RESUMEN DE LA NOTIFICACION DE LA LIBERACION DE PLANTAS SUPERIORES
MODIFICADAS GENETICAMENTE (ANGIOSPERMAS Y GIMNOSPERMAYS)

A. Informacion de caracter general

1. Detalles de la notificacion

a) Numero de notificacion: B/ES/13/17

b) Fecha de acuse de recibo de la notificacion:

c¢) Titulo del proyecto: Identificacion de una linea transgénica de maiz con endospermo
biofortificado con tres vitaminas para su inclusion en el registro de Variedades Protegidas

d) Periodo propuesto para la liberacion: ~ Abril — Diciembre 2013

2. Notificador

(a) Nombre de la institucion o empresa: Universidad de Lleida

3. ;Tiene previsto el mismo notificador la liberacion de esa misma PSMG en algun otro
lugar dentro o fuera la Comunidad (de acuerdo con el apartado 1 del articulo 6)?

Si X No O

En caso afirmativo, indique el coédigo o codigos del pais: En Lleida para multiplicacién de
semilla (B/ES/13/16)

4. ¢Ha notificado el mismo notificador la liberacion de esa misma PSMG en algan otro lugar
dentro o fuero de la Comunidad?

Si X No 0O

En caso afirmativo, indique el nimero de notificacion: En 2012 en Lleida (B/ES/12/38)




B. Informacion sobra la planta modificada genéticamente

1. Identidad de la planta receptor o parental.

a) Familia: Gramineae

b) Género: Zea

¢) Especie: mays

d) Subespecie (si procede):

Cultivar/linea de reproduccion (si procede): M37W

e) Nombre vulgar: maiz

2. Descripcion de los rasgos y caracteristicas que se han introducido o modificado, incluidos los
genes marcadores y las modificaciones anteriores.

Nuestro grupo de investigacion ha generado una variedad elite Sudafricana transgénica denominada
linea L1 en la que han sido aumentados simultdneamente los niveles de tres vitaminas
especificamente en el endospermo de las semillas. Estos resultados han sido obtenidos gracias a la
modificacién simultanea de tres vias metabolicas diferentes. Los granos transgénicos contienen
169 veces la cantidad normal de B-caroteno, 6 veces la cantidad normal de ascorbato y el
doble de la cantidad normal de acido félico. Los niveles de estas vitaminas producidas
permanecen estables hasta la generacion homocigotica T3 que es la ultima que hemos analizado.
Este logro, que actualmente supera a cualquier conseguido aplicando Unicamente mejora genética
clasica, abre el camino para el desarrollo de cereales nutritivamente completos para el beneficio de
las poblaciones mas empobrecidas.

3. Tipo de modificacion genética.

(a) Insercion de material genético: Si

(b) Eliminacion de material genético: No

(c) Sustitucion de una base: No

(d) Fusion celular: No

(e) Otro (especifiquese):

4. En caso de insercion de material genético, indique la fuente y la funcidn prevista de cada
fragmento componente de la region que se inserte.

El gen de seleccion bar y 4 cDNAs que codifican para los enzimas de la ruta metabdlica de las
vitaminas B-caroteno, ascorbato, y de acido folico.

Para aumentar los niveles de f-caroteno hemos introducido el cDNA fitoeno sintasa (psyl) de maiz
(Zea mays) dirigido por el promotor de trigo LMW glutenina y el gen crtl de Pantoea ananatis
(antes Erwinia uredovora) (que codifica la caroteno desaturasa) dirigido por el promotor del D-
hordeina de cebada.

Para aumentar los niveles de ascorbato hemos introducido el ¢cDNA que codifica para la
dehidroascorbato reductasa (dhar) de arroz dirigido por el promotor D-hordeina de cebada.

Para aumentar los niveles de acido folico hemos introducido el gen folE de E. coli que codifica para
GTP ciclohidrolasa (GCH1), dirigido por el promotor D-hordeina de cebada.




5. En caso de eliminacién u otra modificacion del material genético, indique la funcién de las
secuencias eliminadas o modificadas.

No aplicable

6. Descripcion resumida de los métodos utilizados en la modificacion genética.

Transformacion de maiz. Las plantas de maiz (Zea mays L., cv. M37W) se cultivaron en
invernadero a una temperatura de 28/20 °C dia/noche con un fotoperiodo de 10 h y una humedad
relativa del 60-90% durante los primeros 50 dias, seguido por un periodo de mantenimiento de una
temperatura 21/18 °C dia/noche con un consiguiente fotoperiodo de 16-h. Los embriones zigoticos
inmaduros fueron extraidos a los 10—14 dias después de su polinizacién y cultivados en medio N6
en capsulas de Petri. Después de 5 dias de incubacion, los embriones fueron subcultivados a un
nuevo medio N6 con una concentracion osmdtica muy elevada (0.2M manitol, 0.2M sorbitol),
donde se mantienen 5-6 h antes del bombardeo. El bombardeo se realiza con particulas de oro
recubiertas con los genes.

Regeneracion de plantas. Los callos bombardeados fueron seleccionados en un medio N6 que
contiene fosfinotricina. Las 75 plantas transgénicas regeneradas fueron analizadas mediante PCR
para identificar los 5 genes introducidos.

Analisis moleculares. Las PCR gendmicas fueron realizadas mediante la combinacion de tres
conjuntos de cebadores para cada gen generando secuencias entrelazadas. Posteriormente
confirmamos la expresion de los transgenes mediante transferencia de Northern, y se identifico una
planta lider (planta linea L-1) que contiene y expresa los 4 transgenes.

Esta linea L-1 (Carolight) fue autopolinizada para producir semillas T1. Las generaciones T2 y T3
se han obtenido a partir de la linea madre mediante autofecundaciones sucesivas.

Las semillas transgénicas de la Linea L-1 (Carolight) contienen 169 veces la cantidad normal de f3-
caroteno, 6 veces la cantidad normal de acido ascorbico y doble de acido félico cuando se compara
con la linea control M37W.

7. Si la planta receptor o parental pertenece a una especie de arboles forestales, describa las vias
y la extension de la diseminacion, asi como los factores que afectan a esta.

No aplicable

C. Informacion sobre la liberacion experimental

1. Finalidad de la liberacion (incluida toda informacion pertinente disponible en esta fase)
como, por ejemplo: fines agronémicos, ensayo de hibridacion, capacidad de supervivencia o
diseminacion modificada, ensayo de los efectos en los organismos diana y en los que no lo
son.

El objetivo del presente informe es la identificacion de la linea pura L1 de maiz transgénica
(Carolight) para su inclusion en el Registro de Variedades Protegidas.




2. Localizacion geografica del lugar de la liberacion.

Municipio de Dos Hermanas (Sevilla)

3. Area del lugar (m2).

100 m?, incluido un borde de 6 filas de maiz convencional

4. Datos pertinentes sobre liberaciones anteriores de esa misma PSMG, si los hubiera,
especificamente relacionados con las repercusiones potenciales de su liberacion en el medio
ambiente y la salud.

Se ha realizado en 2012 un campo experimental de multiplicacion con este evento en la misma
localidad B/ES712/38. En este campo las plantas fueron totalmente normales con la tnica diferencia
observada en comparacion a sus controles, era el fenotipo y genotipo esperado para L-1 (Carolight).

Resumen del impacto ambiental potencial de la liberacion de la PSMG de conformidad
con el apartado D.2 del anexo II de la Directiva 2001/18/EC

Indique, en especial, si los rasgos introducidos podrian conferir directa o indirectamente
una ventaja selectiva mayor en medios ambientes naturales; explique también todo beneficio
ambiental significativo esperado.

En las sucesivas generaciones de multiplicacion realizadas, no se ha detectado ninguna
diferencia morfologica, fisiologica ni agrondmica entre las plantas transformadas y las
plantas convencionales salvo en lo referente a la presencia de las 3 vitaminas incorporadas
La modificacion genética introducida en el material que se solicita liberar consiste en la
incorporacion de varios genes responsables de la sintesis de diferentes vitaminas con la
finalidad de mejorar el valor nutritivo del grano. No se prevé ningln efecto negativo sobre la
salud humana sino todo lo contrario.

El consumo de vitaminas tampoco presenta ningun riesgo para los animales que se
alimenten con el grano biofortificado con vitaminas.

La modificacioén genética no tiene como objetivo organismos diana a eliminar. No se prevé
por tanto ningun efecto toxico sobre éstos ni sobre otros organismos del ecosistema.

Se trata de una especie originaria de Centroamérica que no tiene especies antecesoras en
Europa por lo que no existen especies compatibles cultivadas o silvestres.

Dada su condicion de especie cultivada, las variedades de maiz estan seleccionadas para
germinar el siguiente ciclo de cultivo cuando se den las condiciones ambientales adecuadas.
Su supervivencia asilvestrada es dificil por estar adaptada a las condiciones de cultivo
intensivo. En nuestra zona de ensayo los granos que hayan logrado germinar después de la
cosecha mueren por los frios otofiales e invernales. No se prevé por tanto ninguna ventaja
selectiva en ambientes naturales respecto a plantas no modificadas genéticamente.

No se prevén efectos sobre los ciclos biogeoquimicos ya que las vitaminas incorporadas se
mineralizan de la misma manera que la mayoria de moléculas orgénicas.




E. Descripcion resumida de todas las medidas tomadas por el notificador para controlar el
riesgo, incluido el aislamiento para limitar la dispersiéon, como, por ejemplo, propuesta
de seguimiento incluido el seguimiento después de la cosecha.

Existe una larga experiencia de cultivo y evaluacion de maiz transgénico en Europa que ha
permitido al Panel de OMG de la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria afirmar que el maiz
transgénico cultivado es tan seguro como el maiz convencional respecto a efectos potenciales
directos sobre la salud humana o animal y sobre el medio ambiente.

En el caso del maiz transgénico multivitaminico de este informe, el riesgo es todavia inferior por
tratarse de una mejora dirigida a aumentar el valor nutritivo del grano y no a neutralizar otros
organismos. No obstante se tomaran las siguientes medidas de seguridad:

- La parcela se localizara en una zona urbana donde no se cultiva maiz.

- La parcela de multiplicacion del maiz transgénico se rodeara de una franja de al menos 6 lineas de
una variedad convencional autorizada para disminuir la cantidad de polen liberado fuera de la zona
de cultivo.

- El grano cosechado del maiz del borde sera destruido y enterrado.

- El grano cosechado del maiz transgénico L1 se manipulara, transportara y conservara en envases
cerrados por personal cualificado.

- Los equipos empleados (sembradora y desgranadora) seran convenientemente limpiados en el
lugar de ensayo. El maiz se cosechara a mano.

- Las plantas de la variedad transgénica y de la variedad del borde seran trituradas con grada de
discos y enterradas en el suelo.

- Después de haber cosechado el maiz de la parcela, se repasara la parcela y se recogeran a mano las
posibles mazorcas que se hayan podido caer en el suelo para evitar el posible ricio (germinacion de
las semillas de las mazorcas). Ademas, se controlara manualmente (con azada o herbicida) el
posible ricio que pueda aparecer en otofio o a finales de invierno.

- El ensayo sera revisado periddicamente para registrar cualquier informacion relacionada con algiin
efecto adverso para el medio ambiente y la seguridad alimentaria que sera notificada a la autoridad
competente.

- Al final del ensayo se enviara un informe a la autoridad competente.

F. Resumen de los ensayos de campo previstos para obtener nuevos datos sobre las
repercusiones de la liberacion en el medio ambiente y la salud humana (si procede)

No aplicable




