RESUMEN DE LA NQTIFICACION DE LA LIBERACION DE PLANTAS SUPERIORES
MODIFICADAS GENETICAMENTE (ANGIOSPERMAS Y GIMNOSPERMAS)

A. Informacion de caracter general
1. Detalles de la notificacion

a) Numero de notificacion: B/ES/22/05

b) Fecha de acuse de recibo de la notificacion

c) Titulo del proyecto: Caracterizacion de plantas de tabaco cv K326 derivadas por
autopolinizacion de los eventos FT15-5, FT19-4, FTSPL9-8, MP0O24-1-7-1 y MPOFT3B-1 que
presentan mutaciones en la secuencia de genes FT, SPLs y/o MPO1 enddgenos generadas
mediante CRISPR/Cas9 dando lugar a fenotipos de no floracién, juvenilidad, y/o
modificaciones en la composicidn de alcaloides. Campafia 2022.

d) Periodo propuesto para la liberacion: 1 de Marzo de 2022 - 31 de Octubre de 2022

2. Notificador

(@) Nombre de la institucion o empresa: Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas,
Agencia Estatal Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

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

Si O No X

En caso afirmativo, indique el codigo o cddigos del pais:

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

Si O No X

En caso afirmativo, indique el nimero de notificacién:

B. Informacion sobra la planta modificada genéticamente
1. ldentidad de la planta receptor o parental.

a) Familia: Solanaceae

e) Género: Nicotiana

f) Especie: Nicotiana tabacum

g) Subespecie (si procede):

Cultivar/linea de reproduccion (si procede): K326

h) Nombre vulgar: tabaco

2. Descripcién de los rasgos y caracteristicas que se han introducido o modificado, incluidos los
genes marcadores y las modificaciones anteriores.
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Las plantas de tabaco objeto de este ensayo presentan mutaciones (deleciones e inserciones) en
genes endogenos de la familia de los SPL (linea FT-SPL), genes FT enddgenos (lineas FT, FT-
SPL y MPOFT) o genes MPOL1 enddgenos (lineas MPO y MPOFT). Las mutaciones han sido
generadas mediante el sistema CRISPR/Cas9. Estas plantas no contienen ningun fragmento de
DNA exogeno.

3. Tipo de modificacion genetica.

a) Insercion de material genético:

b) Eliminacion de material genético:

c) Sustitucién de una base:

d) Fusion celular:

e) Otro (especifiquese): editado gendmico mediante CRISPR/Cas9

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

No procede

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

Las lineas FT presentan mutaciones en el gen FT5 (flowering locus T) de tabaco, un activador de
la floracién independiente de fotoperiodo®. Las mutaciones introducidas consisten en inserciones o
deleciones en la secuencia del gen que en su mayoria resultan en la produccién de proteinas
truncadas y potencialmente en su pérdida de funcion.

La linea FTSPL presentan ademas de mutaciones en el gen FT5, mutaciones en distintas
combinaciones de genes de la familia de los SPLs (SQUAMOSA promoter binding protein like)
pertenecientes a los grupos V, VI, VII, y VIII. Estos genes desempefian un papel importante en la
regulacion de la transicion de la fase juvenil a adulta y vegetativa a reproductiva?®#>®7. Durante
las fases tempranas del desarrollo, los niveles elevados de miR156 reprimen la expresion de los
genes SPL diana. A medida que la planta se desarrolla, se produce un descenso en los niveles de
miR156 con el concomitante aumento en los niveles de los SPLs, lo que permite la transicién a la
fase adulta y a la fase reproductiva, con la adquisicion de la competencia para florecer. Las
mutaciones presentes en las plantas de tabaco de este ensayo consisten en inserciones o deleciones
en la secuencia del gen que en su mayoria resultan en la produccion de proteinas truncadas y
potencialmente en su pérdida de funcion.

1 Schmidt FJ, et al. The Major Floral Promoter NtFT5 in Tobacco (Nicotiana tabacum) Is a Promising Target for Crop Improvement.
Front Plant Sci 10:1666, doi:10.3389/fpls.2019.01666 (2020)
2 Spanudakis, E; Jackson, S. (2014) The role of microRNAs in the control of flowering time. J Exp Bot, 65 (2) pp:365-380
% Wang, H., Wang, H. (2015) The miR156/SPL Module, a Regulatory Hub and Versatile Toolbox, Gears up Crops for Enhanced
Agronomic Traits. Molecular Plant 8 (5) pp: 677-688
4 Xu, M. et al (2016) Developmental Functions of miR156-Regulated SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL)
Genes in Arabidopsis thaliana. PLOS Genetics, https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1006263
5Jung, JH. et al (2016) SPL3/4/5 Integrate Developmental Aging and Photoperiodic Signals into the FT-FD Module in Arabidopsis
Flowering. Molecular Plant, 9 (12) pp: 1647-1659
6 Schwarz, S. et al. (2008) The microRNA regulated SBP-box genes SPL9 and SPL15 control shoot maturation in Arabidopsis. Plant
Mol Biol. 67(1-2) pp: 183-195
7 Preston, J.C; Hileman, L.C. (2013) Functional Evolution in the Plant SQUAMOSA-PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL)
Gene Family. Front Plant Sci, 4:80
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La linea MPO presenta mutaciones en genes MPO1 (N-metilputrescina oxidasa 1) de tabaco, un
enzima que cataliza el segundo paso de la ruta de biosintesis de alcaloides en tabaco. Las
mutaciones introducidas consisten en inserciones o deleciones en la secuencia del gen que resultan
en la produccion de proteinas truncadas y potencialmente en su pérdida de funcion.

La linea MPOFT combinan mutaciones en los genes FT5 y MPO mencionados previamente.

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

Transformacion de tabaco. Generacion de lineas transgénicas TO. Las lineas de tabaco objeto
de este ensayo han sido generadas mediante la técnica CRISPR/Cas9. Para ello, se procedio a la
transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens® (lineas FT, FTSPL y MPOFT) o
Agrobacterium rhizogenes (linea MOP) de plantas de tabaco con los vectores de transformacion
correspondientes, que contienen las unidades transcripcionales de las proteinas DsRed y Nptll
(marcadores de seleccién), la unidad transcripcional de la proteina Cas9, y las unidades
transcripcionales para la expresion de los gRNAs complementarios a los genes diana.

Generacion de lineas T1. La generacion T1 se obtuvo mediante autofecundacion a partir de las
lineas TO.

Seleccion de lineas T1 libres de T-DNA. El analisis de la presencia de T-DNA en las plantas T1
seleccionadas se realiz6 mediante PCR con dos parejas de cebadores especificos que amplifican un
fragmento del promotor 35S y un fragmento del terminador Tnos. El analisis de la presencia de
fragmentos del esqueleto del vector se realiz6 mediante PCR con dos parejas de cebadores
especificos que amplifican dos regiones del vector adyacentes a los bordes derecho e izquierdo del
T-DNA.

Generacion de lineas T2. La generacion T2 para la que se solicita esta autorizacién se ha
obtenido a partir de las lineas T1 seleccionadas (libres de T-DNA) por autofecundacién de las
mismas.

Identificacion de las mutaciones presentes en las lineas objeto de la liberacion. La
caracterizacion de las mutaciones presentes en las lineas T1 y T2 se ha realizado mediante
amplificacion por PCR de las regiones diana de los gRNAs y la posterior secuenciacion del
amplicén obtenido.

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 procede

C. Informacién sobre la liberacion experimental

1. Finalidad de la liberacion (incluida toda informacion pertinente disponible en esta fase) como,
por ejemplo: fines agrondmicos, 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 de la presente liberacidn es analizar el comportamiento, en condiciones de cultivo en
campo, de plantas de tabaco cv K326 editadas genéticamente en genes relacionados con la
transicion de la fase juvenil a adulta y vegetativa a reproductiva y genes reguladores de la floracion
(lineas FT, FTSPL y MPOFT), asi como genes de la ruta biosintética de alcaloides (lineas MPO y
MPOFT) y su comparacion con la linea silvestre en los siguientes aspectos:

e Lineas FT, FTSPL y MPOFT; evaluacion del efecto de las mutaciones introducidas en la
duracion de la fase juvenil/vegetativa y la floracion.
e Lineas MPO y MPOFT; evaluacion del contenido en alcaloides.

8 Horsch, R. et al. (1985) A simple and general method for transferring genes into plants. Science, 227, pp: 1229-1232
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2. Localizacion geogréfica del lugar de la liberacion.

Finca experimental de CTAEX, Villafranco del Guadiana, Badajoz.

3. Areadel lugar (m?).

650 m?

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.

No prodece

D. Resumen del impacto ambiental potencial de la liberacion de la PSMG de conformidad
con el apartado D.2 del anexo 11 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.

Las mutaciones introducidas en las plantas de tabaco objeto de este ensayo no afectan a la
capacidad de supervivencia de las plantas modificadas ni le confieren ninguna otra ventaja
selectiva. Tampoco se deriva de ellas ningun riesgo para la salud humana distinto de los que
presentan las plantas de tabaco convencional.

Con respecto al potencial de transferencia de genes a otras plantas, el tabaco no tiene especies
silvestres compatibles en Europa. Es posible, sin embargo, la polinizacion cruzada de las plantas
modificadas con cultivos comerciales de tabaco. Las medidas de control de riesgo descritas en la
seccion siguiente sin embargo, eliminan el riesgo de transferencia.

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

Se adoptaran las siguientes medidas:

e El traslado de las semillas desde el laboratorio al lugar de liberacion se realizara en tubos
debidamente sellados e identificados.

e Las plantas de tabaco modificadas se despuntaran antes de la apertura del botdn floral de la
inflorescencia apical (en el caso de que dicho boton floral aparezca antes del momento de la
recoleccion) y se realizara un tratamiento de control de brotes para evitar la aparicion de
nuevas inflorescencias, removiéndose manualmente los brotes que resistan al tratamiento. De
esta forma se impide la formacién tanto de polen como de semillas lo que evita el riesgo de
dispersion de las plantas modificadas. En las plantas con fenotipo de no-floracion no se espera
que este tratamiento sea necesario.

e Se mantendra una distancia de aislamiento de 100 km entre el lugar de liberacion y otras

plantaciones de tabaco comercial cultivado. Esta distancia asegura que, aun en el hipotético
caso de produccion de polen, no exista riesgo de polinizacion cruzada.
Esta prevista la realizacion de un segundo ensayo de liberacion de plantas de tabaco en las
instalaciones de CTAEX. En este segundo ensayo se seguiran las mismas medidas de control
de riesgo descritas en este apartado. Ademas, se mantendra una distancia de 100 m entre los
dos ensayos. Esta distancia asegura que, aun en el hipotético caso de produccién de polen, no
exista riesgo de polinizacion cruzada.
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e El ensayo ser4 monitorizado regularmente (con una frecuencia minima semanal) por personal
de CTAEX para registrar cualquier efecto adverso inesperado sobre el medio ambiente que
sera notificado a la autoridad competente.

e Para evitar el posible rebrote de restos vegetales que permanezcan en el terreno tras la
cosecha, se realizaran pases de grada de discos que triturara los restos de raices y tallos y los
enterrard en el suelo. Se realizard ademas un seguimiento de la parcela durante el afio
siguiente a la liberacion para controlar y, en su caso eliminar, potenciales rebrotes.

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 procede
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