valora muy
positivamente que se planteen estos estudios. Sin embargo en primer lugar, sugiere que se
incluya siempre un control, y ademas recomienda las siguientes mejoras en los criterios
seleccionados en los protocolos para llevar acabo estos estudios adicionales:

En relacion con el punto b) sobre la determinacion de la presencia del transgén en el suelo, la CNB
considera que el protocolo propuesto no aporta una cantidad de muestras estadisticamente
significativa, ya que sélo se toman tres y ademas se agrupan después de recogida, con lo que en
términos précticos se estd tomando una sola muestra. En este sentido la CNB recomienda que:

1) La toma de muestras se deberia hacer de forma circular y no de forma lineal, teniendo en cuenta
que la posible propagacion del transgen ocurrira de forma circular o de la forma en que los
exudados radiculares (las raices) se dispongan.

2) Se debe determinar con antelacién los limites de deteccion de la técnica propuesta.

En cualquier caso, se valora positivamente este primer estudio propuesto que se limita a la deteccion
de la presencia del transgén, y basandose en los resultados obtenidos se considerara en un futuro, la
posibilidad de contemplar el dafio acumulativo que la expresion de ese gen pudiera tener en los
microorganismos de la rizosfera de los chopos a través de los exudados radiculares, para lo cual no es
preciso que el transgén esté presente en el suelo.

Por lo que respecta al punto c) sequimiento de impacto sobre la poblacion de la fauna de suelo, se
solicita se tengan en cuenta las siguientes recomendaciones:
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1) Realizar muestreos durante los tres afios del ensayo de liberacion.

2) Realizar la toma de muestras al menos 5 veces al afio para tener una mejor representacion de la
fauna de suelo (ésta puede variar a lo largo del afio).

3) Incrementar el numero de muestras con el core en, al menos, 5 muestras por parcela y fecha de
muestreo.

4) Seria recomendable mandar un informe de resultados cada afio para poder, en su caso, ir
optimizando el protocolo.

g) Posibles interacciones con el entorno abiotico:

Teniendo en cuenta que entre los objetivos de este ensayo con chopos transgénicos esta la
determinacion de los niveles de enzimas que van a participar en el aporte de esqueletos carbonados y
en el proceso de incorporacion de amonio a los mismos, se considera muy apropiado hacer un
seguimiento del contenido de nitrdgeno mineral en suelo, tal y como propone el notificador.

h) Medidas propuestas de preparacion y gestion del lugar de liberacion:

El notificador propone un aislamiento de seguridad de la parcela experimental con una distancia
minima 10-15 metros en todos sus puntos con respecto a otros cultivos de especies compatibles.

No obstante, y dado que, tal y como se ha descrito anteriormente, el hibrido P. tremula X P. alba
suele florecer entre el cuarto y el quinto afio de crecimiento, la CNB considera que las medidas
gue ha propuesto el notificador mas efectivas y que habran de implementarse para garantizar
gue no se dispersen ni polen o semillas, sera la tala de los arboles al tercer afio con anterioridad
a la aparicion de las flores. Ademas, después de la tala se procedera al destoconado en una
profundidad de 50 cm. y al posterior tratamiento con un herbicida de pre-emergencia para
evitar posibles rebrotes.

Adicionalmente, para aislar el experimento de campo de otros cultivos o poblaciones silvestres
de chopos de la zona se bordeara la parcela experimental con una malla cinegética enterraday
anclada a 20 cm. de profundidad, y lo suficientemente alta (unos 2 m.) para evitar igualmente el
acceso de personas no autorizadas y que puedan llevarse material del ensayo. En ese sentido, el
acceso al lugar debera estar controlado y restringido Unicamente al personal autorizado.

i) Control y tratamiento de residuos:

Las medidas propuestas por el notificador y otras sugeridas por la CNB que seran puestas en
practica seran:

- Durante la liberacion se eliminaran y destruiran, cada 15 dias, las plantas herbaceas que hayan

crecido en la parcela experimental mediante eliminacion mecanica y en ocasiones aplicacion de
herbicidas en las filas de plantacion.
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- Se comunicara a la Autoridad competente el dia y hora de la tala de los arboles para la
destruccion del ensayo con la suficiente antelacion para que ésta pueda acudir.

- Una vez destruido el ensayo, todo el material procedente de los arboles sera almacenado en
bolsas para su posterior incineracion. La recogida de material se realizarda con anterioridad al
riego de la parcela por inundacion.

- La eliminacion de los fustes de los arboles después de su aprovechamiento, medicion y analisis
para su estudio, se astillaran y se incineraran para su total destruccion.

- La eliminacién de los tocones, se realiza mediante una trituradora hasta una profundidad de 50
cm, que hace imposible su regeneracion con la posterior eliminacion de los residuos restantes
por incineracion.

- No se realizard ninguna otra plantacién (comercial o no) de chopos en la parcela durante los tres
afos siguientes a la finalizacion del ensayo y se hara un seguimiento de la ausencia de rebrotes
en la misma y durante el mismo periodo, principalmente durante la primavera, época de mayor
crecimiento.

- Finalmente, asi mismo se comunicara a la Autoridad competente el final de dicho seguimiento.

La Autoridad Competente, en su caso, realizard las visitas de inspeccion que considere oportunas,
antes, durante y tras la finalizacion de los ensayos.

CONCLUSIONES:

Se considera que en el estado actual de conocimientos y con las medidas de control y uso
propuestas, este proyecto de liberacion al medio ambiente de 3 afios de duracion no supone un
riesgo significativo para la salud humana y/o el medio ambiente.

No obstante la CNB considera que, para este ensayo de liberacion trianual, se remitird un Informe
Anual de Resultados, en espafiol y en inglés, a la Autoridad competente y a la Comisién 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, incluyendo asi mismo, los resultados obtenidos para cada
uno de los estudios propuestos sobre interacciones sobre organismos no diana en este informe.

Asi mismo, se remitira un Informe de Resultados Final comprendiendo los tres afios de ensayo
conforme, igualmente, con el modelo antes indicado. La remision de esta informacion serd condicién
indispensable para la concesion de futuras autorizaciones de ensayos con organismos modificados
genéticamente.

Por ultimo, cualquier modificacion que se proponga realizar antes, durante o tras la finalizacion del
ensayo deberd4 comunicarse previamente a la Autoridad competente y a la Comision Nacional de
Bioseguridad, para que éstos sean evaluados y aceptados, si fuera el caso.

Madrid, a 5 de marzo de 2012
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