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Antecedentes

El Consejo Interministerial de Organismos Modificados Genéticamente solicita el informe de
evaluacion del riesgo de la Comision Nacional de Bioseguridad en relacion con la notificacion
B/ES/19/07, correspondiente a un ensayo de campo con plantas de arroz modificadas genéticamente,
gue acumulan moléculas microbicidas en el endospermo, de la Escuela Técnica Superior de
Ingenieria Agraria (ETSEA) de la Universidad de Lleida. Esta notificacion se recibi6 en el registro de
la Sede electronica con fecha 5 de abril de 2019. Esta actividad de liberacion voluntaria al medio
ambiente esta financiada por el Plan Estatal de Investigacion Cientifica y Técnica y de Innovacion.

Es la primera vez que se ensaya este arroz modificado genéticamente en Espafia.

Caracteristicas del OMG, objetivo v duracién de los ensayos:

Se trata de un ensayo de campo de uso farmacéutico en plantas o “molecular pharming”, para la
evaluacion de una linea transgénica de arroz que acumula en su endospermo tres moléculas capaces
de neutralizar el virus del sida, el anticuerpo 2G12 y las lectinas grifitsina (GRFT) y cianovirina
(CV-N).

El objetivo principal de esta liberacién en campo en una parcela limitada por redes en su totalidad,
es la produccion de las 3 moléculas microbicidas que se acumulan en el endospermo de la linea de
arroz transgénica homocigdtica H-136 (generacién T3).

El notificador indica que en experimentos previos realizados han demostrado que estas moléculas
producidas en plantas, tanto por separado (Vamvaka et al., 2016a, b y ¢) como en combinacion
(Vamvaka et al., 2018) son capaces de neutralizar el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).
Con la obtencion de la linea H-136 han demostrado que el endospermo de arroz es una plataforma
funcional para la produccion de una combinacion de los microbicidas 2G12, GRFT y CV-N.
Ademaés, pruebas preliminares in vitro mostraron que la co-expresion de las tres moléculas tiene
una accién sinérgica potenciando el efecto neutralizante del virus del VIH. Esta es la primera vez
que méas de una proteina que neutraliza el virus del sida es producida de forma estable en el
endospermo de un cereal, abriendo un nuevo camino hacia la produccién de un céctel microbicida
para evitar la transmision de este virus (Vamvaka et al., 2018). Los niveles de estas tres moleculas
permanecen estables hasta la generacién homocigoética T4 que es la Gltima que han analizado. Esta
seria la primera evaluacion de campo de una planta microbicida de tercera generacion.

El lugar propuesto para la liberacion esta situado en los campos de practicas de la Escuela Técnica
Superior de Ingenieria Agraria (ETSEA), de la Universidad de Lleida. Se proporcionan las
coordenadas geogréaficas. La finca tiene alrededor de 6 ha y esta situada a 3 km del centro de la
ciudad. Actualmente estd completamente rodeada de zonas urbanas.
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Para el campo experimental seran utilizadas 50 plantas progenie T3 de la linea T2 5-5 y 50 plantas
control EY1 105.

La fecha propuesta para la liberacién es del 1 de junio al 31 octubre de 2019.

Los objetivos que se quieren conseguir con esta liberacion son:

a) Multiplicacién del material para estudios posteriores de neutralizacion del virus in vitro.

b) Evaluacion de la linea respecto a su linea original en la caracterizacion agronémica de la planta o
efectos de las plagas/fendmenos meteoroldgicos sobre las moléculas producidas.

Con respecto a los objetivos enumerados en la parte b), la Comision Nacional de Bioseguridad

considera que son poco realistas teniendo en cuenta la extension del ensayo, asi como el nimero

de plantas propuestas.

Caracterizacion molecular de la planta modificada genéticamente (PMG)

La incorporacién simultanea de las tres moléculas ha sido posible gracias a la utilizacion del método
de biobalistica 0 bombardeo de micro particulas de oro (Christou et al., 1991). Actualmente la
transferencia directa de genes o biobalistica es la mas eficiente para introducir simultdneamente varios
genes en un germoplasma comercial.

Descripcién y caracteristicas gue se han introducido o modificado

La linea H136 que acumula en su endospermo el anticuerpo 2G12 y las lectinas grifitsina y
cianovirina, ha sido obtenida a partir de la linea asiatica de arroz EY1105 (Japonica) a la que se han
incorporado 5 genes que codifican para moléculas microbicidas.

Las construcciones introducidas han sido:

- El gen de seleccion hpt.

- 4 cDNAs que codifican para la cadena pesada (HC) y la cadena ligera (LC) de 2G12, la lectina
grifitsina (GRFT) y la lectina cianovirina (CV-N) insertados en los siguientes plasmidos: pTRAgtiGH,
pPTRAGgtIGL, pgZ63-Griff y pRPS-CV-N.

El evento seleccionado se expresa en la planta H136 (triple microbicida) que contiene y expresa
niveles elevados para los 4 genes. Esta linea H136 se auto polinizé produciendo semillas T1. Las
generaciones T2 y T3 se han obtenido a partir de la linea madre mediante autofecundaciones
sucesivas.

Las construcciones del anticuerpo 2G12 para la transformacion estdn basadas en el vector binario
PTRA, un derivado de pPAM. El vector contiene dos regiones de union RB7 de tabaco que flanquean
la casete de expresion. Las regiones que codifican para la cadena pesada y ligera de 2G12 incluyen las
secuencias sefiales en la region N-terminal dirigiendo las cadenas polipeptidicas a la ruta secretora. La
casete de expresion consta del promotor especifico del endospermo del arroz de la glutelina-1, el
primer intron-1 del gen de la ubiquitina del maiz, la secuencia 5' leader del virus etch del tabaco
(Tobacco etchvirus), que actia como un potenciador de la traduccién, la regién que codifica para el
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anticuerpo y el terminador de 35S del Cauliflower mosaic virus (CaMV), resultando las
construcciones finales pTRAgtiGH y pTRAgtiGL.

Produccidn del anticuerpo 2G12 y funciones: 2G12 es un anticuerpo monoclonal de origen humano y
se ha producido de forma sintética por la empresa Polymun. El anticuerpo 2G12 reconoce el epitopo
gp120 y lo neutraliza in vitro.

Produccion de la lectina GRIFITSINA vy funciones: GRFT es una lectina de 12.7-kDa aislada de la
alga roja Griffithsia spp. Es una proteina dimérica acidica de 121 amino&cidos, con una estructura de
dominios intercambiables. Inhibe selectivamente la unién de HIV-1 a glicanos ricos en manosas que
se encuentran en la glicoproteinas de la envoltura del virus, y ha demostrado un amplio espectro de
actividad antiviral contra coronavirus causante del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y
otros coronaviruses, Hepatitis C virus, Japanese encephalitis virus, y Herpes simplex virus. GRFT no
tiene actividad mitogénica en las células mononuclears de la sangre periférica, pero demuestra
actividad completa en la presencia de secreciones vaginales de macaco y tiene un buen perfil de
seguridad en el modelo de irritacion vaginal de ratén.

GRFT también puede inhibir la unién de HIV-1 a las células dendriticas que expresan el receptor DC-
SIGN vy evita la transferencia del virus mediada por éste a las células diana. Solo se pueden aislar
cantidades muy pequefias de GRFT del alga por lo que el desarrollo de microbicidas basados en
lectinas requiere de la expresion de lectinas recombinantes en grandes cantidades.

Produccion la lectina CIANOVIRINA vy funciones: CV-N es una lectina de 11-kDa procedente de la
cianobacteria Nostoc ellipsosporum. Es una proteina de 101 aminoacidos que puede existir en forma
de un mondmero de dos dominios casi simétricos 0 como un dimero de dominios cambiantes. Se une a
los residuos de manosa de la superficie de diferentes virus incluyendo la glicoproteina gp120 de la
envoltura del virus HIV. CV-N actla in vitro como un inhibidor de la entrada de todos los tipos de
HIV mediante el blogueo de la fusion de la membrana. CV-N también bloquea la transmisién vaginal
de HIV en primates no humanos, pero se necesita una concentracion relativamente elevada porque la
proteina tiene una vida media reducida. También inhibe la unién de HIV-1 al receptor DC-SIGN vy la
trasferencia mediante DC-SIGN del virus a las celulas diana que es la primera via de infeccion en
mujeres expuestas al HIV-1 debido a las relaciones sexuales.

Las semillas transgénicas de la H136 TO contienen: 17.2 pg/g de 2G12; 1.2 ng/g de GRFT y 6.4 pg/g
de CV-N cuando se compara con la linea control EY1105.

La CNB considera que la informacion sobre la modificacion genética es adecuada, incluyendo
cebadores para la deteccion de los insertos, pero se solicita que se avance en la caracterizacion
molecular en relacion al conocimiento del n° de copias de los fragmentos insertados y su
localizacion, asi como a la estabilidad de los fragmentos (no se aportan datos, Pag. 19). Sera
ademas necesario conocer la expresion de los insertos (niveles de 2G12, GRFT y CV-N en las
semillas), de la que se dice cOmo se caracterizara pero que de momento no se proporciona
informacion.
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Identificacion y caracterizacion de riesgos potenciales:

e) Capacidad de supervivencia, establecimiento y diseminacion:

Las variedades de arroz estan seleccionadas para germinar el siguiente ciclo de cultivo cuando se den
las condiciones ambientales adecuadas, sobretodo de humedad, ya que la planta no sobrevive si no se
encuentra sumergida en agua. Su supervivencia asilvestrada es dificil por estar adaptada a las
condiciones de cultivo intensivo. En la zona de ensayo, las plantas estardn sumergidas en un
contenedor lleno de agua durante todo el ciclo de cultivo. Si algin grano cae al suelo y logra germinar
después de la cosecha lo mas probable es que muera por los frios otofiales e invernales. Si no se diese
el suficiente frio y germinara, la plantula no sobreviviria ya que careceria de su inmersion en agua.

Estas plantas de arroz modificadas genéticamente parecen no diferir de las no modificadas
genéticamente es su capacidad de supervivencia, establecimiento y diseminacién. Por otro lado, no se
espera que este arroz se comporte como una mala hierba en héabitats agricolas ni como invasor de
habitats naturales.

Segun el notificador, dada la naturaleza de la modificacion genética introducida, no existe ninguna
diferencia morfoldgica, fisioldégica o agrondmica de la linea H136 respecto a la linea originaria
EYI1105 en relacion a capacidad de propagacion por lo que la probabilidad de que se convierta en méas
invasora en héabitats naturales o agricolas es nula. La Unica diferencia es su resistencia al antibiotico
higromicina conferida por la integracion del gen hpt. No se aplica antibiético en los campos de ensayo,
por lo que no se ejerce la presion del antibidtico en ningin momento. La Comision Nacional de
Bioseguridad recuerda que el gen de resistencia a antibioticos debe ser eliminado previamente a
un posible uso comercial.

Con la finalidad de evitar en la mayor medida de lo posible la diseminacién de semilla madura y que
no caiga al suelo, la Comision Nacional de Bioseguridad insta a embolsar las espigas de las
plantas de arroz antes de su maduracion (bolsas de celofan o papel) y a colocar las bandejas del
ensayo sobre una malla anti-hierba o similar de superficie mayor (p. €j., en el centro de un
cuadrado de malla de 2 x 2), con la finalidad de que si cae alguna semilla madura, no lo haga
sobre el suelo y tras el ensayo sea recogida y eliminada.

a) Capacidad de transferencia del material genético:

El arroz es una especie originaria de Asia, que no tenia especies antecesores en Europa. Se introdujo
en Esparia en la Edad media. Las areas mas proximas a la parcela experimental donde se cultiva arroz
son en Pals (Girona) y en el Delta del Ebro (Tarragona).

En campos experimentales desarrollados en Europa (Messeguer et al., 2001, 2004), el flujo de genes
mediante polen de plantas de arroz modificadas genéticamente a convencionales, mostro valores que
siempre eran de 0.2 % para las plantas mas proximas y de 0.0125 % para las plantas situadas a una
distancia de 10 m, pero estos resultados se veian influenciados por la presencia de los vientos
predominantes. En campos experimentales realizados por otros investigadores, el flujo de genes
detectado era generalmente del 1% para cultivos GM y non-GM separados por una cierta distancia
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(Rong et al., 2007) e incluso cuando las PMG y las convencionales estaban mezcladas en el mismo
campo (Rong et al., 2005).

Teniendo en cuenta que indican que no habra ningun otro ensayo de arroz en la finca experimental del
ETSEA, consideran que en este ensayo se mantendra un aislamiento total por lo que no se liberara
polen fuera del recinto del ensayo y en consecuencia no se espera ninguna transferencia de genes.

Aunque la distancia exigida en programas de obtencion de semillas hibridas de arroz para evitar la
polinizacién cruzada es de 10 m, la utilizacion de plantas para la produccion de proteinas terapéuticas
exige potenciar las medidas de aislamiento para mitigar al maximo el riesgo de transferencia genética.
Por ello, la Comision Nacional de Bioseguridad considera adecuado en este caso que no haya cultivos
de arroz no modificados genéticamente en la ETSEA ni en varios km a la redonda, por lo que se
considera asegurada la distancia de aislamiento con respecto a otros cultivos.

El notificador sefiala que no existen parientes compatibles, como el arroz salvaje, en el area elegida
para la experimentacion, pero en cualquier caso se realizara un seguimiento periddico del campo.

b) Estabilidad genética y fenotipica:

Los 4 cDNAs introducidos estan todos bajo el control de promotores especificos del endospermo,
por lo cual su expresion solo sera detectada en las semillas. El notificador informa que salvo los
nuevos caracteres expresados no se aprecia ninguna diferencia respecto a la planta original respecto a
las caracteristicas morfologicas, fisioldgicas o0 agronémicas en las sucesivas generaciones.

No obstante, y aunque los analisis Southern para cada transgen han confirmado su integracién en un
solo locus, se desconoce por el momento el nimero de copias del fragmento insertado y no se ha
hecho una secuenciacion del genoma de esta planta, por lo que desconocen la localizacion de los
fragmentos.

Conforme a los requerimientos establecidos por la Comision Nacional de Bioseguridad, se
tendra que ir avanzando en la caracterizacion molecular si se realizan ensayos sucesivos con
estas plantas modificadas genéticamente, presentandose en la siguiente notificacion la
informacién complementaria que corrobore dicha estabilidad.

d) Toxicidad y alergenicidad:

No se han descritos efectos nocivos para este tipo de elementos microbicidas. Se ha realizado estudios
bioinformaticos previos que han demostrado que no presentan homologia con la secuencia
aminoacidica de alérgenos y toxinas conocidas.

Las semillas de la planta solo seran destinadas a ser analizadas en el laboratorio. No van a ser
destinadas, en ningun caso, a alimentacion animal o humana.

En cualquier caso, la Comision Nacional de Bioseguridad considera que el notificador debe tomar
las correspondientes medidas de precaucion para evitar en todo momento cualquier posible uso
accidental para consumo humano o animal.
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f) Efectos sobre organismos no diana:

El notificador indica que no se esperan impactos sobre los niveles de poblacion de competidores,
herbivoros, simbiontes, parasitos o patdgenos pues no se conoce ningun efecto adverso del anticuerpo
2G12 y de las lectinas Grifitsina y Cianovirina sobre la biodiversidad del ecosistema agricola.

Tampoco se espera efecto negativo alguno sobre los trabajadores implicados en el ensayo.

Posibles efectos sobre la salud animal y humana derivados del consumo del OMG: Se desconoce el
efecto de ingerir el anticuerpo 2G12 y las lectinas griftisina y cianoviria. La ingestion de arroz se
realiza después de haber sido cocinado por lo que es dificil que se produzca una ingestion de las
semillas durante su cosecha. Se evitara cualquier consumo accidental.

Posible impacto de las técnicas de cultivo, gestion y cosecha empleadas: Dado el tamafio de la prueba,
no se prevé ningun efecto negativo sobre las técnicas de cultivo que se apliquen al resto de los campos
experimentales de ETSEA.

Posible efecto sobre los procesos biogeoquimicos: Dada la naturaleza de la modificacion genética
introducida, no se prevé ningun efecto negativo relevante ya que la Unica diferencia respecto a la
planta no modificada es un mayor contenido en tres compuestos organicos que se mineralizaran en el
suelo de la misma manera que los demas compuestos organicos.

g) Control y tratamiento de residuos:

La Comision Nacional de Bioseguridad considera en general adecuadas las medidas propuestas para
llevar a cabo el control antes y durante el ensayo y post-liberacion de la zona. En especial:

- La parcela principal de la ETSEA se localizara en una zona urbana donde no se cultiva arroz,
dentro del recinto de la Escuela. La parcela donde se plantara el arroz esta aislada del resto de
campo por una malla que la recubre.

- Unicamente entrard en la parcela del ensayo (zona mallada) el personal autorizado y se
contemplaré la posibilidad de colocacion de un aviso (cartel) de acceso restringido.

- El transporte del material biologico entre el laboratorio, campo y almacén autorizado para guardar
las semillas se realizara cuidadosamente dentro de cajas herméticas de plastico para evitar la
posible pérdida de semillas.

- El grano de arroz sera recogido a mano y embolsado.

- Las bolsas se manipularan, transportaran y conservaran en envases cerrados por personal
cualificado.

- Después de cortar las semillas, se recogeran los restos vegetales, se embolsaran y autoclavaran. El
transporte hasta el autoclave también se hard en cajas de plastico herméticas. Una vez
autoclavados seran desechados en el contenedor de residuos biologicos.

- Serecogera el agua que pueda quedar en las bandejas en contenedores cerrados y serd filtrada para
ver si contiene alguna semilla. El agua también sera autoclavada y desechada.
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- El siguiente afio, la parcela utilizada sera sembrada por un cultivo diferente para controlar el
posible rebrote de algunos restos de semilla.

- El ensayo serd vigilado periddicamente, con una periodicidad minima obligada para la vigilancia
(p. ej. 1 vez/semana). Lo mismo para la vigilancia de los posibles rebrotes en el afio siguiente (p.
ej. 1 vez/mes).

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

- En el caso de que surja una situacion de emergencia, el grupo de trabajo que estd previsto
constituirse (formado por la responsable de la solicitud, el investigador obtentor del evento, un
profesor especialista en Mejora Genética y una miembro del comité de bioseguridad de la UdL), .
hard una evaluacion de la situacion, tomara las decisiones mas apropiadas y realizara el
seguimiento posterior. La situacion serd notificada inmediatamente a la responsable de
Bioseguridad del Servei de Produccié Agricola de la Generalitat de Cataluiia y al Consejo
Interministerial de OMG (CIOMG).

- El servicio de vigilancia del centro realizard continuamente itinerarios de inspeccion que se
complementaran con el control de la zona mediante el sistema de cdmaras de seguridad del que
disponen.

- Se llevara a cabo un seguimiento de la parcela del ensayo durante el afio siguiente a la realizacién
del mismo, y se eliminaran todos los posibles rebrotes que puedan aparecer.

Cualquier incidencia o efecto adverso que pudiera ocurrir durante la realizacion de dicho ensayo o el
transporte de las semillas se comunicara inmediatamente a la Autoridad competente y a la Comision
Nacional de Bioseguridad.

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

CONCLUSION: Se considera que en el estado actual de conocimientos y con las medidas de
control y uso propuestas, este ensayo experimental en campo con arroz modificado
genéticamente no supone un riesgo significativo para la salud humana y/o el medio ambiente.

Una vez concluido los ensayos de campo de cada camparia, se remitird un informe 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, asi como la informacion adicional solicita por la CNB en este
informe. La remision de esta informacion serd condicion indispensable para la concesiéon de futuras
autorizaciones de ensayos con organismos modificados genéticamente.

Madrid, a 7 de junio de 2019
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