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Nombre, denominacién o razén social de quien promueve
Bayer de México S.A. de C.V.

Divisién CropScience

Miguel de Cervantes Saavedra No. 259

Col. Ampl. Granada, Del. Miguel Hidalgo

11520, México, D.F.

Tel. 5728 3000

. Nombre de los responsables del seguimiento a las pruebas de campo (Se autoriza

de acuerdo al articulo 5 del reglamento de la Ley de Bioseguridad de Organismos
Genéticamente Modificados para recibir notificacion via electronica)

Ing. Bitia Osorio Trejo

Tel. 5728 3000 Ext 2786

Tel cel: 55 41922296

Email: bitia.osorio@bayer.com

Dr. Luis Arciga Reyes

Tel. 5728 3000 Ext 2726

Tel cel: 5512954096

E-Mail: luis.arciga@bayer.com

Ing. Abraham Sandoval Rodriguez

Tel. 5728 3000 Ext 2744

Tel cel: 55 32325700

E-Mail: abraham.sandoval@bayer.com

M.Sc. Josefina Perea Diaz

Tel. 5728 3000 Ext 2731

Tel cel: 55 4880 3010

E-Mail: josefina.perea@bayer.com
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Personas que desarrollaron el producto y que pueden ampliar la informacién
La empresa que desarollo este producto fue:
Agracetus, Inc.
Middleton, Winsconsin. USA.
Responsable: Chuck Hansen. USA. Tel. 515-677-2605; 515-201-8847

Curriculum Vitae de los involucrados en la liberacion del OGM
Dr. Luis Arciga Reyes -Gerente de Seeds México y Centroamérica

En los ultimos diez afnos ha trabajado en el campo de la Biotecnologia Agricola, tanto en la
investigacion como en la industria. Es responsable del registro de cultivos biotecnologicos de
Bayer de México, asi como del seguimiento a las liberaciones de OGM al ambiente mediante
lineamientos de gestion responsable y con respeto a las regulaciones existentes en el pais.

Formacion Académica
e Ph D en Biologia Molecular de las Plantas: The University of Nottingham, UK. 2003
e M.C. en Fruticultura: Colegio de Postgraduados, México. 1998
e Ing. Agron. Parasitologo: Universidad Auténoma Chapingo, México. 1992

Experiencia Profesional
e Asuntos Regulatorios para BioScience: Bayer de México S.A. de C.V. Enero 2008 a la
fecha
e Consultor en Asuntos Regulatorios. Bayer de México S.A. de C.V. Agosto 2007 -
Diciembre 2007
e Research Fellow: The University of Leeds, UK. Septiembre 2003 - Octubre 2007

IBQ. Bitia Osorio Trejo - Gerente de Regulacion Seeds & Traits

A partir de 2004 ha trabajado en Regulacion de Agroquimicos de acuerdo a la normatividad
mexicana, los primeros tres afos en la COFEPRIS-SA como responsable en la evaluacion y
otorgamiento de registros de plaguicidas y los Ultimos cuatro en la Industria, desempenando
funciones de Especialista en Regulacion para la obtencion de registros, permisos de
importacion, dictamenes técnicos de efectividad bioldgica y diversas autorizaciones para
agroquimicos. Desde 2010 colabora en el Departamento de Biotecnologia de la division
CropScience de Bayer de México, S.A. de C.V. como responsable de regulacion y
cumplimiento.

Formacién Académica
e Diplomado en Sistemas Integrados de Gestion bajo el contexto de la Responsabilidad
Social Empresarial: Universidad Tecnoldgica de Wismar, Alemania. 2006
e Ingeniero Bioquimico: Escuela Nacional de Ciencias Biologicas. Instituto Politécnico
Nacional, México. 2002
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Experiencia Profesional

e Gerente de Regulacion en Biotecnologia: Bayer de México S.A. de C.V., division
CropScience. Agosto 2010 - a la fecha

e Especialista de Registros: Bayer de México S.A. de C.V., division CropScience. Junio
2007 - Julio 2010

e Gerente de Registro de Plaguicidas: Comision Federal para la Proteccion contra
Riesgos Sanitarios- SSA, Enero 2005 - Mayo 2006

e Evaluador Quimico de Registro de Plaguicidas: Comision Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios- SSA, Enero - Diciembre 2004

M.Sc. Josefina Perea Diaz. - Especialista de Regulacién y Cumplimiento Seeds & Traits.

Con una experiencia de 20 anos en regulacion de agroquimicos y asesoria en fitosanidad
para varios cultivos. Ha colaborado en la Direccion General de Sanidad Vegetal en
regulacion de insumos fitosanitarios y posteriormente con varias empresas de productos de
proteccion vegetal. También, en calidad de consultor externo con empresas como Chemtura
o Cheminova y fue gerente tanto del Comité Estatal de Sanidad Vegetal del Distrito Federal
como de Sumitomo Agro Co para registro de agroquimicos. Ha trabajado también como
inspector fitosanitario en verificacion en origen en E.E.U.U. e investigacion en biologia
vegetal en Alemania.

Formacion Académica
e Maestria en Ciencias de Agricultura: en la Universidad Hebrea de Jerusalem.1999-
2000.
e Ingeniero Agronomo especialista en Parasitologia Agricola: Universidad Autonoma
Chapingo. Departamento de Parasitologia Agricola. 1993.

Experiencia Profesional

e Fitosanidad en jatropha en la peninsula de Yucatan. 2011-2013

e Investigacion en la Universidad de Wiirzburg. Alemania. 2007-2010.

e Gerente de Regulacion en Sumitomo. 2006. También Gerente técnico en el Comité
Estatal de Sanidad Vegetal. 2005-2006.

e Inspector en Origen en E.E.U.U. durante 2001.

e Especialista de registros en diversas empresas de agroquimicos y entidades
federales. México. 1993-2006.

Ing. Abraham Sandoval Rodriguez - Coordinador de Mercadeo y Desarrollo Seeds.

Formacion Académica
2002 - 2006 Universidad Autonoma Chapingo *Ingeniero Agronomo Especialista En
Parasitologia Agricola.

Experiencia Profesional
2010 - Actual Bayer de México en la Division de Seeds
Asesor Técnico de Servicios
e Coordinacion en campo de los ensayos de algodon establecidos para su desarrollo.
e Encargado del Sistema de Informacion Geografica de las liberaciones de Algodon
Genéticamente Modificado al ambiente.
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Promocion y mercadeo de productos.

2009 Direccion de Organismos Genéticamente Modificados del Servicio Nacional de Sanidad
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA)

2008

Encargado del Departamento de Regulacion de Organismos Genéticamente
Modificados

Coordinacion del proceso de Regulacion y analisis de solicitudes de OGM, asi como la
emision de permisos de liberacion al ambiente y su seguimiento.

Elaboracion y seguimiento de la consulta plUblica de OGM en el Micrositio del
SENASICA y coordinacion del desarrollo de sistemas de informacion aplicables a la
regulacion de OGM.

Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria del Servicio Nacional de Sanidad

Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA)
Enlace de Epidemiologia Cuarentenaria

Busqueda de informacion técnico cientifica disponible en el pais y en las bases de
datos internaciones para establecer y sustentar criterios de control y erradicacién de
plagas.

Desarrollo e implementacion de sistemas de Bases de Datos basadas para validar
métodos estadisticos y modelos epidemioldgicos.

Desarrollo de estrategias de manejo integrado de plagas.

Capacitacion del personal técnico en los estados para la toma de datos en campo.
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LISTADO DE DOCUMENTOS ANEXOS.

Documentos de respaldo de la informacion contenida en la solicitud.

Descripcion de la
construccion genética

Moens 2012 . Description of Vector pB2/35SacK. Aventis CropScience Gent. Internal
Report ID pB2/35SAcK-03. 10 pages. #C020823

M-143015-04-2

Secuencia de pat

De Beuckeleer M. 2004a. Description of the base pair sequences of the pat gene.
Bayer BioScience NV. Internal Report. 5 pages. #C040035

M-228121-01-1

Caracterizacion de pat

Freyssinet M. 2002a. General description of the bacterial gene pat and its gene
product PAT as used for producing plants with a genetically-based tolerance
to Liberty® Herbicide. Bayer CropScience. Internal Report. 24 pages.
#C025020

M-208497-01-1

Estabilidad del inserto

De Beuckeleer M. 1998. Molecular Demonstration of the Stability of the Integration of
Glycine max Transformation Event A5547-127 Plant Genetic Systems NV.
Internal Report ID Stability Analysis. 13 pages.

M-183196-01-1

Van Wert S. 2009. Mendelian Inheritance and Agronomic Performance of Event
Ab547-127. AgrEvo USA Co. Internal Report. 30 pages.

M- 181487-03-1

Caracterizacion de las
secuencias flanqueantes

De Beuckeleer M. 2002. Analysis of the nature of the flanking sequences from Glycine
max event A5547-127 Bayer CropScience NV. Internal Report. 22.

M-217836-03-1

De Pestel K., Tanghe S. 2007 Bioinformatics analysis of the pre-insertion locus of
Glycine max transformation event A5547-127. Bayer BioScience NV. Internal
Report. 38 pages.

M-296123-01-1.

Identificacién de nuevos
ORF

De Pestel K. 2007. Bioinformatics analysis of newly created ORFs from soybean
transformation event A5547-127. Bayer BioScience NV. Internal Report. 20
pages

M-291938-03-1

Secuencia de PAT

De Beuckeleer M. 2004b _PAT. Description of the amino acid sequence of the PAT
protein encoded from the pat gene. Bayer BioScience NV. Internal Report. 5
pages. #C040027

M-135134-03-1

Evaluacion de
bioseguridad de PAT

Capt 2012b. PAT protein from pat gene - Epitope homology and N-glycosylation
searches. Bayer CropScience. Internal report

M-217013-06-1

Capt A. 2012a. PAT/pat protein amino acid sequence homology search with known
toxins. Bayer CropScience. Internal report

M-266573-05-1

Capt A. 2007a. Assessment of the toxicity and allerginicity of the PAT protein (pat
gene). Bayer CropScience Internal Report. 63 pages.

M-142779-04-1

Equivalencia de PAT coli-
plantas

Currier T., Hendrickx K. 2007. Structural and Functional Equivalence of Pat/pat
protein produced in Escherichia coli and A5547-127 soybean, Glycine max.
Bayer CropScience. Internal Report. 25 pages.

M-284738-01-2

Contenido de PAT en
tejidos y durante el ciclo
de la planta, en sus
subproductos y analisis
composicional

De Wulf A., De Pestel K. 2007. PAT protein contents in leaf, stem and root tissues
throughout the life cycle of the glufosinate tolerant soybean event A5547-
127. Bayer BioScience NV. Internal Report. 35 pages.

M-293325-01-1

Shillito R. 2003 Phosphinothricin Acetyltransferase content of Processed Fractions of
Group 5 (Event Ab547-127) Glufosinate-tolerant Soybean, USA, 1999.Final
Report. Bayer CropScience. Internal Report. 44 pages.

M-238895-02-1

Oberdoerfer R. 2012. Nutritional Impact Assessment Report on Glufosinate
Ammonium Tolerant Soybean Transformation Event A5547-127

M-360323-02-1

Ensayo de alimentacion
en pollos

Leeson S. 1998. The effect of Glufosinate resistant soybeans (A5547-127) on the
growth of female broiler chickens. University of Guelph. 13 pages.

M-141259-01-1

Ensayos de PAT en SGF

Rascle 2009b. In vitro digestibility studiy in human simulated gastric fluid. Internal
Report SA09048. 40 pages.

M-214025-04-1
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Ensayos de PAT en SIF Rascle 2009c. In vitro digestibility studiy in human simulated intestinal fluid. Internal | M-214021-03-1

Report SA09048. 37 pages.

Estabilidad térmica de
PAT

Rascle J. 2009a. PAT/pat protein. Heat stability study. Internal Report Study SA09050.
34 pages.

M-131221-04-1

Performance agronémica
del evento

Kowite W. 2008. Comparative Assessment of Morphological and Agronomic
Characteristics of Glufosinate-tolerant Soybean A5547-127, USA, 2006-
2007. Bayer CropScience. Internal Report. 45 pages

M-295867-03-1

Kowite  W. 2007. Production of Raw Agricultural Commodities (Seed) of
Glufosinatetolerant Soybean A5547-127, USA, 2006. Bayer CropScience.
Internal Report. 37pages.

M-295860-01-1
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I. Caracterizacion del OGM.

a) Identificador Unico del evento de transformacién, de organismos internacionales de

los que México sea parte, cuando exista;

El evento de transformacion A5547-127 tiene como identificador Unico el OECD nUmero
ACS-GMO006-4, el cual en lo sucesivo también podra ser referido como LibertyLink® por
simplicidad. La soya LibertyLink® porta el gen pat aislado del microorganismo del suelo

Streptomyces viridochromogenes.

La expresion de este gen lleva a la produccion de la enzima fosfinotricina acetil
transferasa (PAT) que metaboliza el glufosinato a un derivado acetilado, inactivo,
confiriendo por lo tanto tolerancia a los herbicidas en base a glufosinato de amonio
(Freyssinet, 2002a M-208497-01-1).

b) Especies relacionadas con el OGM y distribucién de éstas en México.

Se conoce que la soya fue denominada primeramente como Phaseolus max L. bajo la
clasificacion de Carlos Linneo. Sin embargo, es el nombre de Glycine max (L.) Merrill.,

dado por Merrill en 1917, el cual es el nombre valido para esta planta.

Por otra parte, Glycine soya crece en forma silvestre en China, Japon, Corea, Taiwan y
Rusia. G. soya es el ancestro silvestre de la soya. En la actualidad, el subgénero Glycine
consiste en al menos 16 especies silvestres perennes: por ejemplo, Glycine canescens, y
G. tomentella hayata que se encuentra en Australia y Papua Nueva Guinea (OECD, 1993
M-254383-01-1 y 2000 M-201734-02-1).

La soya podria haber sido introducida a México en 1585 por mercaderes chinos. Sin
embargo, su primer cultivo podria haber tenido lugar en 1911. No es sino hasta 1960

cuando su cultivo comenzo en forma mas extensiva.

Se efectud una revision sobre la distribucion de la soya Glycine max (L.) Merrill en
México, la cual se complementd mediante la investigacion del material conservado en
el “Herbario Nacional, MEXU” del Instituto de Biologia de la UNAM. Y no se encuentran

reportes de poblaciones encontradas o establecidas.

LA INFORMACION PROPIEDAD DE BAYER CROPSCIENCE PRESENTADA EN ESTA SOLICITUD 12
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Por otro lado, se realiz6 una consulta a la Red Mundial de Informacion sobre

Biodiversidad:

(http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/remibnodosdb.html?), donde se obtuvo la

informacion de una serie de colectas que sélo indican su presencia como planta
cultivada en lotes experimentales y/o comerciales con dos ejemplares reportados en:

Veracruz (Xalapa) y en Tabasco (Paraiso).

Dada la nula presencia natural reportada por estas bases de datos consultadas, no se
elabora aqui ningln mapa de distribuciéon natural en México. Siendo entonces que la
soya crece solo bajo cultivo, la siembra de soya en México durante 2011 cubrié una
superficie de 167 mil hectareas que en total dieron una produccion de 205 mil
toneladas, siendo Tamaulipas y San Luis Potosi los estados que produjeron el 65% de
este total. Otros estados, listados a continuacion en forma descendente conforme a su
produccion son: como Campeche, Chiapas, Veracruz, Sonora, Yucatan y Quintana Roo
(SIAP, 2012).

A nivel mundial de acuerdo a la informacion de FAO (M-295548-04-1), actualizada a
Febrero del 2013, son Brasil y Estados Unidos los paises que tienen una produccién
similar, con una participacion muy importante de Argentina (Tabla 1), y las

significativas importaciones de este producto ( Ver tabla 1y 2).

Tabla 1. Principales productores de soya.

Produccion *
(Toneladas)
Brazil 68 756 300
Estados Unidos 90 605 500
Argentina 52 675 500
China 15 083 204
India 12 736 000
Paraguay 7 460 440
Canada 4 345 300
Otros 13 329 336
Total 264 991 580
LA INFORMACION PROPIEDAD DE BAYER CROPSCIENCE PRESENTADA EN ESTA SOLICITUD 13
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Tabla 2. Principales importadores de soya.

Importaciones
(Toneladas)

China 57 005 718
Estados Unidos 445 268
México 3772163
Japon 3 455 633
Indonesia 1 740 505
Egipto 1752 302
Vietham 227 697
Turquia 1 756 065
Alemania 3383117
Paises Bajos 3553 436
Espana 3127 079
Otros 15,441,529
Total 95 660 512

c) Especificacion de la existencia de especies sexualmente compatibles

No existen especies sexualmente compatibles con la soya en las areas de liberacion

propuestas conforme al poligono en anexo.

Glycine max pertenece al subgénero Soya, el cual también contiene G. soya y G.
gracilis. G. soya, una especie silvestre de soya, crece en campos, junto a cercos, al
lado de caminos y riberas en muchos paises asiaticos. Las especies silvestres de soya

son endémicas en China, Korea, Japon, Taiwan y la ex Union Soviética.

No se han observado hibridos naturales entre los sub-géneros de Glycine (Hymowitz
1970 M-261917-01-1). La evidencia historica y geografica sugiere que la soya fue

primero domesticada en el este de China, entre los siglos 17 y 11 a.C.

Evidencia citoldgica, morfoldgica y molecular sugiere que G. soya es el ancestro de G.
max. Glycine gracilis es considerado una forma de maleza o una forma semi-silvestre

de G. max, con algunas caracteristicas fenotipicas intermedias entre G. max y G. soya.

LA INFORMACION PROPIEDAD DE BAYER CROPSCIENCE PRESENTADA EN ESTA SOLICITUD 14
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d) Descripcion de los habitats donde el OGM puede persistir o proliferar en el

ambiente de liberacion.

Glycine max no se encuentra como una especie silvestre (OECD, 2000, M-201734-02-1).
Sin embargo, la soya se cultiva comercialmente en mas de 35 paises de todo el mundo,

siendo los principales productores Estados Unidos, China, Corea, Argentina y Brasil.

La soya esta adaptada a las regiones agricolas desde el ecuador hasta las zonas
templadas. Crece mas rapidamente cuando la temperatura del aire esta entre 25y 30°C.
Es una planta que florece prontamente bajo dias cortos y por ello el fotoperiodo y la
temperatura son factores importantes en la determinacion de las areas de adaptacion del

cultivo.

Los cultivares de soya se identifican en base a bandas de adaptacion que corren este-
oeste, determinados por la latitud y el largo del dia. En América del Norte, hay trece
grupos de madurez (GM), desde GM 000 en el norte (latitud 45°) hasta GM X cerca del
ecuador. Dentro de cada grupo de madurez, los cultivares se describen como de
maduracién temprana, media o larga. La soya como cualquier otro cultivo requiere de la

intervencién del hombre para poder persistir.

La semilla germina cuando la temperatura del suelo alcanza los 10°C y emerge en un
periodo de 5-7 dias bajo condiciones favorables. En areas nuevas de produccion de soya,
es necesario realizar una inoculacion con Bradyrhizobium japonicum, para una optima

eficiencia del sistema de nodulacion de la raiz.

Glycine max pertenece al subgénero Soya, el cual también contiene G. gracilisy G. soya.
Es ésta, la especie silvestre de soya G. soya, que crece en campos, junto a cercos, al lado
de caminos y riberas en muchos paises Asiaticos. Las especies silvestres de soya son

endémicas en China, Korea, Japén, Taiwan y la ex Unién Soviética.

Los nuevos rasgos incorporados en la soya LibertyLink® que le confieren tolerancia al
herbicida Glufosinato de amonio, no la hacen diferente a su contraparte convencional
aparte de la ventaja de tolerar la aplicacion del herbicida ya mencionado, por lo que
podria persistir en el mismo habitat que su contraparte convencional. Como ya se ha

mencionado, la temperatura, la latitud, la elevacion e inoculacion son factores

LA INFORMACION PROPIEDAD DE BAYER CROPSCIENCE PRESENTADA EN ESTA SOLICITUD 15
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dominantes que influencian el desarrollo de este cultivo de la misma forma que lo hacen

con el cultivo convencional.

e) Descripcion taxonémica del organismo receptor y donador de la construccion
genética;

Organismo receptor

Nombre cientifico: Glycine max L.

Familia: Fabaceae

Género: Glycine

Especie: G. max (2n=40)

Cultivar: Varias variedades y lineas de mejoramiento

Nombre comdn: Soya

Organismo donador

La soya LibertyLink® fue generada por medio del evento de transformacion A5547-127
que contiene al gen pat, el cual proviene de la bacteria Streptomyces
viridochromogenes. Esta es una bacteria gram positiva, aerdbica, esporulante que se
encuentra presente en el suelo y pertenece a la familia Streptomycetae. No se conoce
que S. viridochromogenes sea un patogeno para el hombre o haya sido asociada con

otras propiedades conocidas por afectar la salud.

Especie: Streptomyces viridochromogenes
Género: Streptomyces

Familia: Actinobacteriadae

Orden: Actinomycetales

Subclase: Streptomycinae

Clase: Streptomycetaceae

f) Pais y localidad donde el OGM fue colectado, desarrollado o producido;

Bayer CropScience ha trabajado en su Area de Seeds and Traits para el desarrollo y
comercializacion de nuevas variedades de soya tolerantes a los herbicidas a base de
glufosinato de amonio.

Desarrollado en: Agracetus, Inc. Middleton, Winsconsin. USA.

LA INFORMACION PROPIEDAD DE BAYER CROPSCIENCE PRESENTADA EN ESTA SOLICITUD 16
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Responsable: Chuck Hansen. USA. Tel. 515-677-2605; 515-201-8847

g) Referencia documental sobre origen y diversificacion del organismo receptor;

Glycine max pertenece al subgénero Soya, el cual también contiene G. gracilisy G. soya.
Es ésta, la especie silvestre de soya G. soya, que crece en campos, junto a cercos, al lado
de caminos y riberas en muchos paises Asiaticos. Las especies silvestres de soya son

endémicas en China, Korea, Japén, Taiwan y la ex Unién Soviética.

Evidencia citoldgica, morfologica y molecular sugiere que G. soya es el ancestro de G.
max. Glycine gracilis es considerado una forma de maleza o una forma semi-silvestre de

G. max, con algunas caracteristicas fenotipicas intermedias entre G. max y G. soya.

No se han observado hibridos naturales entre los sub-géneros de Glycine (Hymowitz 1970
M-261917-01-1). La evidencia historica y geografica sugiere que la soya fue primero

domesticada en el este de China, entre los siglos 17y 11 a.C.

Glycine max no se encuentra como una especie silvestre (OECD, 2000, M-201734-02-1).
Actualmente la soya se cultiva comercialmente en mas de 35 paises de todo el mundo,

siendo los principales productores Estados Unidos, China, Corea, Argentina y Brasil.

La soya esta adaptada a las regiones agricolas desde el ecuador hasta las zonas
templadas. Crece mas rapidamente cuando la temperatura del aire esta entre 25y 30°C.
Es una planta que florece mas prontamente bajo dias cortos y debido a esto el foto-
periodo y la temperatura son factores importantes en la determinacién de las areas de

adaptacion del cultivo.

Los cultivares de soya se identifican en base a bandas de adaptacion que corren este-
oeste, determinados por la latitud y el largo del dia. En América del Norte, hay trece
grupos de madurez (GM), desde GM 000 en el norte (latitud 45°) hasta GM X cerca del
ecuador. Dentro de cada grupo de madurez, los cultivares se describen como de

maduracién temprana, media o larga.

LA INFORMACION PROPIEDAD DE BAYER CROPSCIENCE PRESENTADA EN ESTA SOLICITUD 17
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La semilla germina cuando la temperatura del suelo alcanza los 10°C y emerge en un
periodo de 5-7 dias bajo condiciones favorables. En areas nuevas de produccion de soya,
es necesario realizar una inoculacion con Bradyrhizobium japonicum, para una Optima

eficiencia del sistema de nodulacion de la raiz.

La soya es cultivada principalmente para la produccion de semilla, ya que la misma tiene
una multitud de usos en los sectores alimenticios e industriales y representa una de las
principales fuentes de aceite vegetal comestible y proteinas para uso como alimento para

el ganado.

h) Secuencia génica detallada del evento de transformacion, incluyendo tamano del
fragmento insertado, sitio de inserciéon de la construcciéon genética, incluyendo las
secuencias de los oligonucleétidos que permitan la amplificacién del sitio de
insercion.

El gen pat introducido dentro del evento de soya A5547-127 proviene de la bacteria
Streptomyces viridochromogenes. Esta es una bacteria gram positiva, aerobica,
esporulante que se encuentra presente en el suelo y pertenece a la familia
Streptomycetae. No se conoce que S. viridochromogenes sea un patdgeno para el hombre

o haya sido asociada con otras propiedades conocidas por afectar la salud.

S. viridochromogenes posee un alto contenido C+G en su genoma, situacion que se ve
reflejada en la secuencia del gen pat y que no es comin en plantas. En funcion de esta
diferencia y para optimizar el uso de codones del gen se generd una secuencia sintética
de nucleodtidos modificada utilizando codones tipicos para plantas (De Beuckeleer M.
2004a M-228121-01-1).

La secuencia de ADN que precedia el codon de iniciacion ATG fue levemente modificada,
ya que se le removid el sitio Sall. Esta modificacion no tiene efecto en la secuencia de
aminoacidos resultante de la proteina PAT INFORMACION CONFIDENCIAL.
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Y TODOS LOS ANEXOS ES ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL



B

A
BAYER

E

R
150 Years

Science For A
Better Life

Solicitud de permiso para la liberacion al ambiente de la soya LibertyLink®

en Etapa Experimental en la zona agricola de Peninsula Yucatan en el ciclo agricola Primavera-Verano 2014

El mecanismo molecular por el cual el gen introducido expresa el fenotipo es en base a
que la caracteristica introducida en el evento de soya A5547-127 es la expresion estable y
constitutiva de la proteina PAT, que le confiere a la planta de soya LibertyLink tolerancia
al herbicida Glufosinato de Amonio. A continuacion se describe el mecanismo por el cual

esta modificacion resulta en el fenotipo de tolerancia.

La secuencia de ADN insertada en el evento de soya A5547-127 INFORMACION
CONFIDENCIAL.

La enzima Glutamino Sintetasa (GS) juega un rol central en el metabolismo de nitrogeno
de las plantas superiores donde es la Unica enzima en plantas que puede detoxificar el
amoniaco liberado por la reduccion de nitrato, degradacion de aminoacidos vy
fotorespiracion. El amoniaco, aun tratandose de un nutriente vegetal es toxico si se

encuentra en exceso y ocasiona la muerte de la célula vegetal.

L-fosfinotricina es un potente inhibidor de la enzima Glutamino Sintetasa (GS) tanto en
bacterias como en plantas, donde se une competitivamente a la enzima desplazando al L-

glutamato del sitio activo.

Si bien la GS de S. viridochromogenes es sensible a L-fosfinotricina, la bacteria produce
una enzima (PAT) que la inactiva. PAT cataliza la conversion de L-fosfinotricina a N-
acetil-L-fosfinotricina en presencia de acetil CoA como co-substrato. N-acetil-L-

fosfinotricina no inhibe a GS, y, por lo tanto, no tiene actividad herbicida.

La enzima PAT esta codificada por el gen pat en S. viridochromogenes. Este gen funciona
como una parte integral de la ruta biosintética de bialaphos y confiere la tolerancia a
glufosinato de amonio (Bayer et al., 1972 M-117813-01-2).

i) Descripcién de las secuencias flanqueantes, nimero de copias insertadas, y los
resultados de los experimentos que comprueben los datos anteriores, asi como la
expresion de mensajeros del evento de transformacion genética, incluyendo la

demostracion de los resultados

LA INFORMACION PROPIEDAD DE BAYER CROPSCIENCE PRESENTADA EN ESTA SOLICITUD 19
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El locus pat presente en el evento de soya A5547-127 esta compuesto por una copia del
casete pat. Esto fue demostrado por experimentos de Southern Blot y confirmado

mediante la secuenciacion del inserto.

La secuenciacion de los fragmentos de PCR amplificados a partir del genoma del evento
de soya A5547- INFORMACION CONFIDENCIAL.

Experimentos de Southern Blot realizados con ADN del evento de soya A5547-127, de su
contraparte no genéticamente modificado. INFORMACION CONFIDENCIAL.

Las secuencias flanqueantes obtenidas INFORMACION CONFIDENCIAL.
Sobre el numero de sitios de integracion, al evento de soya A5547-127 se le ha integrado

en su genoma un Unico inserto.

La determinacion del nimero de insertos presentes en el evento de soya A5547-127 fue
realizada mediante un analisis de Southern Blot utilizando como control ADN genémico de

su linea parental no genéticamente modificada A5547.

Las muestras de ADN genomico de ambos grupos de plantas fueron digeridas
independientemente. INFORMACION CONFIDENCIAL.
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j)  Mapa de la construccion genética, tipo de herencia de los caracteres producto de
los genes insertados, expresion de las proteinas y localizaciéon de las mismas;
Xmnl (3689) — Pyl (341)
Dral (3867) .\ &/ Ecorise)
/.Ncol (464)
RB
Xmnl (565)
Pyul (3460) L
4000
P35S\ _xmnl (s60)
\\_EcoRV (300)
L
pBZ."35SACk - BamHI (1004)
3000 1000
Dral (2975) ;-_'.I 4076 bp “EcoRY (1081)
Dral (2956) |,
\ pat
'\\ =AM (1287)
BamHI (1319)
2000
|
T35S
- ORI [ Sphl (1581)
T
[ ﬁ?, | 'EcoRrl (1787)
AfMIN{2197) || BamHI (1808)
| Sphl (1836)
Hindlll (1838)
Figura 3. Mapa del vector pB2/35SAcK conteniendo los sitios de restriccion
(Moens, 2012, M-143015-04-2).
Tabla 7. Caracteristicas del producto de expresion
Elemento genético pat
Producto de expresion Proteina PAT (fosfinotricina acetil transferasa)
Caracterizacion molecular detallada del ,
Peso Molecular: 21 kDa; Numero de aa:183
producto
Secuencia aminoacidos Se detalla a continuacion de la tabla

Actividad bioldgica en el OVGM indicando
funcion especifica y mecanismo
molecular detallado de su actividad

La proteina PAT confiere tolerancia al herbicida
glufosinato de amonio.

Tejido / 6rgano Se expresa de manera constitutiva en toda la planta

Nivel de expresion y evoluciéon temporal

.. A Ver a continuacion
en relacion con el ciclo de la planta
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La expresion de la proteina PAT fue evaluada en raices, tallo, hojas y semillas

provenientes de ensayos en invernaculo y a campo. Todas las determinaciones fueron
realizadas mediante la técnica de ELISA (De Wulf y De Pestel, 2007, M-293325-01-1).

Para el caso de raices, tallo y hojas las muestras fueron tomadas a partir de plantas

cultivadas en invernaculo y asperjadas con glufosinato de amonio previo a la toma de

muestra. Los contenidos promedio en cada tejido y para cada estado de desarrollo se

muestran en la Tabla 8 y en la figura 4.

Tabla 8. Contenido de PAT en raices, tallos y hojas

Contenido promedio

Proteinas

totales

Extraibles (TEP) % de

Contenido promedio
de PAT como % de

Tedo de PAT (ug/g) + 5D peso fresco TEP
Vs Vs V3 Vs Vs Vs
Hoja WA | BHr ga3i140 3652102 0.2 0.73
Tallo Ve B85 14755035 | 1.8421.05 | 0.83 0.84
Raiz 8.16:2.50 | 3.60z0.42 | 2.5320.40 | 1.2020.38 | 0.32 0.32

No se detecto la presencia de PAT en muestras provenientes de plantas no genéticamente modificadas

(A5547).
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Figura 4. Contenido de PAT en los diferentes tejidos en estadios V3 y V8

Como puede observarse, el contenido de PAT en los tejidos se encuentra dentro del

mismo orden de magnitud y siempre por debajo del 0,8% de las proteinas totales

extraibles de la muestra.
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El contenido de PAT también fue cuantificado en semillas provenientes del evento de
soya A5547-127 (Shillito, 2003, M-238895-01-1). Para esto se consideraron muestras de
semillas provenientes de plantas del evento de soya A5547-127 y de su contraparte no
genéticamente modificada (A5547) cultivadas a campo en la region de Florida en el ano
1999. La semilla utilizada para este ensayo proviene de 9 lotes:

3 parcelas de plantas A5547 (no transgénicas)

3 parcelas del evento A5547-127

3 parcelas del evento A5547-127 asperjado con glufosinato de amonio (GA 0.35 b

ai/acre).

Los resultados obtenidos ( Tabla 9) demuestran que los contenidos de PAT en la semilla

son extremadamente bajos.

Tabla 9. Contenido de PAT en la semilla del evento de soya A5547-127

PAT (pg/g peso fresco) + SD % proteinas totales PAT % crude protein
Asperjado Sin asperjar Asperjado Sin asperjar Asperjado Sin asperjar
con GA con GA con GA
0.017471 0.020202 36.5 38.8 0.0048 0.0056
No fue detectada la presencia de PAT en semillas provenientes de plantas no genéticamente
modificadas.

k) Descripcion del método de transformacion;

El método de transformacion empleado para la generacion del evento de soya A5547-127
fue biobalistica. El ADN utilizado para el bombardeo proviene de la digestién con la

enzima Pvul del plasmido pB2/35SAcK.

El tejido utilizado para la transformacion se obtuvo a partir de apices de brotes derivados
de semillas de soya esterilizadas en superficie. La preparacion y el delivery del ADN
(bombardeo de particulas) fue realizado siguiendo los métodos en Christou et al., (1988

M-204364-01-1). No se utilizd ningln carrier de ADN en el proceso.

La formacion de brotes de novo fue inducida en un medio conteniendo citoquinina, y los
brotes transgénicos jovenes que incorporaron el ADN y expresaban el fenotipo codificado

fueron detectados rociando el cultivo con glufosinato de amonio. Estos brotes luego
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fueron luego transferidos a invernadero para su evaluacion. Las plantulas sobrevivientes

crecieron hasta florecer y producir semilla.

El transformante original (R0O) se obtuvo en diciembre 1995. En Junio 1995 se planto la

primera semilla R1.

El vector utilizado para la obtencion del evento de soya A5547-127 fue denominado
pB2/35SAcK y deriva del plasmido pUC19. En él se insertaron el borde derecho (RB) del
plasmido pTiAch5 de Agrobacterium tumefaciens y el gen pat fusionado al promotor y
terminador 35S provenientes ambos del virus del mosaico de la coliflor (Moens_2012_ M-
143015-04-2).

La construccién del vector de transformacion pB2/35SAcK se baso en la insercion del
borde derecho (RB) del plasmido pTiAch5 de Agrobacterium tumefaciens y el gen pat de
Streptomyces viridochromogenes en el plasmido pUC19. La expresion del gen pat esta
regulada en la planta mediante su fusion al promotor y terminador 35S del virus del
mosaico de la coliflor (Moens_2012_ M-143015-04-2).

Para la construccién se sintetizd un fragmento de ADN correspondiente al RB
introduciendo un sitio de corte de la enzima Ndel en cada uno de sus extremos y se lo

clono en el sitio N del del plasmido pUC19, resultando en el plasmido pUC19RB2.

Dado que las bacterias del género Streptomyces poseen un alto contenido de G+C se
sintetizd una variante del gen pat que optimiza su uso de codones para plantas sin alterar
la secuencia de aminoacidos resultante (De Beuckeleer, 2004a, M-228121-01-1) y se lo
clond en el sitio EcoRl del plasmido pUC19RB2, obteniendo el plasmido pB2/35SAcK. Las
secuencias que preceden el sitio de inicio de la traduccién (ATG) fueron levemente
modificadas por la remocion de un sitio de restriccion Sall, sin modificar la secuencia
codificante de pat (De Beuckeleer, 2004b, M-135134-03).

El plasmido pUC19 que sirve de esqueleto al pB2/35SAcK incluye el origen de replicacion
bacteriano (ori) y el gen de resistencia a ampicilina (bla). Para evitar que estos sean
funcionales una vez integrado el inserto en el genoma de la planta se digirio el plasmido
con la enzima Pvul antes de la transformacion, esto interrumpe la secuencia codificante

del gen de resistencia a ampicilina.
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La siguiente Tabla 10 de forma descriptiva se muestran todos los elementos incluidos en

la construccion (o construcciones) utilizada para la transformacion:

Tabla 10. Elementos Genéticos del Plasmido pB2/35SAcK

Posicion o .
en Vector Elemento Genético Funcién
0001-0188 [ Secuencia del Vector pUC19 (Yanisch-Perron et al., 1985) Estructura del Vector
0189-0243 RB: Borde Derecho fragmento del plasmido octopina TiAch5 El.emento actuando en.
(Gielen et al., 1984) Cis para la transferencia
de ADN-T
0244-0460 | Secuencia del Vector pUC19 (Yanisch-Perron et al., 1985) Estructura del Vector
0461-1003 P35S: promotor del virus en Mosaico de la Coliflor del vector Promotpr de la
PDH51 (Pietrzak et al., 1986) transcripcion
(constitutiva fuerte)
1004-1011 Secuencias sintéticas derivadas de sitio de multiple clonado Sit,io d_e clonado del
plasmido
pat: gen pat sintético (secuencia de aminoacidos de Streptomyces | Tolerancia a Herbicida y
1012-1563 . .
viridochromogenes) (Strauch et al., 1993) marcador de seleccién
1564-1581 Secuencias sintéticas derivadas de sitio de multiple clonado Sit'io d,e clonado del
plasmido
1582-1784 T35S: terminador del virus en Mosaico de la Coliflor del vector ~
PDH51 (Pietrzak et al., 1986) Sefal de stop
Secuencia del vector pUC19, incluyendo el sitio de maltiple . o
1785-4076 clonado (pos. 185-1843), el ori (origen de replicacion) en posicion Orlgen.de replicacion
2257 y el gen pg-lactamasa (bla) (pos. 3876-3016) (Yanisch-Perron bacter!ana y marcador
et al., 1985) bacteriano

l) Descripciéon, numero de copias, sitios de insercion y expresion de las secuencias

irrelevantes para la expresion de la modificacion genética y en su caso, la

identificacion de los efectos no esperados

Ademas de las secuencias reguladoras que confieren la tolerancia al herbicida glufosinato
de amonio, no se encuentra alguna otra secuencia incluida en el casete de expresion. El
evento de transformacion A5547-127 de soya LibertyLink tiene como Unico producto de
expresion la proteina PAT, codificada por el gen homonimo. No existen en la construccion
genética introducida genes acompanantes que resulten en la expresion de nuevas

proteinas.
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Dado que la expresion de PAT lleva a la tolerancia a glufosinato de amonio se utilizo este
atributo como marcador de seleccion durante el proceso de transformacion y la seleccion

de las lineas.

La caracterizacion molecular del evento A5547-127 por medio de experimentos de
Southern Blot (Moens 2012 M-142853-01-1) confirman la presencia de en un inserto Unico

que se hereda como un locus dominante simple.

La secuenciacion del inserto (Berghman S.y De Beuckeleer M. 2002a, M-199536-03-1)
junto con la interpretacion de los experimentos de Southern Blot demuestran que el
inserto consta de una copia del casete de expresion del gen pat flanqueadas por dos
fragmentos no funcionales del gen B-lactamasa (bla) cuya ausencia de expresion fue
determinada por la digestion del plasmido con la enzima Pvul previo a la transformacion,

predicha por la secuencia de inserto y confirmada por experimentos.

m) Secuencia de aminoacidos y de las proteinas novedosas expresadas por el OGM,
tamario del producto del gen, expresidon de copias multiples.
INFORMACION CONFIDENCIAL.

n) Rutas metabdlicas involucradas en la expresion del transgen y sus cambios

La caracteristica introducida es la tolerancia al herbicida glufosinato de amonio. Dicha
caracteristica se basa en la introduccion del gen pat aislado del microorganismo del suelo

Streptomyces viridochromogenes.

La expresion de este gen lleva a la produccion de la enzima fosfinotricina acetil
transferasa (PAT) que metaboliza el glufosinato a un derivado acetilado, inactivo,
confiriendo por lo tanto tolerancia a los herbicidas en base a glufosinato de amonio
(Freyssinet, 2002a, M-208497-01-1).

Es solo con la aplicacion del herbicida glufosinato de amonio (GA), un potente inhibidor
de la glutamino sintetasa (GS), una enzima que juega un papel esencial en la asimilacion
de amonio y en la regulacion del metabolismo del nitrogeno en la planta, que la

expresion del transgen se ve involucrada en una ruta metabolica. El producto del gen bar
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metaboliza al GA a un derivado acetilado inactivo. Las plantas que no tienen el transgen
pueden ser reconocidas y destruidas usando el herbicida en un estado temprano del
desarrollo de la planta. (Freyssinet, 2002a, M-208497-01-1)

Por otro lado, el analisis del comportamiento agronémico de la soya comparado con su
contraparte convencional durante dos anos muestra que no hubo influencia por la

modificacion genética.

0) Productos de degradacion de la proteina codificada por el transgen en

subproductos.

El gen insertado en el genoma del evento de soya A5547-127 (pat) es originario de S.
viridochromogenes. Esta es una bacteria ubicua en el suelo de la que no se han reportado

efectos patogenos ni se la ha asociado con la produccion de alérgenos o toxinas.

En numerosas ocasiones una respuesta de tipo alérgica es desencadenada por compuestos
biolégicos de alto peso molecular (mediadas por IgE) o compuestos quimicos de bajo peso
molecular (no mediadas por IgE). La proteina PAT no tiene caracteristicas que puedan

asociarse a ningunos de estos 2 grupos.

Es conocido que los alérgenos poseen una relativa estabilidad frente al calor. Esto es
debido a la conservacion de las secuencias lineales que forman los epitopes reconocidos
por las inmunoglobulinas del tipo E (IgE). Este fendomeno refuerza la importancia de las
busquedas de homologias en ventanas limitadas (8 aminoacidos) que permitan identificar

epitopes.

Si bien PAT es detectable en geles de poliacrilamida luego de una incubacion por 30 min
a 90°C (Rascle 2009a, M-131221-04-1) es importante destacar que no presenta homologia
con alérgenos conocidos ya sea en una bUsqueda amplia o limitada a la identificacion de

epitopes.

Sobre su digestion en jugo gastrico simulado, la estabilidad de la proteina PAT fue

investigada en el fluido gastrico (SGF) e intestinal (SIF) simulados siguiendo los métodos
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recomendados por “International Life Sciences Institute” (ILSI). Los resultados obtenidos
muestran que PAT es degradada dentro de los 30 segundos en SGF conteniendo pepsina a
pH 2,0 (Rascle 2009b, M-214025-04-1).

Para la determinacion de la estabilidad de PAT en SIF se acoploé un ensayo de Western
Blot y se observo que los niveles de PAT caen por debajo del 10% en los primeros 5
minutos de incubacion y son indetectables luego de 10 minutos (Rascle 2009¢c, M-214021-
03-1).

Estos resultados demuestran que la estabilidad de PAT bajo las condiciones que debe
enfrentar en el sistema gastrointestinal es extremadamente baja y confirman que su
ingesta como parte del alimento no representa riesgo potencial ya que su rapida
degradacion minimiza la posibilidad de que pueda disparar algin efecto toxico o

alergénico.

Sobre toxicidad, habiéndose demostrado la equivalencia sustancial entre el evento de
soya A5547-127 y cualquier variedad de soya se presenta como Unica diferencia entre
ambas la presencia del producto de expresion de la modificacion genética: la proteina
PAT. Los estudios bioldgicos, bioquimicos y bioinformaticos realizados demuestran que

esta proteina no es toxica para humanos o animales.

PAT pertenece al grupo de las acetil transferasas y es similar en cuanto a su estructura
bidimensional, inmunoreactividad, peso molecular y propiedades funcionales con otras
acetil transferasas comunes en plantas y animales que forman parte de la dieta humana y
animal y su presencia en los alimentos no representa una nueva exposicion. Cabe
destacar que no existen reportes que indiquen que esta clase de enzimas sea

potencialmente toxica o alergénica.

En cualquier caso, se realizaron una serie de ensayos bioldgicos y bioinformaticos cuyos
resultados se resumen a continuacion: PAT no comparte homologia de secuencia con
toxinas o alérgenos conocidos y no es estable en las condiciones que debe afrontar en el
tubo digestivo. Mas aln, no demostro6 toxicidad cuando fue inyectada por via intravenosa
en ratones. Una demostracion detallada de la ausencia del caracter toxico de PAT puede
encontrarse en (Hérouet et al., 2005, M-247779-01-1).
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p) Secuencia nucleotidica de las secuencias reguladoras incluyendo promotores,
terminadores y otras, y su descripcién, nimero de copias insertadas, pertenencia de
éstas secuencias a la especie receptora, inclusion de secuencias reguladoras
homologas a la especie receptora. INFORMACION CONFIDENCIAL.

q) Patogenicidad o virulencia de los organismos donadores y receptores de los

organismos donadores.

La secuencia de aminoacidos de la proteina PAT no muestra evidencias de ningln

potencial toxico o alergénico.

La secuencia de aminoacidos de la proteina PAT codificada por el gen pat sintético ha
sido completamente analizada por métodos bioinformaticos siendo completamente
idéntica a la proteina nativa de Streptomyces viridochromogenes (Capt 2012, M-266573-
05-1).

La blUsqueda de homologias de la enzima PAT (siguiendo las recomendaciones de
FAO/WHO) no mostré similitud con toxinas y alérgenos conocidos (Capt 2012, M-266573-
05-1). PAT posee similitud sélo con otras enzimas de actividad acetil transferasas sobre
las que no se han reportado caracteristicas toxicas o alergénicas. Tampoco se encontrd
homologia utilizando una ventana de 8 aminoacidos (con 100% de identidad dentro de la
ventana) con epitopes de alérgenos conocidos (Capt 2012b, M-217013-06-1) ni sitios

putativos de glicosilacion.

Se realizd un analisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina PAT con el objetivo
de identificar secuencias consenso asociadas a sitios de glicosilacion. Los resultados
obtenidos muestran que no existen en PAT sitios putativos de glicosilacion (Capt 2012, M-
217013-06-1 y Capt 2007a, M-142779-04-1).

S. viridochromogenes es una bacteria ubicua en el suelo de la que no se han reportado

efectos patdgenos ni se la ha asociado con la produccion de alérgenos o toxinas.

Por el contrario, y a pesar de su gran difusion como alimento, se han identificado en la

soya algunos compuestos con efectos antinutrientes. La modificacion genética presente
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en el evento de soya A5547-127 no modifica el nivel de expresion de estos compuestos

cuyas caracteristicas se sefialan a continuacion:

Inhibidores de proteasas: Se conocen 2 tipos de inhibidores de proteasas en semillas de
soya. Son el inhibidor de Kunitz y el inhibidor de Bowman-Birk. Ambos son activos contra
la tripsina y el inhibidor de Bowman-Birk también es activo contra la quimotripsina
(Liener, 1994, M-204382-01-1). Estos inhibidores de tripsina interfieren con la digestién
de proteinas dando como resultado una inhibicion del crecimiento. Se ha informado
actividad de inhibicion de tripsina de 100 a 184 Unidades de Tripsina Inhibidas (UTI)/mg
de proteina (Kakade et al., 1972, M-183138-01-1). La actividad de inhibicion de tripsina
se destruye cuando los alimentos a base de soya son cocidos en los sistemas de

procesamiento.

Lectinas: Las lectinas se unen a moléculas que contienen carbohidratos. La lectina
presente en soya cruda puede inhibir el crecimiento o causar la muerte a animales y
presumiblemente puede tener el mismo efecto en el hombre (Liener, 1994, M-204382-01-
1). La habilidad de las lectinas de actuar como hemoaglutinantes es la base de la mayoria
de los métodos de cuantificacion. La lectina de soya es a veces mencionada como soya
hemoaglutinante. Los niveles de lectina pueden variar de 37 a 323 Unidades con
Actividad Hemoaglutinante (HU)/mg de proteina (Kakade et al., 1972, M-183138-01-1).
En un estudio, los niveles de lectina cayeron aproximadamente 100-ordenes de 2,6
HU/mg de proteina total en semilla cruda a menos de 0.05 HU/mg de proteina total en
alimentos de soya desgrasados y tostados (Oberdoerfer_2012_M-360323-02-1).

Fitoestrogenos: La soya contiene naturalmente un nimero de compuestos isoflavonoides
sobre los cuales se ha informado que poseen actividades bioquimicas en especies de
mamiferos, incluyendo actividades estrogénicas e hypocolesterolémicas. Estos
compuestos han sido implicados en efectos adversos en sistemas reproductivos en
animales alimentados con dietas que contenian grandes cantidades de soya (Schutt, 1976,
M-204367-01-1). No esta aceptado universalmente que estos isoflavonoides sean anti-
nutrientes ya que también se han reportado efectos anticancerigenos (Messina y Barnes,
1991, M-204379-01-1).

Estaquiosa y Rafinosa: El bajo peso molecular de los carbohidratos estaquiosa y rafinosa

hace que los mismos sean considerados anti-nutrientes debido a la produccion de gas y la

LA INFORMACION PROPIEDAD DE BAYER CROPSCIENCE PRESENTADA EN ESTA SOLICITUD 30
Y TODOS LOS ANEXOS ES ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL



B

A
BAYER

E

R
150 Years

Science For A
Better Life

Solicitud de permiso para la liberacion al ambiente de la soya LibertyLink®

en Etapa Experimental en la zona agricola de Peninsula Yucatan en el ciclo agricola Primavera-Verano 2014

flatulencia resultante causada por la ingesta de estos compuestos (Rackis, 1974, M-
204371-01-1). Estos compuestos estan presentes en alimentos de soya desgrasados y
cocidos (Oberdoerfer_2012_M-360323-02-1) asi como también en soya cruda. El contenido
de estaquiosa en soya varia entre 1.2 - 3.4 g/100 g en soya cruda, y el contenido de
rafinosa varia entre 0.2 - 0.4 g/100g de soya cruda (Douglass, 1996, M-143563-01-1).

Acido Fitico: El acido fitico (myoinositol 1,2,3,4,5,6-hexakis(dihydrogen phosphate)) se
encuentra en semillas de soya. Este compuesto puede quelar nutrientes minerales
incluyendo calcio, magnesio, potasio, hierro y zinc, haciéndolos nutricionalmente no
disponibles (Liener, 1994, M-204382-01-1). El acido fitico es considerado un antinutriente
por esta caracteristica de limitar la disponibilidad de nutrientes minerales. El acido fitico
se encuentra normalmente en soya y en la mayoria de los productos de soya en una
cantidad de 1 a 1.5% del peso seco (Liener, 1994), sin embargo, valores mayores (hasta
2.74%) han sido reportados en la naturaleza (Douglass, 1996, M-143563-01-1).

Cuando se realiza el analisis bioinformatico para la identificacion de la homologia de las
nuevas proteinas con proteinas de actividad toxica conocida, la busqueda de homologias
de la enzima PAT (siguiendo las recomendaciones de FAO/WHQ) no mostro similitud con
toxinas y alérgenos conocidos (Hérouet et al., 2005, M-247779-02-1, Capt 2012 M-266573-
05-1, Capt 2012, M-217013-06-1.). PAT posee similitud sélo con otras enzimas de
actividad acetil transferasas de las que no se han reportado caracteristicas toxicas o
alergénicas. Tampoco se encontré homologia utilizando una ventana de 8 aminoacidos
(con 100% de identidad dentro de la ventana) con epitopes de alérgenos conocidos
(Hérouet et al., 2005, M-247779-01-1, Capt 2012, M-217013-06-1.) ni sitios putativos de

glicosilacion.

Respecto a los ensayos de toxicologia subcrénica o crénica de la nueva proteina, la
proteina PAT no tiene antecedentes que sugieran posibles efectos toxicos ni homologia
con proteinas toxicas o alergénicas. Mas aun, no demostr6 toxicidad cuando fue
dosificada por la via intravenosa en animales de experimentacion. Completando estos
resultados, pudo observarse que es rapidamente degradada en fluido gastrico o intestinal
simulado. Estos resultados hacen que un estudio de toxicidad subcronica no sea

necesario.
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En la evaluacion de toxicologia subcrénica o cronica del alimento completo, la existencia
de completa equivalencia desde el punto de vista sustancial y nutricional entre el evento
de soya LibertyLink A5547-127 y su contraparte no genéticamente modificada sumada a
la ausencia de evidencias que indiquen potenciales efectos toxicos o alergénicos de la

proteina PAT eximen de la necesidad de realizar este tipo de estudios.

Respecto a pruebas de efectos carcinogénicos y teratoldgicos a corto y mediano plazo, no
se considerd necesario realizar este tipo de ensayos, dado que el evento de soya
LiberyLink es sustancialmente equivalente a su linea de origen (A5547) y a las variedades
de soya tomadas como referencia por la literatura y que su comportamiento agronémico

y funcional como alimento son similares a éstas.

r) Genes de seleccion utilizados durante el desarrollo del OGM y el fenotipo que

confiere estos genes de seleccion, incluyendo el mecanismo de accion de estos genes

La caracteristica introducida en el evento de soya A5547-127 es la expresion estable y
constitutiva de la proteina PAT, que le confiere a la planta de soya tolerancia al
herbicida Glufosinato de Amonio. A continuacion se describe el mecanismo por el cual

esta modificacion resulta en el fenotipo de tolerancia.

La enzima Glutamino Sintetasa (GS) juega un rol central en el metabolismo de nitrogeno
de las plantas superiores donde es la Unica enzima en plantas que puede detoxificar el
amoniaco liberado por la reduccion de nitrato, degradacion de aminoacidos vy
fotorespiracion. El amoniaco, aun siendo un nutriente vegetal y un metabolito, es tdxico

en exceso Yy lleva a la muerte de la célula vegetal.

L-fosfinotricina es un potente inhibidor de la enzima Glutamino Sintetasa (GS) tanto en
bacterias como en plantas, donde se une competitivamente a la enzima desplazando al L-

glutamato del sitio activo.

Si bien la GS de S. viridochromogenes es sensible a L-fosfinotricina, la bacteria produce
una enzima (PAT) que la inactiva. PAT cataliza la conversion de L-fosfinotricina a N-
acetil-L-fosfinotricina en presencia de acetil CoA como co-substrato. N-acetil-L-

fosfinotricina no inhibe a GS, y, por lo tanto, no tiene actividad herbicida.
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La enzima PAT esta codificada por el gen pat en S. viridochromogenes. Este gen funciona
como una parte integral de la ruta biosintética de bialaphos y confiere la tolerancia a
glufosinato de amonio (Bayer et al., 1972 M-117813-01-2).

s) Numero de generaciones que mostraron estabilidad en la herencia del transgen.

La transferencia del inserto presente en el evento de soya A5547-127 y su patron de
segregacion fue verificada hasta las generaciones R2 y R3 (Van Wert, 2009, M-181487-03-
1).

Para lograr estas lineas se autopolinizaron las transformantes originales (RO) obteniendo
plantas R1 sensibles y tolerantes a glufosinato de amonio. Las plantas tolerantes fueron

nuevamente autopolinizadas para obtener la generacion R2.

Es de esperar que si las plantas presentan homocigocis respecto del locus pat toda su
progenie sea tolerante al herbicida, y que si la planta es heterocigota, su progenie

guarde una relacion tolerante: sensible de 3:1.

Entonces, si el locus pat se hereda establemente, toda la progenie de una planta
homocigota deberia presentar tolerancia al herbicida. Esto fue evaluado durante tres

generaciones consecutivas y se corroboro para todas las plantas homocigotas analizadas.

Los estudios realizados con plantas hemicigotas y el analisis molecular realizado hasta la

generacion R5 confirman y refuerzan estas conclusiones.

Para caracterizar el patron de segregacion del evento de soya A5547-127 se obtuvo la
progenie de plantas homocigotas y heterocigotas. Los resultados mostraron que toda la

progenie de plantas homocigotas tiene tolerancia a glufosinato de amonio.

Cuando se autopolinizaron la plantas RO tolerantes a glufosinato de amonio se obtuvieron
hileras completamente tolerantes al herbicida e hileras con tolerancia parcial o nula en
una proporcion 1:2 (Tabla 12). Es de suponer que la tolerancia parcial se deba a la

hemicigosis para el locus pat.
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La autopolinizacion de las plantas R1

respecto a las plantas sensibles.

con tolerancia parcial

(presumiblemente

hemicigotas) dieron como resultado plantas R2 tolerantes en una proporcion 3:1 con

Estos resultados demuestran que el inserto presente en el evento de soya A5547-127
(locus pat) se hereda como un locus mendeliano dominante simple (Van Wert, 2009, M-
181487-03-1).

Tabla 12. Patron de segregacion del locus pat del evento de soya A5547-127

Comparacion | Progenie Plantas Plantas Radio Original X2 | Verified X2
resistentes | sensitivas esperado

Hilera 1 R3 66 16 3:1 1.52 1.32
Hilera 2 R3 141 36 3:1 1.97 2.05
Hilera 3 R3 35 7 3:1 1.84 1.56
Hilera 4 R3 50 11 3:1 1.46 1.58
Hilera 7 R3 40 7 3:1 2.72 2.56
Hilera 9 R3 73 13 31 4.8 4.48
Hilera 10 R3 43 8 3:1 2.51 2.36
Hilera 11 R3 34 6 3:1 213 2.13
Hilera 13 R3 34 8 3:1 1.02 0.79
Hilera 14 R3 32 3 3:1 5.26 5.04
Hilera 16 R3 41 10 31 0.89 0.79
Hilera 17 R3 36 10 31 04 0.26
Hilera 21 R3 76 21 3:1 0.52 0.58
Hilera 22 R3 47 8 3:1 3.37 3.21
Hilera 23 R3 120 31 3:1 1.69 1.61
Hilera 25 R3 141 22 3:1 11.68 11.50
Hilera 26 R3 143 53 3:1 0.44 0.44
Hilera 27 R3 80 16 3:1 3.56 3.56
Hilera 29 R3 119 25 3:1 4.48 4.48
Hilera 30 R3 148 46 3:1 0.23 0.17
Hilera 31 R3 34 8 3:1 1.02 0.79

Nota: Los valores que difieren con los valores verificados

verificados corregidos ya son mostrados en la Ultima columna.

estan subrayados y asi los valores

La estabilidad del locus pat en el evento de soya A5547-127 fue demostrada por medio de
experimentos de Southern Blot en tres generaciones consecutivas. La sonda utilizada para
detectar la presencia del inserto en las distintas muestras corresponde al fragmento
EcoRlI del plasmido pB2/35SAcK (Figura 5) (De Beuckeleer 1998, M-183196-01-1).
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Figura 5. Zona de hibridacion de la sonda utilizada para la demostracion de la estabilidad del
evento.

Los resultados obtenidos para las generaciones R3 a R5 se muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Estabilidad del inserto en generaciones sucesivas

10 yg de ADN gendmico de hojas del evento de soya A5547-127 (generaciones R3 a Rs) fueron
digeridos con las enzimas Ncol o Hindlll e hibridados con la sonda pat (fragmento EcoRl del
plasmido pB2/355SAcK, 1329 pb).
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1. A ADN digerido con Pstl 7. Calle sin sembrar

2. A5547-127- R3 digerido con Hindlll 8. A5547-127- R3 digerido con Ncol

3. A5547-127- R4 digerido con Hindlll 9. A5547-127- R4 digerido con Ncol

4. A5547-127- R5 digerido con Hindlll 10. A5547-127- R5 digerido con Ncol

5. A5547 - Hindlll 11. A5547 digerido con Ncol

6. A5547 silvestre digerido con Hindlll + 1 copia  12. A5547 digerido con Ncol + 1 copia de
de pB2/35SAcK digerido con EcoRlI pB2/35SAcK digerido con Ncol

Como se puede observar en la Figura 6, el patréon de bandas observado corresponde a lo
esperado para las enzimas utilizadas en la digestion del ADN del evento, asi como para el
plasmido utilizado en la transformacion. Este patron se mantiene constante a lo largo de

las 3 generaciones analizadas, demostrando la estabilidad del evento.
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. Identificacion de la zona o zonas donde se pretenda liberar el OGM:

a) Superficie total del poligono o poligonos donde se realizara la liberacion

La liberacion de la soya LibertyLink® se realizara en una superficie total de 15 hectareas,

las cuales se encuentran contenidas en el poligono que se adjunta en el Anexo Figura 7.

Se importara 750 kg de semilla

b) Ubicacion, en coordenadas UTM, del poligono o poligonos donde se realizara la

liberacion, y

Tabla 13. El poligono de liberacion al ambiente y sus extremos.

Poligono de la Peninsula
No. | Latitud | Longitud X Y Zona
1 |14.5267 | -92.2242 | 583590.4 | 1606119.94 15
2 |14.7076 | -92.4138 | 563105.59 | 1626067.62 15
3 | 14.7859 | -92.4959 | 554245.45 | 1634706.7 15
4 | 15.0904 | -92.5382 | 549625.42 | 1668376.73 15
5 |15.3754 | -92.9761 | 502565.96 | 1699847.72 15
6 | 15.5307 | -92.8248 | 518791.29 | 1717032.83 15
7 | 15.4616 | -92.7959 |521897.75 | 1709392.44 15
8 | 15.3743 | -92.6142 | 541401.48 | 1699762.86 15
9 |17.5399 | -91.9829 | 607954.38 | 1939571.85 15
10 | 17.9587 | -92.2352 | 580980.28 | 1985782.91 15
11 | 18.5798 | -91.1264 | 697719.45 | 2055364.61 15
12 | 19.1096 | -91.0107 | 709271.51 | 2114144.2 15
13 | 19.8093 | -90.6633 | 744774.57 | 2192070.82 15
14 119.8970 | -90.3267 | 779904.3 | 2202306.85 15
15 | 20.6654 | -90.3044 | 780848.43 | 2287449.96 15
16 | 20.9734 | -90.1776 | 793471.58 | 2321792.44 15
17 | 21.0729 | -89.3757 | 253162.56 | 2332056.43 16
18 | 21.3820 | -88.9563 | 297179.85 | 2365688.27 16
19 | 21.5541 | -88.2809 | 367370.07 | 2384018.1 16
20 | 21.5186 | -88.2201 | 373629.49 | 2380037.87 16
21 | 21.5628 | -88.1427 | 381686.7 | 2384869.96 16
22 | 21.5143 | -88.0235 | 393995.43 | 2379415.59 16
23 | 21.2926 | -87.3596 | 462703.45 | 2354573.53 16
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24 | 20.7246 | -87.7011 | 426997.15 | 2291826.92 | 16
25 | 20.1760 | -87.6984 | 427024.91 | 2231111.06 | 16
26 | 19.2734 | -88.1738 | 376650.9 | 2131496.1 16
27 |18.8118 | -87.9857 | 396139.23 | 2080291.83 | 16
28 | 18.0605 | -88.7167 | 318306.66 | 1997723.08 | 16
29 | 17.9753 | -89.1242 | 275052.27 | 1988740.1 16
30 | 17.8155 | -89.2567 | 260799.88 | 1971215.15 | 16
31 | 18.4952 | -89.4207 | 244397.78 | 2046687.55 | 16
32 | 18.7906 | -89.1543 | 272939.57 | 2079033.48 | 16
33 | 19.0892 | -89.0855 | 280576.02 | 2112003.7 16
34 | 19.0817 | -88.5472 | 337226.61 | 2110585.98 | 16
35 | 19.5750 | -88.8608 | 304807.78 | 2165514.13 | 16
36 | 19.5969 | -89.0812 | 281709.34 | 2168205.39 | 16
37 |19.7034 | -89.1234 | 277428.56 | 2180051.04 | 16
38 | 19.7391 | -89.4147 | 246943.23 | 2184412.21 | 16
39 | 19.2433 | -89.2427 | 264252.75 | 2129269.6 16
40 | 19.2527 | -89.7029 | 215873.43 | 2130999.45 | 16
41 | 18.4692 | -90.0879 | 807559.29 | 2044574.79 | 15
42 |1 17.8161 | -90.1965 | 797187.96 | 1972065.57 | 15
43 | 17.8100 | -90.9878 | 713277.49 | 1970310.68 | 15
44 | 17.3184 | -90.9876 | 713876.74 | 1915896.99 | 15
45 | 17.5113 | -91.5706 | 651743.28 | 1936688.63 | 15
46 | 15.2685 | -92.2768 | 577655.47 | 1688152.7 15
47 | 15.0036 | -92.1395 | 592509.51 | 1658904.01 | 15
48 | 14.8863 | -92.1233 | 594300.33 | 1645935.67 | 15
49 | 14.8367 | -92.1789 | 588342.59 | 1640426.51 | 15
50 |14.6761 | -92.1262 | 594078.83 | 1622683.47 | 15
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ANEXO: Poligono de liberacién propuesto para la zona Peninsula de Yucatan.
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Municipios con Soya
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Figura 7. Poligono seccionado donde se liberara la soya LibertyLink en la region agricola de
los estados de Yucatan, Campeche, Quintana Roo y Chiapas.
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c) Descripcion de los poligonos donde se realizara la liberacion y de las zonas

vecinas a éstos seguln las caracteristicas de diseminacion del OGM de que se trate.

1. Listado de especies sexualmente compatibles y de las especies que tengan

interaccion en el area de liberacion y en zonas vecinas a éstos

No existen parientes silvestres o especies compatibles sexualmente con la soya en el area
de liberacién y en zonas vecinas. El Unico cultivo con el cual podria cruzarse son otros
cultivos comerciales de soya, para lo cual Bayer de México S.A. de C.V. propone una serie

de medidas de bioseguridad que se mencionan en la seccion IV.

2. Descripcion geografica

Los poligonos donde se realizara la liberacion estan ubicados en las regiones de los
siguientes estados, indicandose los respectivos municipios. Para Campeche: Calkini,
Hecelchakan, Tenabo, Campeche, Hopelchén y Champotén; en Quintana Roo: Othon P.
Blanco y José Maria Morelos; Yucatan: Oxkutzcab y Chiapas: Mazatan, Tuxtla Chico,

Tapachula y Suchiate.

Adyacente a estos valles agricolas se encuentran algunas areas naturales protegidas Ver
Figura 8. Existe sin embargo, el compromiso y obligacion de Bayer de México S.A. de C.V
de no realizar ninguna liberacién al ambiente de soya LibertyLink® fuera de los poligonos

solicitados y descritos anteriormente.

Asimismo, en la Figura 9 se muestran las vias de comunicacion terrestres y las

ecorregiones del poligono.
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Figura 8. Poligono de liberacion propuesto para la zona Peninsula de Yucatan incluyendo

las Areas Naturales Protegidas.
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Figura 9. Poligono de liberacién propuesto para la zona Peninsula de Yucatéan incluyendo
las vias de comunicacion terrestre y las ecorregiones.
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. Estudio de los posibles riesgos que la liberaciéon de los OGMs pudiera generar al
medio ambiente y a la diversidad biolégica a los que se refiere el articulo 42, fraccion
lll, de la Ley. Contendra, ademas de lo dispuesto en el articulo 62 de la Ley, la

informacion siguiente:
a) Estabilidad de la modificacion genética del OGM

Durante el transcurso del desarrollo del evento de soya A5547-127, se realizaron estudios
para evaluar las caracteristicas reproductivas, de diseminacion y supervivencia de la soya
conteniendo el gen pat comparada con el control. Las conclusiones de estos ensayos son
que el evento de soya A5547 es equivalente al organismo receptor en todos estos

aspectos.

La evaluacion consider6 la comparacion del evento de soya A5547-127y la variedad de
soya receptora, A5547 en cuanto a su capacidad reproductiva, morfologia de planta,
desarrollo agronomico y susceptibilidad a enfermedades. No se observaron cambios en la
fertilidad, morfologia floral o diseminacion del polen por los expertos mejoradores en el
curso del programa de desarrollo de variedades (en curso desde 1995). La Unica diferencia
es la tolerancia al herbicida glufosinato de amonio. Esta tolerancia permite a las plantas

sobrevivir a la aplicacion del herbicida.

A lo largo de la historia de ensayos a campo con el evento A5547-127 no se observaron
diferencias que pudieran ser atribuidas a los efectos pleiotropicos de la insercion del gen
pat, ni se vié que el evento A5547-127 fuera diferente del organismo receptor en relacion

a las caracteristicas agronomicas o reproductivas.

Modo y tasa de reproduccion: La modificacion genética introducida en el cultivo de soya
genera como Unico cambio fenotipico la tolerancia al herbicida glufosinato de amonio.
Esta modificacion no genera cambios en el modo o la tasa de multiplicacion del cultivo y
no se han observado en los ensayos efectos no esperados asociados a la modificacion

genética.
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Se realizaron observaciones que pueden definir la fertilidad y la fecundidad para comparar
el evento transformado A5547-127 con su variedad parental A5547 (Kowite W. 2008, M-
295867-03-1).

La fertilidad fue testeada mediante la evaluacion de la morfologia y viabilidad del polen
por tincion vital y por germinacion del tubo de polen en soluciones de glicerol. No se
observaron diferencias estadisticas ni en la viabilidad ni en el porcentaje de germinacién
del polen. La morfologia de las estructuras florales se comparo por fotografia en estadios
de desarrollo similares. La fertilidad del evento de soya A5547-127 no es diferente de la
del A5547 (Shillito R. 2001, M-238822-01-2).

Diseminacion y supervivencia: La soya es un cultivo anual con autopolinizacion propagado
comercialmente por medio de semillas. Normalmente no presenta dormancia y solo bajo
condiciones especiales puede dar lugar a la aparicion de plantas voluntarias. El
comportamiento del cultivo no se asemeja a las caracteristicas de las malezas y no se lo
encuentra fuera del cultivo. Sus caracteristicas lo hacen muy susceptible a heladas a
sequia y a inundaciones y la semilla sobrevive pobremente en el suelo. La introduccién
del gen pat no modifica ninguna de las caracteristicas mencionadas y no afecta su

persistencia o invasividad.

Ademas, en los ensayos realizados en Brasil en los afos 1996 y 1997 no se observo la
aparicion de plantas voluntarias (Van Wert, 2009, M- 181487-03-1) y se verifico en ensayos
realizados en el ano 2000 que el evento de soya A5547-127 conserva su susceptibilidad al
herbicida Roundup® (Freyssinet, 2002b, M-208502-01-1) lo que provee de una herramienta

sencilla para el control de eventuales plantas voluntarias.

Para confirmacion de la segregacion y transferencia a la progenie, la transferencia del
inserto presente en el evento de soya A5547-127 y su patron de segregacion fue verificada
hasta las generaciones R2 y R3 (Van Wert, 2009, M-181487-03-1).

LA INFORMACION PROPIEDAD DE BAYER CROPSCIENCE PRESENTADA EN ESTA SOLICITUD 46
Y TODOS LOS ANEXOS ES ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL



B

A
BAYER

E

R
150 Years

Science For A
Better Life

Solicitud de permiso para la liberacion al ambiente de la soya LibertyLink®

en Etapa Experimental en la zona agricola de Peninsula Yucatan en el ciclo agricola Primavera-Verano 2014

Para lograr estas lineas se autopolinizaron las transformantes originales (R0) obteniendo
plantas R1 sensibles y tolerantes a glufosinato de amonio. Las plantas tolerantes fueron

nuevamente autopolinizadas para obtener la generacion R2.

Es de esperar que si las plantas presentan homocigocis respecto del locus pat toda su
progenie sea tolerante al herbicida, y que si la planta es heterocigota, su progenie guarde

una relacion tolerante: sensible de 3:1.

Entonces, si el locus pat se hereda establemente, toda la progenie de una planta
homocigota deberia presentar tolerancia al herbicida. Esto fue evaluado durante tres

generaciones consecutivas y se corroboro para todas las plantas homocigotas analizadas.

Los estudios realizados con plantas hemicigotas y el analisis molecular realizado hasta la

generacion R5 confirman y refuerzan estas conclusiones.

Para caracterizar el patréon de segregacion del evento de soya A5547-127 se obtuvo la
progenie de plantas homocigotas y heterocigotas. Los resultados mostraron que toda la

progenie de plantas homocigotas tiene tolerancia a glufosinato de amonio.

Cuando se autopolinizaron la plantas RO tolerantes a glufosinato de amonio se obtuvieron
hileras completamente tolerantes al herbicida e hileras con tolerancia parcial o nula en
una proporcion 1:2 (Tabla 14). Es de suponer que la tolerancia parcial se deba a la

hemicigosis para el locus pat.

La autopolinizacion de las plantas R1 con tolerancia parcial (presumiblemente
hemicigotas) dieron como resultado plantas R2 tolerantes en una proporcién 3:1 con
respecto a las plantas sensibles. Estos resultados demuestran que el inserto presente en el
evento de soya A5547-127 (locus pat) se hereda como un locus mendeliano dominante
simple (Van Wert, 2009, M- 181487-03-1).
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Tabla 14. Patron de segregacion del locus pat del evento de soya A5547-127

Comparacion | Progenie Plantas Plantas Radio Original X2 | Verified X2
resistentes | sensitivas esperado

Hilera 1 R3 66 16 3:1 1.52 1.32
Hilera 2 R3 141 36 3:1 1.97 2.05
Hilera 3 R3 35 7 3:1 1.84 1.56
Hilera 4 R3 50 11 3:1 1.46 1.58
Hilera 7 R3 40 7 3:1 2.72 2.56
Hilera 9 R3 73 13 3:1 4.8 4.48
Hilera 10 R3 43 8 3:1 2.51 2.36
Hilera 11 R3 34 6 3:1 213 2.13
Hilera 13 R3 34 8 31 1.02 0.79
Hilera 14 R3 32 3 3:1 5.26 5.04
Hilera 16 R3 41 10 31 0.89 0.79
Hilera 17 R3 36 10 31 04 0.26
Hilera 21 R3 76 21 3:1 0.52 0.58
Hilera 22 R3 47 8 3:1 3.37 3.21
Hilera 23 R3 120 31 31 1.69 1.61
Hilera 25 R3 141 22 3:1 11.68 11.50
Hilera 26 R3 143 53 3:1 0.44 0.44
Hilera 27 R3 80 16 31 3.56 3.56
Hilera 29 R3 119 25 3:1 4.48 4.48
Hilera 30 R3 148 46 3:1 0.23 0.17
Hilera 31 R3 34 8 3:1 1.02 0.79

El analisis molecular (Southern blot, PCR) y la estabilidad del locus pat en el evento de
soya A5547-127 fue demostrada por medio de experimentos de Southern Blot en tres
generaciones consecutivas. La sonda utilizada para detectar la presencia del inserto en las
distintas muestras corresponde al fragmento EcoRI del plasmido pB2/35SAcK (Figura 5) (De
Beuckeleer 1998, M-183196-01-1).
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Figura 10. Zona de hibridacién de la sonda utilizada para la demostracién de la estabilidad del evento.

Los resultados obtenidos para las generaciones R3 a R5 se muestran en la Figura 11

Bp

14057 —

S0TT —
4740 ——=
4507

1838 —— e S

2450 ———

2040 —
1986 —

1700 ——

1159 —— o
1003 —

805 ——
Figura 11. Estabilidad del inserto en generaciones sucesivas

10 pg de ADN gendmico de hojas del evento de soya A5547-127 (generaciones Rs a Rs) fueron digeridos con
las enzimas Ncol o Hindlll e hibridados con la sonda pat (fragmento EcoRI del plasmido pB2/35SAcK, 1329

pb).
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1. A ADN digerido con Pstl 7. Calle sin sembrar

2. Ab5547-127- R3 digerido con Hindlll 8. A5547-127- R3 digerido con Ncol

3. A5547-127- R4 digerido con Hindlll 9. A5547-127- R4 digerido con Ncol

4. A5547-127- R5 digerido con Hindlll 10. A5547-127- R5 digerido con Ncol

5. A5547 — Hindlll 11.  A5547 digerido con Ncol

6. A5547 silvestre digerido con Hindlll + 1 copia de 12.  A5547 digerido con Ncol + 1 copia de

pB2/35SAcK digerido con EcoRl pB2/35SAcK digerido con Ncol

Como se puede observar en la Figura 11, El patron de bandas observado corresponde a
lo esperado para las enzimas utilizadas en la digestion del ADN del evento, asi como para
el plasmido utilizado en la transformacion. Este patrén se mantiene constante a lo largo

de las 3 generaciones analizadas, demostrando la estabilidad del evento.

b) Expresion del gen introducido, incluyendo niveles de expresion de la proteina de

interés en los diversos tejidos, asi como los resultados que lo demuestren.

La expresion de la proteina PAT fue evaluada en raices, tallo, hojas y semillas
provenientes de ensayos en invernaculo y a campo. Todas las determinaciones fueron
realizadas mediante la técnica de ELISA (De Wulf y De Pestel, 2007, M-293325-01-1).

Para el caso de raices, tallo y hojas las muestras fueron tomadas a partir de plantas
cultivadas en invernaculo y asperjadas con glufosinato de amonio previo a la toma de
muestra. Los contenidos promedio en cada tejido y para cada estado de desarrollo se

muestran en la Tabla 15 y en la Figura 12.

Tabla 15. Contenido de PAT en raices, tallos y hojas

Contenido promedio de PAT | Proteinas totales Extraibles | Contenido promedio de PAT
Tejido (M4glg) + SD (TEP) % de peso fresco como % de TEP
Vi Vs Vi Vs Vi Vs
Hoja 18.40+6.50 | 26.22+9.87 | 843+1.40 3.65+1.12 0.22 0.73
Tallo 39.18+3.04 | 13.85+6.12 | 4.75+0.35 1.84 +1.05 0.83 0.84
Raiz 8.16 + 2.50 3.60 £ 0.42 253 +0.40 1.20+0.38 0.32 0.32
No se detectd la presencia de PAT en muestras provenientes de plantas no genéticamente modificadas
(A5547).
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Figura 12. Contenido de PAT en los diferentes tejidos en estadios V3 y V8

Como puede observarse, el contenido de PAT en los tejidos se encuentra dentro del mismo
orden de magnitud y siempre por debajo del 0,8% de las proteinas totales extraibles de la

muestra.

El contenido de PAT también fue cuantificado en semillas provenientes del evento de soya
A5547-127 (Shillito, 2003, M-238895-01-1). Para esto se consideraron muestras de semillas
provenientes de plantas del evento de soya A5547-127 y de su contraparte no
genéticamente modificada (A5547) cultivadas a campo en la region de Florida en el afo

1999. La semilla utilizada para este ensayo proviene de 9 lotes:

e 3 parcelas de plantas A5547 (no transgénicas)
3 parcelas del evento A5547-127

e 3 parcelas del evento A5547-127 asperjado con glufosinato de amonio (GA
0.35 b ai/acre )

Los resultados obtenidos (Tabla 16) demuestran que los contenidos de PAT en la semilla

son extremadamente bajos.

Tabla 16. Contenido de PAT en la semilla del evento de soya A5547-127

PAT (uglg peso fresco) * SD % proteinas totales PAT % crude protein

Asperjado con
GA

Sin asperjar

Asperjado con
GA

Sin asperjar

Asperjado con
GA

Sin asperjar

0.017471

0.020202

36.5

38.8

0.0048

0.0056

No fue detectada la presencia de PAT en semillas provenientes de plantas no genéticamente modificadas.
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c) Caracteristicas del fenotipo del OGM

La caracteristica introducida en el evento de soya A5547-127 es la expresion estable y
constitutiva de la proteina PAT, que le confiere a la planta de soya LibertyLink tolerancia
al herbicida Glufosinato de Amonio. A continuacion se describe el mecanismo por el cual

esta modificacion resulta en el fenotipo de tolerancia.

La enzima Glutamino Sintetasa (GS) juega un rol central en el metabolismo de nitrogeno
de las plantas superiores donde es la Unica enzima en plantas que puede detoxificar el
amoniaco liberado por la reduccion de nitrato, degradacion de aminoacidos y
fotorespiracion. El amoniaco, aun siendo un nutriente vegetal es toxico si se encuentra en

exceso y lleva a la muerte de la célula vegetal.

La L-fosfinotricina es un potente inhibidor de la enzima Glutamino Sintetasa (GS) tanto en
bacterias como en plantas, donde se une competitivamente a la enzima desplazando al L-

glutamato del sitio activo.

Si bien la GS de S. viridochromogenes es sensible a L-fosfinotricina, la bacteria produce
una enzima (PAT) que la inactiva. PAT cataliza la conversion de L-fosfinotricina a N-acetil-
L-fosfinotricina en presencia de acetil CoA como co-substrato. N-acetil-L-fosfinotricina no

inhibe a GS, y, por lo tanto, no tiene actividad herbicida.

La enzima PAT esta codificada por el gen pat en S. viridochromogenes. Este gen funciona
como una parte integral de la ruta biosintética de bialaphos y confiere la tolerancia a
glufosinato de amonio (Bayer et al., 1972 M-117813-01-2).
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d) Identificacién de cualquier caracteristica fisica y fenotipica nueva relacionada
con el OGM que pueda tener efectos adversos sobre la diversidad biolégica y en

el medio ambiente receptor del OGM

Ninguna. Especificamente sélo es la caracteristica fenotipica explicada en el punto c)

anterior.

e) Comparacion de la expresion fenotipica del OGM respecto al organismo receptor,

la cual incluya al menos, ciclo biolégico y cambios en la morfologia basica

Para caracterizar el patron de segregacion del evento de soya A5547-127 se obtuvo la
progenie de plantas homocigotas y heterocigotas. Los resultados mostraron que toda la

progenie de plantas homocigotas tiene tolerancia a glufosinato de amonio.

Cuando se autopolinizaron la plantas RO tolerantes a glufosinato de amonio se obtuvieron
hileras completamente tolerantes al herbicida e hileras con tolerancia parcial o nula en
una proporcion 1:2. (Tabla 17). Es de suponer que la tolerancia parcial se deba a la

hemicigosis para el locus pat.

La autopolinizacion de las plantas R1 con tolerancia parcial (presumiblemente
hemicigotas) dieron como resultado plantas R2 tolerantes en una proporcion 3:1 con

respecto a las plantas sensibles (Tabla 17).

Estos resultados demuestran que el inserto presente en el evento de soya A5547-127 (locus
pat) se hereda como un locus mendeliano dominante simple (Van Wert, 2009, M- 181487-
03-1).
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Tabla 17. Patron de segregacion del locus pat del evento de soya A5547-127

Comparacion | Progenie Plantas Plantas Radio Original X2 | Verified X2
resistentes | sensitivas esperado

Hilera 1 R3 66 16 3:1 1.52 1.32
Hilera 2 R3 141 36 3:1 1.97 2.05
Hilera 3 R3 35 7 3:1 1.84 1.56
Hilera 4 R3 50 11 3:1 1.46 1.58
Hilera 7 R3 40 7 3:1 2.72 2.56
Hilera 9 R3 73 13 3:1 4.8 448
Hilera 10 R3 43 8 3:1 2.51 2.36
Hilera 11 R3 34 6 3:1 2.13 2.13
Hilera 13 R3 34 8 3:1 1.02 0.79
Hilera 14 R3 32 3 3:1 5.26 5.04
Hilera 16 R3 41 10 3:1 0.89 0.79
Hilera 17 R3 36 10 3:1 04 0.26
Hilera 21 R3 76 21 31 0.52 0.58
Hilera 22 R3 47 8 3:1 3.37 3.21
Hilera 23 R3 120 31 3:1 1.69 1.61
Hilera 25 R3 141 22 31 11.68 11.50
Hilera 26 R3 143 53 3:1 0.44 0.44
Hilera 27 R3 80 16 3:1 3.56 3.56
Hilera 29 R3 119 25 31 4.48 448
Hilera 30 R3 148 46 3:1 0.23 0.17
Hilera 31 R3 34 8 3:1 1.02 0.79

Nota: Los valores que difieren con los valores verificados estan subrayados y asi los valores
verificados corregidos ya son mostrados en la tltima columna.

f) Declaraciéon sobre la existencia de efectos sobre la diversidad biolégica y al

medio ambiente que se puedan derivar de la liberaciéon del OGM

Ninguno. El cultivo de soya modificada con las caracteristicas de tolerancia a herbicidas
tiene una historia larga de uso seguro.
Los hallazgos significativos de la evaluacion ambiental del USDA sobre el evento de

transformacion A5547-127 incluyen algunos puntos que se sefialan a continuacion:

e No se exhiben propiedades de patogenicidad vegetal.
e No es mas probable que este evento se convierta en maleza en relacion con las

lineas de soya desarrolladas por mejoramiento convencional de plantas.
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e Las caracteristicas fisicas y la susceptibilidad a plagas fueron comparadas con los
atributos de la soya no transgénica durante las evaluaciones a campo y no se
observaron diferencias obvias con respecto a la cantidad de semilla producida,
caracteristicas de germinacion, stand final o susceptibilidad a patogenos.

e Es muy improbable que se aumente el potencial de maleza de cualquier otra
especie por inter cruzamientos.

e No se encontraron impactos en organismos no blanco, incluyendo especies

amenazadas y en peligro u organismos benéficos.

g) Descripcion de uno o mas métodos de identificacion del evento especifico del
OGM, incluyendo niveles de sensibilidad y reproducibilidad, con la manifestacién
expresa del promovente de que los métodos de identificacién son los reconocidos

por el desarrollador del OGM para la deteccién del mismo.

Métodos moleculares: Para una deteccion rapida y simple de plantas A5547-127 se pueden
utilizar las tiras de flujo lateral disponibles comercialmente. Ademas estan disponibles
métodos de ELISA y PCR para una deteccion de rutina cuantitativa y semi-cuantitativa del
evento A5547-127. Una mayor sensibilidad puede alcanzarse utilizando la técnica de PCR

en tiempo real validado internacionalmente para este evento.

Métodos bioldgicos: Se puede utilizar la caracteristica de tolerancia al herbicida
glufosinato de amonio para detectar aquellas plantas de soya que contengan el evento
A5547-127.

h) Existencia de potencial de flujo génico del OGM a especies relacionadas

No hay evidencia de transferencia genética ni intercambio bajo condiciones naturales con
organismos que no sean aquellos con los que la soya puede producir cruzamientos fértiles
a través de la reproduccion sexual. No hay indicaciones que el potencial para intercambio
exitoso de material genético haya cambiado debido a la modificacion genética. El inserto
no posee una capacidad intrinseca para transferir los genes insertados por auto

transferencia o re-movilizacion.
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Transferencia de genes de Planta a Bacteria: Para que la transferencia horizontal de genes
genere un nuevo tipo de microorganismo y, por lo tanto, produzca un impacto
significativo, algunas de las siguientes condiciones deben ser observadas:
e Laincorporacion deberia ser de ADN completo sin degradar.
e Los genes de la planta deberian dar como resultado una expresion significativa en
un entorno procariotico.
e La expresion deberia representar un aumento significativo sobre el nivel del
entorno
e La caracteristica deberia proveer una ventaja competitiva a la cepa en la cual es

incorporada.

Transferencia de genes entre plantas: La soya (Glycine max) se considera una especie de
auto-fecundacion, con una tasa de polinizacion cruzada menor al 1%. La soya es también
altamente compatible con la especie silvestre relacionada Glycine soya. Esta especie, asi
como otras soyas silvestres relacionadas (Glycine max), se encuentra solo en Australia, sur

de China, Taiwan, Filipinas, Papua Nueva Guinea y varias islas del Pacifico Sur.

Los estudios realizados sobre la biologia reproductiva y las caracteristicas agronémicas de
plantas derivadas del evento A5547-127 permiten concluir que estas tienen las mismas
capacidades y limitaciones reproductivas que la soya producida por mejoramiento
convencional y que no son diferentes de otras soyas con respecto a la auto fecundacion o

la fecundacion cruzada.

i) Bibliografia reciente de referencia a los datos presentados.

Mismas fuentes presentadas en la tabla de la pagina 72.
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IV. Medidas y procedimientos de monitoreo de la actividad y de

bioseguridad a llevar a cabo.

a) Medidas y procedimientos de monitoreo de la actividad:

1. Plan de monitoreo detallado.

Se efectuara un monitoreo comprensivo durante la liberacion y todo el ciclo de cultivo de
soya LibertyLink®. Las actividades incluyen:
Efectuar una localizacion georreferenciada de los lotes de los agricultores cooperantes
que siembren la soya LibertyLink® con el proposito de tener un control sobre los sitios
de liberacion y de esa manera evitar que se siembre en predios no autorizados. En
este caso la liberacion se efectuara al interior de un campo experimental de una

institucion reconocida.

Realizar un monitoreo de canales de riego y drenes adyacentes a los predios con el fin

de detectar el posible establecimiento de plantulas en sus orillas.

Realizar una capacitacion a todo el personal involucrado en el proceso de produccion
con el objeto de que toda persona relacionada con el cultivo conozca las posibles
implicaciones, riesgos y beneficios de uso y manejo de la soya LibertyLink®. Ademas,
todo el personal involucrado debera saber que debido a que soya LibertyLink® tiene
como caracteristicas la tolerancia a la aplicacion del herbicida Glufosinato, es posible

detectarla con facilidad con respecto a otro tipo de soya.

El plan de capacitacion incluye:

Grupo de Responsable de la Fecha de la
capacitacion capacitacion capacitacion
Investigadores Personal de asuntos Sesiones en Agosto
responsables regulatorios y técnicos de 2013.

de Bayer Cropscience.

Personal asistente Investigadores Sesiones en Agosto
de los responsables de 2013.
investigadores
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El programa de monitoreo se realizara en las zonas donde se siembre la soya
biotecnologica durante un periodo de un ano, dirigiendo la busqueda a plantas de soya
voluntarias que puedan expresar el evento LibertyLink® y procediendo a su

destruccion.

2. Estrategias de monitoreo posteriores a la liberacion del OGM, con el fin de
detectar cualquier interaccion entre el OGM y especies presentes relevantes, directa o
indirectamente, en la zona o zonas donde se pretenda realizar la liberacién, cuando

existan.

El programa de monitoreo se realizara en las zonas donde se siembre la soya
biotecnologica LibertyLink® durante un periodo de un ano, dirigiendo la blUsqueda a
plantas de algodon voluntarias que puedan expresar el evento LibertyLink® y procediendo

a su destruccién. Se implementaran las siguientes estrategias:

Se debera llevar a cabo un monitoreo de voluntarios de todos los predios regulados con
el fin de prevenir la presencia en el medio ambiente de un material regulado. Los
voluntarios descubiertos deben ser destruidos, documentados, y no se debe dejar que

lleguen a la floracion.

En las zonas donde haya sido sembrada las variedad con el evento LibertyLink®
deberan hacerse monitoreos de voluntarias durante un periodo no menor a los 12
meses después de la destruccion del campo experimental de la soya. El monitoreo

debera incluir los bordes.

Si se siembra otro evento regulado del mismo cultivo en la misma area, el monitoreo
no es necesario hasta que se termine la nueva prueba regulada. Cualquier parcela de
la temporada anterior que no esté sembrada con la nueva prueba regulada debe ser

monitoreado para buscar voluntarios.

Los monitoreos empezaran después de la destruccion del campo experimental de soya,
mensualmente y cuando se observan plantas voluntarias éstas deberan ser destruidas
antes de que floreen, por medios de control quimico o de manera manual. Cuando no
se observen voluntarios en dos visitas consecutivas se podra dejar de visitar ese

predio.
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3. Estrategias para la deteccion del OGM y su presencia posterior en la zona o zonas
donde se pretenda realizar la liberacion y zonas vecinas, una vez concluida la

liberacién.

Se efectuard un monitoreo de plantas voluntarias como se describié anteriormente.
Ademas, en el siguiente ciclo de siembra de la soya, en caso de ser necesario y donde
llegara a existir controversia respecto al origen de la soya que se esté sembrando en la
zona de liberacion y zonas vecinas, se utilizaran tiras reactivas para detectar el evento

LibertyLink® en muestras de hojas.

b) Medidas y procedimientos de bioseguridad:

1. Medidas y procedimientos para prevenir la liberacion y dispersion del OGM fuera

de la zona o zonas donde se pretende realizar la liberaciéon

Si ocurriese una liberacion accidental durante el transporte de la semilla, se procedera a
la limpieza de todos los materiales involucrados y al aviso de dicha situacion al personal
de Bayer de México S.A. de C.V. Asimismo, dentro de las 24 horas siguientes al evento se
dara aviso a las autoridades del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA).

Como se menciona en el plan de monitoreo, se mantendra un control de los predios por
medio de su ubicacion georreferenciada y de esta manera prevenir que los productores

siembren soya LibertyLink® fuera de los predios autorizados.

Debera efectuarse una revision de la maquinaria e implementos utilizados que pudieran
contener semilla durante el ciclo del cultivo y deberan ser limpiados después de efectuar
los trabajos correspondientes. La semilla que pudiera obtenerse sera destruida. La soya es
una planta que no se reproduce vegetativamente cuando crece en el campo, de tal
manera que la Unica forma de que la soya transgénico sobreviva es mediante la

diseminacion por semilla.

El manejo en campo de la soya LibertyLink® sera siempre realizado por personal

capacitado y experimentado en el manejo de este tipo de material.

El acceso a los lotes donde se sembrara la soya LibertyLink® estara restringido sélo a

personal autorizado por la compaiiia para tal fin y personal del investigador responsable.
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2. Medidas y procedimientos para disminuir el acceso de organismos vectores de
dispersion, o de personas que no se encuentren autorizadas para ingresar al area de

liberacion a dicha zona o zonas
Las siguientes medidas seran implementadas:

Dado que no existen parientes silvestres o especies compatibles sexualmente con la soya
en el area de actividad utilizadas por la compania en esta region, la Unica soya con la
cual podria cruzarse son otros cultivos comerciales. Para evitar la dispersion de la soya se
han tomado las siguientes medidas de bioseguridad:

e Limpiar la maquinaria e implementos que pudieran contener semilla utilizados
durante el ciclo del cultivo, después de efectuar los trabajos correspondientes y
destruir cualquier semilla que pudiera obtenerse. La soya es una planta que no se
reproduce vegetativamente cuando crece en el campo, de tal manera que la Unica
forma de que la soya transgénica sobreviva es mediante la diseminacién por semilla.

e Realizar un programa de monitoreo de voluntarios en las areas donde se siembre la
soya biotecnolodgica durante un periodo de un ano, dirigiendo la busqueda a plantas
de soya voluntarias que puedan expresar el evento LibertyLink® y procediendo a su
destruccion por medios quimicos o manuales.

e Si bien el movimiento de polen de la soya es muy limitado, los lotes de ensayo se
ubican en areas que cuentan con barreras fisicas naturales provistas por la
vegetacion circundante. Estas barreras sirven de freno a cualquier movimiento poco

probable de flores o polen causado por el viento.

Tal como se indicod previamente, la soya es considerada una especie de auto-fecundacion,
propagada comercialmente por semillas. Exhibe un alto porcentaje de auto-fecundacion y
la polinizacion cruzada es usualmente menor al uno por ciento (OECD, 1993, M-254383-01-
1; OECD, 2000, M-201734-02-1).

El acceso a los lotes donde se siembra material regulado estara restringido solo a personal
autorizado por la compaiia para tal fin y personal del agricultor cooperante. En el caso de
que personas no autorizadas ingresen a la zona de liberacién, el agricultor cooperante
notificara el hecho a Bayer de México S.A. de C.V., quien a su vez dara aviso al Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA).
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3. Medidas para la erradicaciéon del OGM en zonas distintas a las permitidas

Puesto que el experimento se establecera solo al interior de un campo experimental de
una institucion reconocida, las medidas y procedimientos de bioseguridad propuestos
estan disenados para evitar cualquier contingencia, de tal forma que existe un riesgo bajo
de que cualquier evento de este tipo pueda ocurrir, sin embargo, en caso de identificar
predios sembrados con soya LibertyLink® se procedera a la integracion de un registro de
quién o quiénes hayan procedido fuera de la ley y se actuara de acuerdo a los
procedimientos legales que corresponden. El hecho se informara al del Servicio Nacional
de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA).

4, Medidas para el aislamiento de la zona donde se pretenda liberar
experimentalmente el OGM

La zona donde se pretende liberar la soya LibertyLink® esta bien caracterizada. Existe el
compromiso de Bayer de México S.A. de C.V. de liberar la soya LibertyLink® solo dentro
del poligono de liberacion propuesto en esta solicitud. Lo anterior se mantendra
controlado con la ubicacion de las coordenadas GPS del experimento. Por tratarse de un
experimento confinado, se sembrara una franja perimetral de 10 m con soya convencional
alrededor de la superficie sembrada con la soya GM, como medida de contencion. Esto
mejor no hay que comprometerlo, mejor esperemos a ver si la autoridad lo pone en sus
condicionantes. Ademas, se informara de dicha liberacion a los agricultores vecinos de los
predios en los que se sembrara la soya LibertyLink®. Lo anterior tendiente a mantener

claramente definidos los sitios de liberacion.

5. Medidas para la proteccion de la salud humana y del ambiente, en caso de que
ocurriera un evento de liberacién no deseado

No aplica. La soya que expresa la proteina PAT tiene una historia larga de uso seguro y un
analisis de riesgo ha demostrado que la soya LibertyLink® no posee algun riesgo para el
ambiente, ni para la flora o la fauna. La soya LibertyLink® solo se distingue de su
contraparte convencional por la tolerancia que tiene al herbicida glufosinato de amonio,

atributo conferido por la expresion de la proteina PAT.
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6. Métodos de limpieza o disposicion final de los residuos de la liberacion.
Una parte de la cosecha de la soya LibertyLink® seria destruida previo a la cosecha. Las
muestras de semilla que podrian ser utilizadas para el analisis de la calidad seran también

destruidas, una vez que éste concluya.

Otra parte de la cosecha, podria ser adquirida por parte de un procesador, para lo cual se

estableceria un contrato especificando las obligaciones y responsabilidades

V. Antecedentes de liberacion del OGM en otros paises, cuando esto se haya
realizado, debiendo anexar la informacion pertinente cuando ésta se

encuentre al alcance del promovente.
a) Descripcion de la zona en donde se realizo6 la liberacion

La soya que porta genes de tolerancia a la aplicaciéon del herbicida glufosinato ha sido

aprobada comercialmente en varios paises.

En México, un cultivo de soya con este evento seria por primera vez liberado de forma
experimental bajo el nhombre comercial de LibertyLink®. Esta misma ha sido aprobada y

liberada comercialmente en varios paises Tabla 18.

e Sy | TPODELBERACION | ooy | ypemigsoo | AUTORIZAGION
° EXPEDIENTE
USA Alimentacién humana 1998 BNF No. 000055 FDA, USDA!
Alimentacién animal 1998
Cultivo 1998 Docket N. 98-032-1"
Canada Alimentacion humana 2000 CaH: Canada Health?
Alimentacién animal 2000
Cultivo 2006
Japon Alimentacion humana 2002 MHLW: Ministry of Health,
Alimentacién animal 2003 Labour and Welfare. MAFF:
Liberacién al ambiente 2001 Ministry of Agriculture,
Forestry and Fisheries
European Union Alimentacién humana 2012 10. February 2012 EFSA:European Food Safety
Alimentacién animal Agency
Korea Alimentacién humana 2011 Food 6. Oct 2011 KFDA: Korea Food and Drug
Liberacion al ambiente Environment/Feed Administration; now renamed
29.Aug 2011 to: Ministry of Food and Drug
' http://www.epa.gov/cgi-bin/epaprintonly.cgi
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Safety (MFDS).
RDA: Korea Rural Department
of Agriculture;
México Alimentacién humana 2003 SSA: Health Ministry, Mexico
Alimentacién animal 2000
Philippines Alimentacion humana 2011 Food/Feed 23. June [ PhDA: Philippines Department
Alimentacion animal 2011 of Agriculture;
Rusia Alimentacién humana 2002 KGM-A1-2.7/0067 MHCSP: Ministry of Health
Alimentacion animal 2007 77.99.04.972. Care and Social Progress
(.000005.07.02
Taiwan Alimentacién humana 2010 0991302813 Food and Drug Administration
(Food) of Department of Health
Australia / N Zelanda Alimentacién humana 2004 FSANZ: Food Standards
Australia New Zealand
Uruguay Alimentacién humana 2012 Food/Feed/Cultivation | MGAP: Ministerio de
Alimentacién animal 19. Sep 2012 Ganaderia  Agricultura y
Pesca
ERB : Coordinacion
Evaluacion del Riesgo en
Bioseguridad
Brazil Alimentacién humana 2010
Alimentacién animal 2010
Argentina Alimentacién humana 2008 10.635/2001 CONABIA: Secretaria de
Alimentacién animal 2008 10.635/2001 Agricultura
Cultivo 2001 800-007376/2000

Tabla 18. Resumen de eventos regulatorios para soya.

b) Efectos de la liberacion sobre la flora y la fauna.

Habiéndose demostrado la equivalencia sustancial entre el evento de soya A5547-127 y
cualquier variedad de soya se presenta como Unica diferencia entre ambas la presencia
del producto de expresion de la modificacion genética: la proteina PAT. Los estudios
biologicos, bioquimicos y bioinformaticos realizados demuestran que esta proteina no es

toxica para humanos o animales.

PAT pertenece al grupo de las acetil transferasas y es similar en cuanto a su estructura
bidimensional, inmunoreactividad, peso molecular y propiedades funcionales con otras
acetil transferasas comunes en plantas y animales que forman parte de la dieta humana y
animal y su presencia en los alimentos no representa una nueva exposicion. Cabe destacar
que no existen reportes que indiquen que esta clase de enzimas sea potencialmente toxica

o alergénica.
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En cualquier caso, se realizaron una serie de ensayos biologicos y bioinformaticos cuyos
resultados se resumen a continuacion: PAT no comparte homologia de secuencia con
toxinas o alérgenos conocidos y no es estable en las condiciones que debe afrontar en el
tubo digestivo. Mas alin, no demostro toxicidad cuando fue inyectada por via intravenosa
en ratones. Una demostracion detallada de la ausencia del caracter toxico de PAT puede
encontrarse en (Hérouet et al., 2005, M-247779-01-1).

La proteina PAT no tiene antecedentes que sugieran posibles efectos toxicos ni homologia
con proteinas toxicas o alergénicas. Mas aln, no demostré toxicidad cuando fue dosificada
por la via intravenosa en animales de experimentacién. Completando estos resultados,
pudo observarse que es rapidamente degradada en fluido gastrico o intestinal simulado.

Estos resultados hacen que un estudio de toxicidad subcronica no sea necesario.

Dado que el evento de soya LiberyLink® es sustancialmente equivalente a su linea de
origen (A5547) y a las variedades de soya tomadas como referencia por la literatura y que
su comportamiento agronémico y funcional como alimento son similares a estas, no se

considero necesario realizar este tipo de ensayos carcinogénicos y teratologico.

El evento de soya LibertyLink evento A5547-127 es equivalente desde el punto de vista
sustancial a su contraparte no genéticamente modificada. Para evaluar si su funcion como

alimento se conserva se realizé un ensayo de alimentacién en animales.

En los estudios realizados se alimentaron pollos con soya del evento A5547-127, de su
contraparte no transgénica o una variedad comercial y no encontraron diferencias en
cantidad de alimento consumido, peso, ganancia de peso o indice de conversion (Leeson,
1998, M-141259-01-1).

c) Estudio de los posibles riesgos de la liberacion de los OGMs presentado en el pais de
origen, cuando haya sido requerido por la autoridad de otro pais y se tenga acceso a él.
La descripcion de las medidas y procedimientos de monitoreo de bioseguridad

establecidos debera incluirse en el estudio.
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Como se desprende del inciso anterior, la soya LibertyLink® no representa riesgo alguno
para el ambiente, ni para la flora o la fauna. Por lo tanto, se espera que esta soya

sembrada sea igual que sus progenitores y por consiguiente segura.

d) En caso de que el promovente lo considere adecuado, otros estudios o
consideraciones en los que se analicen tanto la contribucion del OGM a la solucién de
problemas ambientales, sociales, productivos o de otra indole, asi como las
consideraciones socioecondmicas que existan respecto de la liberacion de OGMs al
ambiente. Estos analisis deberan estar sustentados en evidencias cientificas y
técnicas, en los antecedentes sobre uso, producciéon y consumo, y podran ser
considerados por las Secretarias competentes como elementos adicionales para decidir
sobre la liberacion experimental al ambiente, y consecuentes liberaciones al ambiente

en programa piloto y comercial, respectivamente, del OGM de que se trata.

Lo expuesto anteriormente en cumplimiento a todos los requerimientos es la base para
solicitar este permiso, considerandose el material de suficiente confiabilidad y validez

cientifica elaborada en sus diversas etapas por Bayer CropScience.

e) En caso de importacion, copia legalizada o apostillada de las autorizaciones o
documentacion oficial que acredite que el OGM esta permitido conforme a la
legislacion del pais de origen, al menos para su liberaciéon experimental, traducida al
espafol. La Secretaria competente, de considerarlo necesario, podra requerir copia
simple de la legislacion aplicable vigente en el pais de exportacion traducida al

espafol

El producto vendria de Estados Unidos y ahi se encuentra con autorizacion, por lo cual
sirvase encontrar la copia de la carta de FDA, apostillada y traduccion. Asimismo, con
fecha del 22 de julio de 2013, en respuesta al requerimiento expedido el 25 de junio del
mismo afno para la solicitud de permiso de liberacion al ambiente en etapa experimental
presentada el pasado 19 de junio de 2013, con nimero de entrada 038_2013, se ingresaron
dichos documentos EN ORIGINAL.
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VI. Consideraciones sobre los riesgos de las alternativas tecnolégicas con que
se cuente para contender con el problema para el cual se construyé el OGM, en

caso de que tales alternativas existan.

El evento de soya LibertyLink® A5547-127 incorpora la tolerancia al herbicida glufosinato
de amonio como herramienta para control de las malezas conservando las caracteristicas
agronomicas y nutricionales del cultivo, el que es completamente equivalente desde el

punto de vista sustancial y nutricional a su linea de origen no genéticamente modificada.

Se espera que el OVGM en cuestion mejore el desempeno de su homdlogo convencional:

e La soya tolerante al glufosinato de amonio (herbicida Liberty®) trabaja en conjunto
con un sistema de control de malezas disefiado para soya, con caracteristicas

favorables y seguras para el medio ambiente.

e El sistema combina un herbicida no selectivo de amplio espectro, Liberty® (cuyo
ingrediente activo es el glufosinato de amonio) con variedades de soya que tienen
una tolerancia al herbicida Liberty® incorporada por ingenieria genética. Esto
permite un control de malezas a través del uso del herbicida glufosinato de amonio,

simplificando el mismo y proveyendo una alternativa al uso del herbicida glifosato.

Los hallazgos significativos de la evaluacion ambiental del USDA sobre el evento de

transformacion A5547-127 incluyen algunos puntos que se sefalan a continuacion:
e No se exhiben propiedades de patogenicidad vegetal.

e No es mas probable que este evento se convierta en maleza en relacién con las

lineas de soya desarrolladas por mejoramiento convencional de plantas.

e Las caracteristicas fisicas y la susceptibilidad a plagas fueron comparadas con los
atributos de la soya no transgénica durante las evaluaciones a campo y no se
observaron diferencias obvias con respecto a la cantidad de semilla producida,

caracteristicas de germinacion, stand final o susceptibilidad a patogenos.

e Es muy improbable que se aumente el potencial de maleza de cualquier otra especie

por inter cruzamientos.
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e No se encontraron impactos en organismos no blanco, incluyendo especies

amenazadas y en peligro u organismos benéficos.

VII. Numero de autorizacion expedida por SALUD cuando el OGM tenga
finalidades de salud publica o se destine a la biorremediacion. En caso de no
contar con la autorizacion al momento de presentar la solicitud de permiso, el
promovente podra presentarla posteriormente anexa a un escrito libre, en el

que se indique el numero de autorizacion;

No aplica.

VIll. La propuesta de vigencia para el permiso y los elementos empleados para
determinarla.
Se solicita el permiso para el ciclo agricola Primavera-Verano, en apego a las especificas

fechas de siembra establecidas por las autoridades correspondientes estatales de

SAGARPA, en las zonas agricolas aplicables.

Este periodo incluye actividades previas a la siembra de soya tales como planeacion de
los estudios a realizar e importacion de la semilla, el ciclo agricola hasta la cosecha (seis

meses) y seguimiento al momento y después de la cosecha.
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