PRIMERA PARTE
MODELO DE RESUMEN DE LA LIBERACION DE ORGANISMOS
MODIFICADOS GENETICAMENTE DISTINTOS DE LAS PLANTAS

SUPERIORES DE ACUERDO CON EL ARTiCULO 11 DE LA DIRECTIVA
2001/18/CE

A. Informacion de caricter general

1. Detalles de la notificacion

a) Estado miembro de la notificacién: Espafia

b) Numero de la notificacion: B/ES/05/26

¢) Fecha del acuse de recibo de la notificacion: 24/06/2005

d) Titulo del proyecto: Valoracion de los efectos, en aves rapaces y lince europeo,
asociados a la ingestion de conejos inoculados con la vacuna basada en la cepa
6918VP60

e) Periodo propuesto para la liberacion: Desde el 22/08/2005 hasta el 31/10/2005

2. Notificador

Nombre de la institucion o empresa: Laboratorios SYVA, S.A. Leon (Espafia).
3. Definicion del OMG

a) Indiquese si el OMG es:

- viroide )

- virus ARN ()

- virus ADN (X)

- bacteria ()

- hongo ()

- animal:
- mamiferos (.)
- insectos ()
- peces ()
- otro animal (.)

- otro, especifiquese (reino, phylum y clase): ...

b) Identidad del OMG (género y especie): organismo receptor: virus mixoma:
Poxviridae Chordopoxvirinae Leporipoxvirus.
Nombre de la cepa del OMG: 6918VP60.

c¢) Estabilidad genética, de acuerdo con el punto 10 de la letra A de la seccion II del
anexo III A:

La estabilidad genética de la cepa 6918VP60 se ha investigado mediante pases seriados
en conejos y también en la linea celular RK13. En ambos casos, no ha habido reversion
a la virulencia de la cepa. La cepa parental 6918 tampoco ha sido detectada.




4. ;Tiene previsto el mismo notificador la liberacion de ese mismo OMG en algun otro
lugar de la Comunidad (de acuerdo con el apartado 1 del articulo 6)?

Si () No (X)

5. ¢Ha notificado ese mismo notificador la liberacion de ese mismo OMG en algun otro
lugar de la Comunidad?

Si () No (X)

En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacion: ...
- Numero de la notificacion: B/../../...

6. ;/Ha notificado el mismo notificador u otro la liberacion o comercializacion de ese
mismo OMG fuera de la Comunidad?

Si () No (X)

En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacion: ...
- Numero de la notificacion: ../../../...

7. Resumen del impacto ambiental potencial de la liberacion de los OMG

Ninguno.

La liberacion solo se llevara a cabo dando el OMG como parte de la dieta de animales
depredadores que se encuentran en areas confinadas, no de forma libre.

Estos animales no son susceptibles al virus mixoma. No se esperan efectos.

B. Informacion sobre el organismo receptor o sobre los organismos parentales de
los que se deriva el OMG.

1. Identificacion del organismo receptor o parental
a) Indiquese si el organismo receptor o parental es:

- viroide )

- virus ARN (.)

- virus ADN (X)

- bacteria ()

- hongo ()

- animal:
- mamiferos (.)
- insectos ()
- peces ()
- otro animal (.)

- otro, especifiquese (reino, phylum y clase): ...



2. Nombre

i) Orden y taxon superior (animales): ...

ii) Género: Leporipoxvirus

iii) Especie: ...

iv) Subespecie: ...

v) Cepa: 6918

vi) Patovar (biotipo, ecotipo, raza, etc.): ...

vii) Nombre vulgar: Virus de la Mixomatosis

3. Distribucion geogrdfica del organismo

a) Autoctono del pais que notifica o establecido en €l:

Si(X) No (.) No se sabe (.)

b) Autdctono de otros paises de la Comunidad o establecido en ellos:

i) Si()

En caso afirmativo, indiquese el tipo de ecosistema en que se encuentra:
Atlantico: ..

Mediterraneo: ..

Boreal: ..

Alpino: ..

Continental: ..

Macaronésico: ..

ii) No ()

iii) No se sabe (X)

4. Habitat natural del organismo
a) Si es un microorganismo:

- Agua (.
- Suelo, en libertad (.
- Suelo, en simbiosis con sistemas radiculares de plantas (.
- En simbiosis con sistemas foliares o caulinares de plantas (.
- En simbiosis con animales (.
- Otros especifiquense : solo conejos

N N N N N

¢) Si es un animal, habitat natural o ecosistema agricola habitual: ...
5. a) Técnicas de deteccion:

- Aislamiento e identificacion en cultivo celular.
- PCR.




5. b) Técnicas de identificacion:
- PCR.

6. /Esta clasificado el organismo receptor con arreglo a las normas comunitarias
vigentes en relacion con la proteccion de la salud humana y el medio ambiente?

Si () No (X)
En caso afirmativo, especifiquese: ...

7. ¢Es el organismo receptor, vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patogeno o nocivo de cualquier otra forma?

Si(.) | No (X) | No se sabe (.)

En caso afirmativo:
a) ;/Para cual de los organismos siguientes?
- Humanos (.)
- Animales (.)
- Plantas (.)
- Otros (.)

b) Aporte la informacion pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la letra
A de la seccion I del anexo III A de la Directiva 2001/18/CE:

Cepa virica de nivel P1.

Soélo infecta a conejos, de muy baja virulencia.

No es peligrosa para seres humanos

8. Informacion sobre reproduccion.

No aplicable.

a) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales: ...

b) Tiempo de generacion en el ecosistema en el que vaya a ser liberado: ...

¢) Modo de reproduccion: ...

d) Factores que afectan a la reproduccion: ...

9. Capacidad de supervivencia
a) Capacidad de formar estructuras que favorezcan la supervivencia o letargo:

1) endosporas (.
ii) quistes (.
iii) esclerocios @
iv) esporas asexuales (hongos) (.
v) esporas sexuales (hongos) (.

N N N N N




vi) huevos ()
vii) pupas )
viii) larvas )
ix) otras (especifiquense): Ninguna conocida

b) Factores pertinentes que afectan a la capacidad de supervivencia:
Presencia de conejos, iinica especie susceptible.
10. a) Vias de diseminacion:

De conejo a conejo por contacto directo y mecanicamente a través de vectores
artropodos (pulgas, mosquitos).

10. b) Factores que afectan a la diseminacion:
Presencia de vectores artropodos.
11. Modificaciones genéticas previas del organismo receptor o parental de las que ya
se ha notificado la liberacion en el pais notificador (se daran los numeros de la
notificacion).
El OMG ya ha sido liberado previamente, nimeros de notificaciéon B/ES/99/12 y
B/ES/99/13.
C. Informacion sobre la modificacion genética
1. Tipo de modificacion genética:
1) Insercion de material genético X)
ii) Eliminacion de material genético (.)
iii) Sustitucién de una base ()
iv) Fusion celular )
v) Otro (especifiquese):
2. Resultado que se pretende obtener mediante la modificacion genética:
Expresion de la proteina heteréloga VP60 y el epitopo heterologo DA3.
3. a) ¢Se ha usado un vector en el proceso de modificacion?
Si (X) No (.)

En caso negativo, pase a la pregunta 5.

3. b) En caso afirmativo, ;esta presente el vector, total o parcialmente, en el organismo
modificado?

Si (X) No (.)



En caso negativo, pase a la pregunta 5.

4. Si ha contestado afirmativamente a la pregunta 3.b), aporte la informacion siguiente:

a) Tipo de vector:

- Plasmido X)
- Bacteriofago )
- Virus @)
- Coésmido )
- Elemento de transposicion )

- Otros (especifiquese):

b) Identidad del vector:

Plasmido pUC19 con origen de replicacion a partir del plasmido pBR322.
¢) Gama de organismos huéspedes del vector:

E.coli.

d) Presencia en el vector de secuencias que den un fenotipo seleccionable o
identificable:

Si (X) No (.)
- Resistencia a los antibioticos (.)
- Otras (especifiquense): Secuencias codificantes de la proteina VP60 y del epitopo
DA3.
- Indique qué gen de resistencia a los antibidticos se inserta:
bla: resistencia a ampicilina (Ap").

e) Fragmentos constituyentes del vector:

Plasmido pUC19
Fragmento Origen
1-137 2074 - 2210 pBR322
138 — 237 2252 - 2351 pBR322
238 -395 1461 — 1304 (¢) opero6n lac

396 — 452 57 -1 polilinker del vector M13mp19




455 - 682 1298 — 1071 (¢) operdn lac

683 — 2686 2352 — 4355 pBR322

f) Método de introduccion del vector en el organismo receptor:

1) Transformacion )
ii) Electroporacion )
ii1) Macroinyeccion ()
iv) Microinyeccion ()
v) Infeccion )
vi) Otros Recombinacién homologa

5. Si las respuestas a C. 3 a) y b) son negativas, ; Qué método se siguio en el proceso de
modificacion?

i) Transformacion (
ii) Microinyeccion (.
iii) Macroencapsulacion ~ (
iv) Macroinyeccion (
v) Otros

NI AN ANES AN

6. Informacion sobre el fragmento de insercion:

a) Composicion del fragmento de insercion:
1- Promotor sintético temprano/tardio de poxvirus.
2- Secuencia VP60.
3- Secuencia epitopo DA3.
4- Secuencias de plasmidos de transferencia.
b) Fuente de cada parte constitutiva del fragmento de insercion:
Ver a).
¢) Funcion prevista de cada parte constitutiva del fragmento de insercion en el OMG:
1- Promotor sintético temprano/tardio de poxvirus: promotor de expresion de
genes.
2- Secuencia VP60: respuesta inmune.
3- Secuencia epitopo DA3: respuesta inmune.
4- Secuencias de plasmidos de transferencia: ninguna esperada, s6lo son
residuos del plasmido de transferencia.
d) Localizacion del fragmento de insercion en el organismo receptor:
- En un plasmido libre (.)
- Integrado en el cromosoma (X)
- Otros (especifiquense): ...




e) ¢Contiene el fragmento de insercion partes cuyo producto o funciones se conozcan?
Si (X) No (.)
En caso afirmativo, especifiquese: ...
Secuencias derivadas de plasmidos de transferencia.

D. Informacién sobre el organismo u organismos de los que se deriva el fragmento
de insercion (donante)

1. Indiguese si es:

- viroide )

- virus ARN ()

-virus ADN (X)

- bacteria ()

- hongo ()

- animal;
- mamiferos (.)
- insectos ()
- peces ()
- otro animal (.)

- otro, especifiquese (reino, phylum y clase): ...

2. Nombre completo:

i) Orden y taxdén superior (animales): ...

ii) Familia: Calciviridae

iii) Género: Lagovirus

iv) Especie: ...

v) Subespecie: ...

vi) Cepa: AST89

vii) Cultivar/linea de reproduccion: ...

viii)Patovar: ...

ix) Nombre vulgar: Virus de la Enfermedad Virica Hemorragica del conejo (RHDV)

3. ¢Es el organismo, vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patogeno o nocivo de cualquier otra forma?

Si (X) No ()

En caso afirmativo, especifiquese:

a) ;/Para cual de los organismos siguientes?
- Humanos (.)
- Animales (X) (s6lo conejos)
- Plantas (.)
- Otros ...




b) ¢Estan implcadas de alguna forma las secuencias donadas en las propiedades
patogenas o nocivas del organismo?

Si(.) No (X) No se sabe (.)

En caso alternativo, proporcione la informacion pertinente de conformidad con la letra
d) del punto 11 de la letra A de la seccion 11 del anexo III A.

4. ;Esta clasificado el organismo donante con arreglo a normas comunitarias vigentes
en relacion con la proteccion de la salud humana y el medio ambiente como, por
ejemplo, la Directiva 90/679/CEE sobre la proteccion de los trabajadores contra los
riesgos relacionados con la exposicion a agentes biologicos durante el trabajo?

Si() No (X)
En caso afirmativo, especifiquese: ...

5. ¢Intercambian los organismos donante y receptor material genético de forma
natural?

Si(.) No (X) No se sabe (.)

E. Informacion sobre el organismo modificado genéticamente

1. Rasgos genéticos y caracteristicas fenotipicas del organismo receptor o parental que
hayan sufrido algun cambio como resultado de la modificacion genética:

a) /Se diferencia el OMG del receptor en lo que a capacidad de supervivencia se
refiere?

Si(.) No (X) No se sabe (.)
Especifiquese: se supone que las posibilidades del OMG para sobrevivir mejor que la
cepa parental son practicamente nulas. La modificacion genética solo incluye genes
estructurales y no hay modificacion de los genes originales de la cepa parental de

mixoma ya que la informacion ha sido insertada en una posicion intergénica.

b) ;Se diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta al modo o indice de
reproduccion?

Si(.) No (X) No se sabe (.)

Especifiquese: en lo que concierne a estudios de multiplicidad en cultivos celulares,
ambas cepas se comportan de manera similar.

¢) /Se diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta a la diseminacion?

Si(.) No (X) No se sabe (.)




Especifiquese: segun los estudios de seleccion de la cepa receptora y los estudios de
seguridad del OMG en conejos.

d) (Se diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta a la patogenicidad?
Si(.) No (X) No se sabe (.)

Especifiquese: ver punto c).

2. Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente:

La estabilidad genética de la cepa 6918VP60 ha sido investigada mediante pases

seriados en conejos y también en la linea celular RK13. En ambos casos, no ha habido

reversion a la virulencia de la cepa. La cepa parental 6918 tampoco ha sido detectada.

3. ¢Es el OMG, vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patogeno o nocivo de cualquier forma?

Si(.) No (X) No se sabe (.)
En caso afirmativo:

a) (Para cudl de los organismos siguientes?
- Humanos (.)
- Animales (.)
- Plantas (.)
- Otros ...

b) Aporte la informacion pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la letra A
de la seccion Il y el inciso 1) del punto 2 de la letra E de la seccion 11 del anexo IIT A: ...

4. Descripcion de los métodos de identificacion y deteccion:
a) Técnicas utilizadas para detectar el OMG en el medio ambiente: PCR especifica
para detectar el virus mixoma y distinguir entre la cepa parental y el OMG.
b) Técnicas utilizadas para identificar el OMG: PCR especifica para detectar el
virus mixoma y distinguir entre la cepa parental y el OMG.

F. Informacion sobre la liberacion

1. Finalidad de la liberacion (incluido todo beneficio ambiental potencial significativo
esperado):

Estudiar los efectos de la alimentacion con conejos inoculados con la vacuna basada en
la cepa 6918VP60 en los depredadores naturales del conejo silvestre.



2. ;Es diferente el lugar de liberacion del habitat natural o del ecosistema en el que se
utiliza, se mantiene o se encuentra regularmente el organismo receptor o parental?

Si (X) No (.)
En caso afirmativo, especifiquese:
El habitat natural del virus de la mixomatosis son inicamente los conejos. Nosotros

utilizaremos depredadores cautivos, no animales en libertad.

3. Injformacion relativa a la liberacion y a la zona circunadante:

a) Localizacion geografica (region administrativa y coordenadas de referencia cuando
proceda):

Dos localizaciones en la provincia de Valladolid, Castilla y Leon, Espana.

- Localizacion N° 1: Centro de Conservacion de Aves (Valladolid,

Valladolid).

- Localizacion N° 2: Parque de la Naturaleza Valwo (Matapozuelos,

Valladolid).

b) Area del lugar (m?):

- Localizacién N° 1: 200 m>.
- Localizacién N° 2: 240 m>.

1) Lugar real de la liberacion (m?): ...
i1) Area de liberacion mas amplia (mz):

¢) Proximidad a biotopos reconocidos internacionalmente o zonas protegidas (incluidos
depdsitos de agua potable) que pudieran verse afectados:

No

d) Flora y fauna, incluidos cultivos, ganado y especies migratorias que pueden
potencialmente interactuar con el OMG:

Ninguna. Los depredadores estan en cautividad.

4. Método y amplitud de la liberacion:

a) Cantidad de OMG que vaya a liberarse:




- Localizacién N°1 (Centro de Conservacion de Aves): 43,2 x 10° UFP.
- Localizacién N° 2 (Parque de la Naturaleza Valwo): 10,8 x 10° UFP.

b) Duracion de la operacion:

- Localizacion N°1 (Centro de Conservacion de Aves): 76 dias (2 x 38
dias).
- Localizacion N° 2 (Parque de la Naturaleza Valwo): 38 dias.

¢) Métodos y procedimientos para evitar o reducir al minimo la propagacion de los
OMG mas alla del lugar de liberacion:

- El OMG sdlo se multiplica en conejos (es basicamente un virus mixoma)
y no hay conejos en la localizacion seleccionada.

- Los depredadores estan cautivos en parques aislados sin contacto con
otros animales.

5. Descripcion resumida de las condiciones ambientales medias (clima, temperatura,
etc.):

El clima es continental, seco y templado (temperaturas entre 10 y 35° C).

6. Datos pertinentes sobre liberaciones anteriores del mismo OMG, si los hubiera,
especificamente relacionados con las repercusiones potenciales de la liberacion en el
medio ambiente y la salud humana:

El mismo OMG ha sido ya autorizado dos veces para ser liberado. Los nimeros de
autorizacion son B/ES/99/12 y B/ES/99/13. No hay informacion acerca del impacto
sobre la salud humana después de estas liberaciones.

G. Interacciones del OMG con el medio ambiente y repercusiones potenciales
sobre éste, si es apreciablemente diferente del organismo receptor o parental

No se espera que haya interaccion con el medio ambiente porque no hay hospedadores
naturales de la cepa virica en las localizaciones elegidas y el OMG parece comportarse

de forma similar a la cepa parental. Algunos datos se incluiran aqui.

1. Nombre del organismo objeto de investigacion (si procede):

i)  Orden y taxon superior (animales): ...

ii) Familia: ...

iii) Género: ...

iv) Especie: ...

v) Subespecie: ...

vi) Cepa: ...

vii) Cultivar/linea de reproduccion: ...

viii) Patovar: ...




|ix) Nombre vulgar: ...

2. Mecanismo previsto y resultado de la interaccion entre los OMG liberados y el
organismo diana (si procede):

No procede.

3. Otras interacciones potencialmente significativas con otros organismos en el medio
ambiente:

No procede.

4. ;Es probable que se dé una seleccion posterior a la liberacion del OMG como, por
ejemplo, una competencia mayor, un cardcter mas invasivo, etc.?

Si(.) No (X) No se sabe (.)
Especifiquese:

La seleccion solo podria ocurrir en animales sensibles (conejos), que no existen en las
localizaciones.

5. Tipos de ecosistemas a los que puede extenderse el OMG desde el lugar de
liberacion y en los cuales puede quedar establecido:

Ninguno.
6. Nombre completo de los organismos que no son el organismo diana, pero que
(teniendo en cuenta la naturaleza del medio ambiente receptor) pueden sufrir

accidentalmente darnios importantes por la liberacion del OMG:

Ninguno.

i)  Orden y taxdn superior (animales): ...

ii) Familia: ...

iii)) Género: ...

iv) Especie: ...

v) Subespecie: ...

vi) Cepa: ...

vii) Cultivar/linea de reproduccion: ...

viii) Patovar: ...

ix) Nombre vulgar: ...

7. Probabilidad de intercambio genético in vivo:

a) Del OMG a otros organismos del ecosistema de liberacion:
Ninguno, no hay hospedadores adecuados.




b) De otros organismos al OMG:
Ninguno, no hay hospedadores adecuados.

¢) Consecuencias probables de la transferencia de genes:
Ninguno, no hay hospedadores adecuados.

8. Referencias de los resultados pertinentes (si los hay) de estudios sobre el
comportamiento y las caracteristicas del OMG; y sobre su repercusion ecologica
llevados a cabo en ambientes naturales simulados (por ejemplo, microcosmos, etc.):

No hay un estudio disponible.

9. Posibles interacciones ambientalmente significativas con procesos biogeoquimicos
(si son diferentes del organismo receptor o parental):

No procede.

H. Informacion sobre el seguimiento
1. Métodos de seguimiento de los OMG:

Este OMG no tiene oportunidad para establecerse ni para dispersarse porque no hay
hospedador para el virus.

Para detectar el OMG, las técnicas mas especificas y sensibles son las moleculares,
principalmente la PCR, con una sensibilidad de 0,2 UFP (Unidades formadoras de
placa).

Las pruebas incluyen un seguimiento de los depredadores durante el estudio, mediante
tests serologicos y hematologicos para detectar algtn tipo de efecto en ellos.

2. Métodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema:

No se esperan efectos sobre el ecosistema, todo seguimiento que se hara sera en los
depredadores.

Las técnicas de PCR especificas para detectar genes concretos (VP60 y DA3), pero no
hay posibilidad de transferencia de genes debido a que no hay hospedadores en las
localizaciones.

3. Tamaiio del drea de seguimiento (m°):

- Localizaciéon N° 1: 200 m>.
- Localizaciéon N° 2: 240 m?.

4. Duracion del seguimiento.

- Localizacion N° 1 (Centro de Conservacion de Aves): 76 dias (2 x 38 dias).
- Localizacion N° 2 (Parque de la Naturaleza Valwo): 38 dias.

5. Frecuencia de seguimiento:




Dias -3, 7 y 28 de la prueba.

I. Informacion sobre el tratamiento postliberacion y el tratamiento de residuos
1. Tratamiento del lugar tras la liberacion:

Desinfeccion mediante hipoclorito.

2. Tratamiento del OMG tras la liberacion:

Los restos de alimentos, cadaveres de conejos y heces de los depredadores son
esterilizadas por autoclavado. Los parques, herramientas, etc. se desinfectaran con
soluciones que contienen hipoclorito.

3. a) Tipo y cantidad de residuos producidos

Un maximo de 30 Kg de residuos en total.

3. b) Tratamiento de los residuos

Inactivacion por calor (autoclavado o incineracion).

J. Informacién sobre planes de actuacion en caso de emergencia

1. Métodos y procedimientos de control de la diseminacion del OMG o de los OMG en
caso de dispersion imprevista.:

La dispersion del OMG so6lo puede llevarse a cabo si hay conejos; entonces, el primer
paso seria la eliminacion de conejos y vectores artropodos.

2. Métodos de eliminacion del OMG o de los OMG de las areas potencialmente
afectadas:

Eliminacion de los conejos y vectores artropodos. Eliminacion segura de los cadaveres.
Desinfeccion en profundidad de herramientas, parques y otros objetos.

3. Métodos de eliminacion o de saneamiento de plantas, animales, suelos, etc. que
pudieran ser expuestos al organismo durante la dispersion o después de la misma:

Ver punto 2.

4. Planes de proteccion de la salud humana y del medio ambiente en caso de que se
produzca un efecto no deseable:

No hay riesgos para la salud humana con el virus de la Mixomatosis. El virus de la
Mixomatosis no afecta al medio ambiente.



