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Antecedentes

Con fecha 16 de enero de 2019, la Autoridad competente de Castilla y Ledn envio la notificacion
B/ES/19/02, solicitando el informe de evaluacion del riesgo de la Comision Nacional de Bioseguridad
en relacion con un ensayo de campo con patatas modificadas genéticamente (patata Susy, variedad
Atlantic), que expresan mayor contenido de almidén y de proteinas solubles, de la empresa Iden
Biotechnology S. L.

Aunque no existen liberaciones anteriores de estas lineas de patata Atlantic modificadas con el gen
Susy de patata, como parte del trabajo de investigacion realizado en colaboracion con el Instituto de
AgroBiotecnologia (Navarra), ya se realizaron dos ensayos de liberacion voluntaria utilizando el
mismo gen y la misma construccion pero introducidos en otra variedad de patata, variedad Desireé
(notificaciones B/ES/06/33 y B/ES/06/34). En este caso, se ha realizado la transformacion en Atlantic
pues es una variedad comercial que tiene ya un mayor contenido en almidén por lo que se espera que
esta mejora sea relevante en su aplicacion a futuros proyectos de produccion de biocombustibles.

Obijetivo vy caracteristicas del OMG

El objetivo del ensayo consiste en la propagacion y evaluacién en campo de la productividad de 10
lineas de patata modificadas genéticamente, variedad Atlantic, (aunque inicialmente se solicito la
evaluacion de 20 lineas, finalmente se ha reducido a 10) que sobreexpresan el gen endégeno Susy de
Solanum tuberosum.

El trabajo que presenta IDEN se enmarca dentro del desarrollo de un proyecto de investigacién sobre
el papel de la sacarosa sintasa (Susy) en la biosintesis del almidon. Los datos obtenidos en afios de
investigacion en las rutas de biosintesis del almidén han permitido demostrar que la sacarosa sintasa
esta involucrada directamente en la biosintesis del almidon, tanto en tejidos heterotréficos (Baroja-
Fernandez et al., 2004) como en tejidos fotosintéticos (Mufioz et al., 2005).

Caracteristicas y duracion del ensayo

La liberacion se realizara en el municipio de Barbadillo (Salamanca), poligono 4, parcela 10. El
ensayo se localizara en la finca Mufiovela que pertenece al IRNASA-CSIC. En 125 metros a la
redonda del ensayo el area pertenece al CSIC, garantizando asi que no habra ningln cultivo de patata
en esa area. El resto del terreno alrededor son tierras de secano, y solamente a unos 300 m hay una
zona con regadio donde nunca se ha cultivado patata pues es una zona donde se realizan ensayos con
cereales, forraje y algo de oleaginosa.
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El area total del ensayo sera de 589,60 m?, de ellos, 297m? corresponderan al area interna donde se
cultivaran las lineas de patatas modificadas y 292,60m? corresponderan al area alrededor donde se
colocaran patatas convencionales que rodearan el ensayo como un borde y que captarén el polen que
se pueda producir.

Se sembraran 10 lineas modificadas (5, 6, 7, 8, 36, 38, 39, 44, 50 y 61), incluyendo ademas como
controles una linea null (muestra de una linea obtenida durante el proceso de regeneracion in vitro
pero que no contiene el gen) y controles wt (no transgenicos). Cada linea tendra tres repeticiones
conteniendo 2 surcos en cada repeticion (12 bloques). En cada uno de ellos se cultivardn un maximo
de 90 plantas (divididas en tres sub-parcelas de 30 plantas cada una, dos surcos de 15
plantas/subparcela con unas dimensiones de 1,4 x 3 m, y un disefio experimental de bloques al azar
con el fin de poder hacer una valoracion estadistica de los resultados. Al inicio y al final se incluiran
dos surcos de wt. Los pasillos entre repeticiones serdn de 1,5 m y se dejara después 1,5 m para pasar
el rotavator. En el perimetro que rodea el ensayo se sembraran 3,5 m con tubérculos de patata
convencional. Se establecera un vallado en todo el perimetro del &rea sembrada formado por piquetes
de 40 x 40 mm clavados a 4 m de distancia y unidos por una malla metalica de 100 x 8 x 15 mm.

Con este disefio, en el area experimental se usaran 1.080 plantas totales y 2.146 plantas en la zona
borde. Se ha aportado el disefio del ensayo.

En cuanto al periodo de liberacidn se propone realizar dos liberaciones en dos afios consecutivos:
2019 y 2020. La primera liberacion se realizara entre mayo-octubre de 2019, con el fin de obtener
resultados preliminares. La segunda se pretende realizar entre mayo-octubre de 2020 con un menor
namero de lineas pues se escogeran aquellas que presenten mayor contenido de almidén en los
tubérculos y mejores rendimientos respecto a las plantas controles no modificadas (wt).

Identificacion y Caracterizacion de Riesqos Potenciales

a) Caracterizacion molecular

Para la transformacion genética de esta patata se empled el método de infeccion de hojas de
plantulas de patata mantenidas in vitro mediante infeccion con la bacteria Agrobacterium
tumefaciens cepa C58C1-GV2260 (Rocha-Sosa et al., 1989).

El vector utilizado es el plasmido binario pBIN20 (Hennegan and Danna, 1998). Este plasmido
simplifica la clonacion y por tanto facilita la obtencion de plantas modificadas genéticamente. En la
construccidn genética se incorporan los siguientes elementos:

- Borde derecho (RB): secuencia del borde Ti-DNA derecho.

- NOS-pro: promotor del gen de la nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens.

- Gen de seleccion (Kan): Gen NPTII gue confiere resistencia a kanamicina.

- Terminador (NOS): sefial de poliadenilacion del gen de la nopalina sintasa de Agrobacterium
tumefaciens.

- enh CaMV: secuencia “Q RNA leader” que potencia la expresion del promotor.
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— Promotor del transgen (35S CaMV pro): promotor del virus del mosaico de la coliflor.

- Sus4: gen que codifica para la enzima sacarosa sintasa de patata (Solanum tuberosum subespecie
tuberosum) de 2425 pares de bases (pb).

- Terminador (NOS): sefial de poliadenilacion del gen de la nopalina sintasa de Agrobacterium
tumefaciens.

- Borde izquierdo (LB): secuencia del borde Ti-DNA izquierdo.

El fragmento del plasmido binario que se inserta en el genoma de la planta modificada genéticamente
es la region entre el borde izquierdo (LB) y derecho (RB) del Ti DNA y su tamafio es de
aproximadamente 6000 pares de bases (pb).

El nimero de inserciones en el genoma de la célula vegetal y sus tamafios se han determinado
mediante Southern blot a partir de DNA gendémico de hojas digerido con la enzima de restriccion
EcoRI y en la hibridizacion se ha usado una sonda especifica del gen de seleccion (Nptll), que le
confiere a la planta resistencia al antibi6tico kanamicina.

Se utilizo la técnica de marcaje y revelado con quimioluminiscencia para el analisis Southern blot y
en él se aprecian bandas de diferentes tamarios a lo largo del gel indicando inserciones en diversas
zonas del genoma. También se observa en todas las muestras (incluyendo los controles negativos null
y wt) una banda por debajo de la primera banda de 23.1 kbp del marcador de peso molecular, de
aproximadamente 20 kpb que se debe a una hibridacion inespecifica.

Solamente en 10 lineas (L5, L6, L7, L8, L36, L38, L39, L44, L50 y L61) se amplificé una Unica
banda y por tanto presentan una sola insercion o copia del gen Susy, por lo que seran las lineas
elegidas para estudiar en el ensayo de liberacion.

La incorporacion del gen Susy al genoma vegetal también ha sido comprobada mediante PCR usando
oligonucledtidos especificos para amplificar una region entre el promotor 35SCaMV y el gen Susy de
un tamafio alrededor de 548 pb. Los resultados obtenidos demuestran que todas las lineas presentan
amplificacion de una banda con el tamafio que corresponde al gen Susy.

También se realizaron determinaciones de la expresion del gen Susy mediante q-PCR, que permite
evaluar los niveles de expresion relativa del mRNA respecto al control que no contiene el transgén.
Se pudo observar que la actividad relativa del gen esta incrementada en casi todas las lineas
modificadas en mayor o menor medida.

Finalmente, también se cuantifico la actividad enzimética de la enzima Sacarosa Sintasa en los
tubérculos, evaluando la expresion del gen a nivel de expresion de la proteina, comprobando que los
niveles de actividad fueron mayores en casi todas las lineas modificadas. Asi mismo, se cuantifico el
contenido de almiddn en los tubérculos que mostrd incrementos en varias de las lineas modificadas.

La Comisién Nacional de Bioseguridad unicamente indica que, en el caso de que se prevea un
futuro uso comercial de esta planta transgénica, previamente debe eliminarse cualquier gen de
resistencia a antibiotico expresado por la planta.
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b) Capacidad de transferencia del material genético:

La patata (Solanum tuberosum L) forma parte de la familia de las solanaceas. Es un cultivo
herbaceo anual, tetraploide (4x = 48) y se reproduce de forma vegetativa mediante tubérculos, tallos
subterrdneos modificados y engrosados donde se acumulan los nutrientes de reserva para la planta.
El ndmero de tubéerculos que llegan a la madurez depende de la humedad y los nutrientes
disponibles en el suelo, y pueden variar en forma, color y tamafio segun la variedad.

El cultivo de la patata se origin6 en la cordillera andina, en América del Sur y América Central, con
el centro de mayor variabilidad situado en los Andes peruanos y bolivianos, donde se han descrito
mas de 100 especies silvestres e indigenas.

El ciclo completo del cultivo se desarrolla entre 3 y 6 meses dependiendo de la variedad, y en
nuestro habitat no hay especies afines con la que pueda formar hibridos fértiles.

Aunque presenta también reproduccion sexual, la floracién, fecundacion y fructificacion es
irregular en la gran mayoria de los cultivares comerciales. La planta de patata es autdgama, con un
porcentaje variable de fecundacion cruzada, que depende de las variedades. Se sabe que hay
variedades que no florecen y otras que son estériles, sobre todo si estdn en ambientes muy distintos
a los de su origen (como es el caso de la mayoria de las variedades comerciales actuales que se
cultivan en Europa).

En ensayos previos realizados con plantas de la variedad Desireé modificadas con este mismo gen,
tanto en condiciones controladas (invernadero y fitotrén), como en ensayos realizados en campo
(notificaciones B/ES/06/33 y B/ES/06/34), no se observé ninguna modificacion que afectase la
reproduccion. En todos ellos se observd que tanto las lineas wt, como las lineas modificadas
formaban flores solo en un 80% de las plantas, y que de estas flores nunca se obtuvieron frutos (en
el caso de los ensayos de campo porque se eliminaron manualmente y en el caso de ensayos en
invernadero porgue se caian espontaneamente antes de fructificar).

c) Capacidad de supervivencia, establecimiento y diseminacién:

Al término de la temporada de crecimiento, las hojas y tallos de la planta se marchitan a nivel del
suelo y los nuevos tubérculos se desprenden de sus estolones. Los tubérculos son estructuras
subterraneas de supervivencia pues sirven como almacén de nutrientes que les permiten a la planta
sobrevivir al frio para mas tarde ser capaces de brotar y reproducirse.

La supervivencia de la planta parece no verse afectada pues el gen Susy incorporado es un gen propio
de la planta. En ensayos realizados tanto en condiciones controladas (invernadero y fitotrén), asi
como en los ensayos realizados en campo con plantas modificadas de la variedad Desireé con este
mismo gen (notificaciones B/ES/06/33 y B/ES/06/34), no se aprecié ninguna modificacion que
afectase la supervivencia de forma positiva 0 negativa, solamente se afectan los niveles de almidon
acumulado en los tubérculos (Baroja-Fernandez et al., 2009).
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La diseminacion de esta especie se realiza por tubérculos, no mediante polen o semillas, por lo que es
un proceso muy controlado y por ello solo se esperara encontrar plantas en la propia zona del ensayo.
Ademés, fuera de las &reas cultivadas es poco probable que la patata se establezca pues no son
competitivas (Love, 1994) y es muy raro que escape hacia habitats salvajes.

Solanum tuberosum es polinizada por insectos Himendpteros, particularmente aberrojos (Eastham
and Sweet 2002; Hawkes 1988; Scurrah et al., 2008). Sin embargo, estos insectos visitan solamente
los extremos de las parcelas pues, por lo general, permanecen cerca de sus colonias (Batra, 1993;
McPartlan y Dale, 1994) y vuelan poco més alla de los 500 metros. Las abejas domésticas (Apis
mellifera L.) no visitan las flores de patata (Sanford and Hanneman, 1981) posiblemente por el tipo de
polinizacion que requieren.

El rol del viento en la polinizacion de patata es menor (White 1983), esto se debe a que los cruces
decrecen rapidamente hasta los 4.5 m (Conner, 1993; Dale et al., 1992; McPartlan y Dale, 1994;
Tynan et al., 1990). Por ejemplo, en la variedad Désirée se demostr6 usando el marcador nptll
(McPartlan y Dale, 1994) que solamente el 2% de las plantulas contenian el marcador de seleccion
hasta distancias de 3 m, el 0.017% hasta distancias de 10 m y ninguno fue observado después de 20
m. En estudios similares realizados en la variedad CRD Iwa usando el gen marcador de la
acetolactato sintasa, (Tynan et al., 1990) observaron que dentro del ensayo solamente el 1.14% de las
plantulas eran resistentes en distancias entre 1,5-3 m, este valor disminuia a 0,05% entre 3-45 my
después de los 4,5 m no se observaron plantulas resistentes. En cruces realizados entre la variedad
Désirée y el hibrido estéril masculino British Queen, se encontraron evidencias de cruces hasta los 23
m (Petti et al., 2007). Sin embargo, solamente se produjeron cuatro frutos con semillas y solamente
23 de las plantas germinadas fueron identificadas como hibridos.

Estos estudios muestran que en caso de que las flores produzcan polen viable, es muy poco probable
que se produzcan hibridos con plantas de patata més alla de los 30 m.

Cualquier cambio observado durante o tras finalizar este ensayo en relacién con estas
caracteristicas debera comunicarse a la CNB.

d) Estabilidad genética y fenotipica:

Al haberse utilizado el promotor 35SCaMV, que es un promotor constitutivo, todos los tejidos de la
planta transgenica expresan el gen Susy. Las lineas modificadas genéticamente son estables pues la
multiplicaciéon de las mismas se ha realizado previamente mediante propagacién clonal a partir de
material in vitro y posteriormente, mediante los tubérculos, y lo seguirén realizando de esta forma.
Ademas, periddicamente a las plantas se les realiza una PCR para comprobar que el gen se encuentra
insertado.

La Comision Nacional de Bioseguridad considera que deberian aprovecharse estos estudios para
avanzar en los estudios de estabilidad.
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e) Efectos alergénicos o toxicos

Como se ha usado un gen enddgeno de la propia patata no deberian presentarse efectos toxicos,
nocivos o alergénicos pues la patata que se ha consumido desde que se cultiva en Europa contiene
este gen y se ingiere de forma habitual en la dieta humana sin causar ningun tipo de problema.

Ademés, se indica que las patatas modificadas incluidas en este proyecto son para investigar si la
sobreexpresion del gen Susy en la variedad Atlantic incrementa el contenido de almidon en los
tubérculos y su futuro aprovechamiento sera la extraccion de almidon con fines industriales y
concretamente, la produccion de energias alternativas (bioetanol).

No obstante, ante la preocupacion de un posible desvio a alimentacién humana se propone realizar
mas adelante, si fuera necesario, los oportunos analisis toxicoldgicos y alergénicos.

f) Efectos sobre organismos no diana

Dado que las caracteristicas fotosintéticas y las necesidades nutricionales de la planta modificada no
difieren de las plantas control, no habra efectos sobre el entorno abiotico. Los estudios previos
realizados hasta la fecha (patata variedad Desireé transformada con el mismo gen (Susy) en
invernadero (Mufoz et al., 2005) y campo (Baroja-Fernandez et al., 2009), no indicaron ninguna
relacion directa entre la accion del gen en la planta (incremento de los niveles de almidon) con
interacciones con ningdn organismo.

No obstante, la CNB considera adecuado que se realice una observacion detallada durante el
ensayo para comprobar si se produce algin efecto adverso sobre alguna especie no diana, en las
condiciones del ensayo propuesto.

g) Interacciones con el entorno abidtico

No se esperan interacciones con el entorno abidtico pues las necesidades nutricionales de las plantas
modificadas no han diferido de las necesidades de las plantas control (wt). Los ensayos de liberacion
realizados en plantas de patata con el mismo gen (Susy) pero introducido en la variedad Desireé
(solicitudes B/ES/06/33 y B/ES/06/34) no mostraron ningun tipo de efecto.

h) Posible impacto en el medio ambiente debido a las técnicas de cultivo, gestién y cosecha

Se indica que las técnicas que se utilizardn no son diferentes a las del cultivo de la patata
convencional por lo que no esperan impactos distintos.

Medidas de gestion: control del ensayo y tratamiento de residuos

La Comision Nacional de Bioseguridad considera adecuadas, en general, las medidas propuestas por
la empresa Iden Biotecnology S. L. para llevar a cabo el control de la parcela del IRNASA-CSIC y la
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zona de bioseguridad, antes, durante y después del ensayo, que se detallan a continuacion. No
obstante, se indican (en negrita) algunas medidas adicionales que deberan ser tenidas en cuenta:

- El material vegetal desde el invernadero confinado de tipo 1 localizado en Iden Biotecnology
S.L hasta la finca donde se realizard la liberacion voluntaria, presentara un seguimiento
exhaustivo. Los tubérculos se trasladaran dentro de sobres debidamente rotulados que se
colocaran dentro de cajas de plastico selladas y debidamente rotuladas para su transporte.

- EIl lugar del ensayo se encuentra confinado en una finca vallada y con acceso restringido
Unicamente para personas autorizadas. Ademas, deberd asegurarse que se impida el posible
ingreso de animales silvestres o de granja a la finca del IRNASA-CSIC.

- Se llevara a cabo un control de toda persona que tenga acceso a la parcela del ensayo mediante
un registro de entrada, y que no se tomen muestras sin autorizacion.

- Aunque se indica que no existiran variedades cultivables a menos de 129 metros alrededor del
ensayo, de todos modos se eliminaran los botones florares cuando aparezcan y no se sembrara
patata dentro de la Finca Experimental.

- Las plantas modificadas se rodearan de cultivos de patata no modificada para que actden como
colector de polen en caso de que las lineas produzcan polen.

— Al inicio, durante el primer mes de la siembra o plantacion, se hard un seguimiento semanal del
cultivo para controlar su desarrollo. Posteriormente, se realizaran visitas cada dos semanas por
parte de personal de Iden Biotecnology S.L, independientemente de que el personal del
IRNASA se encargue del chequeo diario del ensayo.

- Se medira la tasa fotosintética del cultivo en dos momentos: al mes y a los dos meses de la
brotacion. Ademas, también se tomardn muestras de hojas al mes y dos meses de la brotacion
para realizar andlisis bioquimicos. Finalmente, en el laboratorio de la EEAD-CSIC se trabajara
bajo las normas de laboratorio establecidas por el CSIC, evitando el contacto con material
vegetal presente en el laboratorio.

- Lacosecha se realizard de forma manual para evitar la posible dispersion de los tubérculos.

- Como medida preventiva, durante el afio siguiente al cultivo, no se plantaran patatas en dicha
parcela y se hard un seguimiento de los posibles tubérculos que no se hayan recogido para
arrancar manualmente las plantas en el momento de inicio de la brotacion.

- Para el total de las 10 lineas que se usaran en el ensayo se estima que podrian obtenerse como
méaximo unos 900 kg. Los tubérculos cosechados manualmente seran trasladados desde
Salamanca a Iden Biotechnology S.L. colocados en bolsas de papel debidamente rotuladas y
colocadas dentro de cajas de plastico selladas y debidamente rotuladas, y el traslado se realizara
en una furgoneta cerrada por personal de Iden Biotechnology S.L.

- Los tubérculos que finalmente no se utilicen en ensayos posteriores de mediciones de almidon,
etc., serén destruidos en autoclave en las instalaciones de Iden Biotechnology S.L.

- Después de la cosecha de los tubérculos se labrara el area del ensayo con grada de discos para
triturar todo el material vegetal foliar, tanto las plantas modificadas como las plantas usadas
como borde y dicho material serd enterrado dentro de la finca. Y finalmente, se aplicara un
tratamiento con el herbicida glifosato. Cualquier maquinaria utilizada sera limpiada
convenientemente.

- Durante el afio siguiente a la realizacion del ensayo, los técnicos que trabajan en la Finca
Experimental se encargaran de revisar semanalmente la parcela para comprobar si hay rebrotes.
En tal caso, se arrancard manualmente tanto el brote como el tubérculo del que proceda e
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informaran a lden Biotechnology S.L para que proceda a su recogida y traslado a las
instalaciones de lden Biotechnology S.L para su destruccion por autoclavado. Ademas, se
aplicara un tratamiento con herbicida a la parcela al finalizar el ensayo. Cualquier anomalia
gue surja sera comunicada al investigador responsable.

— Por Gltimo, para la campafia del afio siguiente, 2020, no se usara la misma parcela. Ese ensayo
se realizara en otra parcela adyacente a la de este afio, 2019.

Consideraciones finales y conclusion

La CNB recomienda que, tal y como se establece en la Ley 9/2003, de 25 de abril, el ensayo sea
controlado por los inspectores de la Autoridad competente de la Junta de Castilla y Leon 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 otro lado, se recuerda que para el ensayo propuesto para el afio 2020, se debera presentar
previamente el informe parcial de resultados correspondiente al ensayo del afio 2019
(conforme al modelo que figura en el Anexo XI del Reglamento 178/2004, de 30 de enero, de
desarrollo de la Ley 9/2003), y que para el ensayo sucesivo se remitira a la Autoridad competente
unicamente los resimenes de la notificacion (SNIFs) en espafiol e inglés, junto con la nueva
informacion que se considere relevante para ese segundo ensayo. Dicho ensayo también sera
revisado por la CNB, con las condiciones propuestas, y se esperara a la respuesta de la autoridad
competente antes de su realizacion.

Por altimo, se informa que ante cualquier incidencia se informara a la Autoridad Competente y a la
Comisién Nacional de Bioseguridad y se tomaran las medidas adecuadas, incluida la destruccion del
ensayo si fuera necesario.

CONCLUSION: Se considera que en el estado actual de conocimientos y con las condiciones de
uso propuestas, el ensayo propuesto no supone un riesgo significativo para la salud humana o
animal y el medio ambiente.

Una vez concluidos dichos ensayos (2019 y 2020) se remitira un informe final 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.

La remision de esta informacion sera condicidon indispensable para la concesion de futuras
autorizaciones de ensayos con organismos modificados genéticamente.

Madrid, a 20 de marzo de 2019
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