MONSANTO COMERCIAL S.A. DE C.V.

SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION
AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL

ALGODON BOLLGARD®II/SOLUCION FAENA FLEX®
(EVENTO MON-15985-7 x MON-88913-8)

12/9/2011

REGION DE TAMAULIPAS SUR - CICLO AGRICOLA PV -2012.

Page 1 of 146



INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON BOLLGARD®II/SOLUCION FAENA FLEX® (MON-15985-7 x MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR CICLO PRIMAVERA — VERANO 2012.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

CONTENIDO
N B = 1 L 8
I. NOMBRE, DENOMINACION O RAZON SOCIAL DEL PROMOVENTE Y, EN SU CASO,
NOMBRE DEL REPRESENTANTE LEGAL;......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieeiiennasesseessnnnnnnnnssnnnnnnnnnnnne 8
Il. DOMICILIO PARA OIR Y RECIBIR NOTIFICACIONES, ASi COMO EL NOMBRE DE
LA PERSONA O PERSONAS AUTORIZADAS PARA RECIBIRLAS;.........uuuiiiiiiiiiiiiienne 8
. DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO PARA RECIBIR NOTIFICACIONES, EN
CASO DE QUE EL PROMOVENTE DESEE SER NOTIFICADO POR ESTE MEDIO,; ............ 9
IV. MODALIDAD DE LA LIBERACION SOLICITADA Y LAS RAZONES QUE DAN
MOTIVO A LA PETICION; ...ttt ettt ettt en st en e 9
V.  SENALAR EL ORGANO DE LA SECRETARIA COMPETENTE, AL QUE SE DIRIGE
07T [ L U L 10
VI, LUGAR Y FECHA, Y coooiiiiiiitiititiiitttteitttteesaeeessesesaassassssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnsssssnnnnns 10
VIl. FIRMA DEL INTERESADO O DEL REPRESENTANTE LEGAL, O EN SU CASO,
L 1 L I N ] I R 10
o I < T8 0 11
I.  CARACTERIZACION MOLECULAR. .......oeitie oot 11
l.a. Identificador unico del evento de transformacion de organismos internacionales de los
que México se parte, CUANAO EXISTA........ccciiiiiiiiicece ettt r e e sbe e sbe e saeesaneens 12
I.b. Especies relacionadas con el OGM y distribucion de éstas en México.........ccccovvvrcverunnenne. 12
U LYo TSP OO UUPUPORRRPINS 13
I.c. Existencia de especies sexualmente compatibles ..o 17
I.d. Habitats de persistencia 0 proliferacion ..o 22
I.e. Descripcion taxonédmica del organismo receptor y donador...........cccceveeceeveveeceseeeeneeeeenns 24
I.f. Pais o localidad donde el OGM fue colectado (USA)......ccvveeerieeeneieeeeeseee e 25
I.g. Referencia documental sobre origen y diversificacién del organismo receptor .................. 25
I.h. Secuencia génica del evento de transformacion (tamafo del fragmento, sitio de insercidon
(A e o) a8 [ [=Te 1T [0 1= TSR 26
l.i. Descripcién de las secuencias flanqueantes, nUmero de copias insertadas, expresion de
[OS MEBNSAJEIOS. ...ccuvivieieticeieie st ete ettt ettt et e s te et e s testeebestee st e seeseessesseessesseaseansesseessensesssansessenssensenseans 34
SECUENCIAS FLANQUEANTES ..ottt 34
NUMERO DE COPIAS INSERTADAS ..ot sesssssssessssssssessessens 34

Page 2 of 146



INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.

SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON BOLLGARD®II/SOLUCION FAENA FLEX® (MON-15985-7 x MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR CICLO PRIMAVERA — VERANO 2012.

DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

EXPRESION ...ttt ses s ass s ass s sansass s 36
l.j. Mapa de la construccion genética, tipo de herencia de los caracteres, expresion de las
Proteinas Y SU I0CAlIZACION.........cooiiiriiirereeeee bbbttt 38

MAPA DE LA CONSTRUCCION GENETICA ......oooeieeeeeeeeteeeeeeeeeeeee e 38

TIPO DE HERENCIA DE LOS CARACTERES........coooiteetrieceneniee et 42

EXPRESION DEL MATERIAL INSERTADO ..o 44

LOCALIZACION DE LAS PROTEINAS INTRODUCIDAS .......cooomvererreeeeeeeeseeeseee s 46
I.k. Descripcion del método de transformacion ... 46

I.I. Descripcién, numero de copias, sitios de insercidon y expresion de las secuencias
irrelevantes para la expresion de la modificacién genética y en su caso, la identificacién de

EfECIOS NO ESPEIATOS ..ottt sttt re et neennen 48
I.m. Secuencia de aminoacidos y de las proteinas novedosas expresadas, tamano del
producto del gen, expresion de copias MUIRIPIES ......c.ccveverieieiiiieeceeee e 50
I.n. Rutas metabdlicas involucradas en la expresion del transgen y sus cambios.................... 56
(07 Y o2 TSRS 56
CIY2AD bbb bbb e bbbttt bbbt 58
E P S P S bbbttt bttt bttt 59

I.0. Productos de degradacién de la proteina codificada por el transgén en subproductos ....60
PROTEINAS CryTAC Y CrY2AD ...ttt 60

I.p. Secuencia nucleotidica de las secuencias reguladoras (promotores, terminadores y
otras), descripcion, numero de copias insertadas, pertenencia de estas secuencias a la
especie receptora, inclusion de secuencias reguladoras homélogas a la especie receptora .64

I.q. Patogenicidad o virulencia de los organismos receptores y donadores.........ccccoceeeeeruenene 66
Bacillus thUFINGIENSIS .......ooiiiicieecee ettt et st te e esesreeneesaeeneas 66
Agrobacterium tumefaciens Cepa CP4 ...t 68

I.r. Genes de seleccion utilizados durante el desarrollo del OGM vy el fenotipo que confiere

estos genes de seleccidn, incluyendo el mecanismo de accién de estos genes ...................... 70

I.s. Numero de generaciones que mostraron estabilidad en la herencia del transgén ............. 72

I.t. Referencia bibliografica sobre los datos presentados.........ccocoevevieieviviecicse e 74

I IDENTIFICACION DE LA ZONA DONDE SE PRETENDA LIBERAR EL OGM........... 83

Il.a. Superficie total del poligono o poligonos donde se realizara la liberacion ......................... 83

Page 3 of 146



INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON BOLLGARD®II/SOLUCION FAENA FLEX® (MON-15985-7 x MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR CICLO PRIMAVERA — VERANO 2012.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

Il.b. Ubicacion del poligono o poligonos donde se realizara la liberacion ............ccccecevenennenee. 85

Il.c. Descripcién de los poligonos donde se realizara la liberacion y de las zonas vecinas
segun caracteristicas de diSEMINACION ..........coeierieieiireeere et enees 90

lll.  IDENTIFICACION DE LOS POSIBLES RIESGOS QUE LA LIBERACION DE LOS
OGM PUDIERA GENERAR AL MEDIO AMBIENTE Y A LA DIVERSIDAD BIOLOGICA........ 98

lll.a. Estabilidad de la modificacion genética del OGM..........c.cccoveiieirinininincneceeeee 98
lll.b. Expresién del gen introducido, incluyendo niveles de expresién de la proteina en

diversos tejidos, asi como los resultados que lo demuestren...........ccevvviecevencecencecceere e 100
lll.c. Caracteristicas del fenotipo del OGM ... 102

Ill.d. Identificacién de cualquier caracteristica fisica y fenotipica nueva relacionada con el
OGM que pueda tener efectos adversos sobre la diversidad biolégica y el medio ambiente

FECEPLON AEI OGM......ociieeeee ettt sttt e s be e e e be s raetesbeensesteeraensesreenns 103
lll.e. Comparacion de la expresion fenotipica del OGM respecto del organismo receptor, la
cual incluya, ciclo biolégico y cambios en la morfologia basica..........ccccceeceveeeecececieee, 103
lII.f. Declaracién sobre la existencia de efectos sobre la diversidad bioloégica y el medio
ambiente que puedan derivar de la liberacion del OGM..........ccccooeviiciicieecieeceeecee e 104
Inocuidad de las proteinas introducidas Cry1Ac, Cry2Ab y CP4 EPSPS............ccocveieneee. 105
Potencial ComO MAlBZa ..........cc.ooiiiiiiee et e e 107
Potencial de flUjO GEMICO .....oveuiiieiceee et 109
Ill.g. Descripcion de uno o mas métodos de identificacion, niveles de sensibilidad y
(=Y o] oo 8 Te31 o] ] [T F=To [P 110
lll.h. Existencia potencial de flujo génico del OGM a especies relacionadas............c.cccceeuenen. 111
Potencial de flUJO GENICO ........iiuieieecececeeee e 111
lll.i. Bibliografia reciente de referencia a los datos presentados.........cccocvvcveveviercierieceerieceenen, 113
IV. MEDIDAS Y PROCEDIMIENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD Y DE
BIOSEGURIDAD ...ttt e e et e e e e e e e s et eeaaee e e e s nssasearaaaeeaeaanssnnsnenaeeeeaaans 114
IV.a. Medidas y procedimientos de monitoreo de la actividad............ccccoeveeecivercencicceeceen, 114
IV.b. Medidas y procedimientos de bioseguridad ... 117

V.  ANTECEDENTES DE LIBERACION DEL OGM EN OTROS PAISES, CUANDO ESTO
SE HAYA REALIZADO, DEBIENDO ANEXAR LA INFORMACION PERTINENTE CUANDO

ESTA SE ENCUENTRE AL ALCANCE DEL PROMOVENTE........c.covoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 126
V.a. Descripcion de la zona en donde se realizd la liberacion...........cccoeveeevevieceveneeceseenn, 126
V.b. Efectos de la liberacion sobre la flora y fauna..........ccooeeeeeiiieininienseeeeeee e 129

Page 4 of 146



INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON BOLLGARD®II/SOLUCION FAENA FLEX® (MON-15985-7 x MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR CICLO PRIMAVERA — VERANO 2012.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

Inocuidad de las proteinas introducidas Cry1Ac, Cry2Aby CP4 EPSPS.........cccccoovvninenne. 130
Potencial Como MalBZa .............couiiiii ettt et s 132
Potencial de flUjO GENICO .......iouieieicececeeee ettt st e 134

V.c. Estudio de los posibles riesgos de la liberacién de los OGMs presentado en el pais de
origen (descripcién de las medidas y procedimientos de monitoreo de bioseguridad) .......... 135

V.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 0 de otra indole............cccceeveieiieieiiiecceeee e 136

V.e. En caso de importacién, copia legalizada o apostillada de las autorizaciones o
documentacion oficial que acredite que el OGM esta permitido conforme a la legislacion del
PAIS A OFIGEIN ...ttt sttt b e bbbt et e b et e st eh e sae e bt e b e st et et et e st e st ebeebenbeneenen 137

VI. CONSIDERACIONES SOBRE LOS RIESGOS DE LAS ALTERNATIVAS
TECNOLOGICAS CON QUE SE CUENTE PARA CONTENDER CON EL PROBLEMA PARA
EL CUAL SE CONSTRUYO EL OGM, EN CASO DE QUE TALES ALTERNATIVAS EXISTAN

137
VIl.  NUMERO DE AUTORIZACION EXPEDIDA POR SALUD CUANDO EL OGM TENGA
FINALIDADES DE SALUD PUBLICA O BIORREMEDIACION .........ccooioieeieieeeeeeeeen, 139
VIII. LA PROPUESTA DE LA VIGENCIA PARA EL PERMISO Y LOS ELEMENTOS
EMPLEADOS PARA DETERMINARLA ......uutttiitititiiiiiasa s sssssssssssssnsnnnnnnes 139
A. La cantidad de semilla a movilizar (importar), la ruta, las medidas de bioseguridad y
condiciones de manejo durante el tranSPOIte...........oouiiiiiiiiiiiii e 140
RUta de MOVIlIZACION ..ottt ettt ettt beeae et e sneeaeas 140
Lugar de origen de 1a SEMIIIA: .........oceeiiiieieeeee et 140
DeStiNOS INtEIMEAIOS: ..ottt sae e 141
F o [ aTedE= T 3E=To [N =T =1 1= SRS 141
DESHINO fIN@L: ...ttt be e 141

B. El disefio experimental que se llevara a cabo durante la liberacién en fase
L=y o 1= 4= = PRSP 146

Page 5 of 146



INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON BOLLGARD®II/SOLUCION FAENA FLEX® (MON-15985-7 x MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR CICLO PRIMAVERA — VERANO 2012.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

TABLAS

Tabla 1. Especies de Gossypium reportadas en la literatura para el Norte de México. ............... 13
Tabla 2. Resumen de los elementos genéticos contenidos en el plasmido PV-GHBKO04 utilizado
para la obtencion del algodon Bollgard®. ..o 27
Tabla 3. Resumen de los elementos genéticos presentes en el plasmido vector PV-GHBK11
utilizado en la obtencion del algodon Bollgard®IL. ... 28
Tabla 4. Resumen de los elementos genéticos contenidos en t-DNA del plasmido PV-GHGT35
utilizado en la obtencién del algoddn Solucidon Faena FIEX®. ..........cccocvveeevirircineeeeeeeeee e 29

Tabla 5. Practicas agronémicas para el manejo del cultivo del algodén B2RF y convencional
(Hernandez-Jaso et al., 1996; Quindnez-Pando et al., 2000; Machain-Lillingston et al., 1988)..84

Tabla 6. Coordenadas UTM del poligono de Tamaulipas Sur PV-2012 Experimental................ 88
Tabla 7. Permisos de liberacién al ambiente correspondientes a los ciclos agricolas en los que
se ha liberado la tecnologia RF en las regiones agricolas del norte de México. .........ccccerurnnen.e. 127
FIGURAS

Figura 1. Distribucion puntual de Gossypium barbadense L. en México. Los puntos
sobre el mapa senalan los registros de colecta de G. barbadense. Fuente: Comision
Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO). Sistema de Informacién
de Organismos Vivos Modificados (SIOVM). Proyecto GEF-CIBIOGEM de Bioseguridad.

AlgodoOn GOSSYPIUM DArbAQENSE. .............ocveeeeiieieceseeeese ettt ste s e s s e tesseesestesseensessnenes 21
Figura 2. Representacion esquematica del inserto Bollgard® (MON-531) y secuencias
genomicas flanqueantes en Bollgard®Il (MON-15985). ........cccccovviiierinieeeeeeeeee e 31
Figura 3. Representacion esquematica del inserto MON-15947 y secuencias gendmicas
flanqueantes en BollGard®IL. ...........ccooi ittt ereenes 32
Figura 4. Representacion esquematica del inserto y secuencias gendémicas flanqueantes en
SOIUCION FABNA FIEX®. ......oouiiiiiriiieeeee ettt sttt ettt sb e e nen 33

Figura 5. Mapa de restriccion del inserto utilizado para la obtencién del evento Bollgard®I|
(MON-15985-7) a partir de su linea parental (Bollgard®) mediante la insercion del cassette

conteniendo el gen cry2Ab2 por aceleracion de particulas. ..o 35
Figura 6. Mapa de la construcciéon genética del plasmido PV-GHBKO04 utilizado en la
transformacion genética del algodon Bollgard®. ..o 39
Figura 7. Mapa de la construccion genética del plasmido PV-GHBK11 utilizado para introducir
el gen Cry2Ab en plantas de algodén portadoras del gen Bollgard® (cryTAC). .......cocoovveveeeneennene. 40
Figura 8. Mapa del plasmido vector PV-GHGT35. ... 41
Figura 9. Secuencia deducida de aminoacidos de la proteina CP4 EPSPS presente en el

=] (o [0 To [0 a1 = 724 TSRO 51

Page 6 of 146



INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON BOLLGARD®II/SOLUCION FAENA FLEX® (MON-15985-7 x MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR CICLO PRIMAVERA — VERANO 2012.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

Figura 10. Secuencia de aminoacidos de la proteina Cry1Ac de Bacillus thuringiensis subs.
kurstaki (B.t.k.) que expresa el algodén Bollgard® linea 531 transformada con el vector PV-

GHBKO4 y €l @lgOAON B2RFF.........coeeeeeeeteeeeeeeetestt ettt e te st s et s sa e ae b e e aestesreentesteesaensesrnenes 54
Figura 11. Secuencia de aminoacidos de la proteina neomicina fosfotransferasa tipo Il (NPTII)

presente en las plantas de algodin B2RF. ... oottt s nae e ens 55
Figura 12. Secuencia de aminoacidos de la proteina AAD presente en el algodéon B2RF.......... 55

Figura 13. Secuencia de aminoacidos de la proteina Cry2Ab expresada por el algodén B2RF.
El péptido de transito al cloroplasto se muestra en italicas (1-79). La proteina Cry2Ab
corresponde a los aminoacidos 80-713. Los aminoacidos subrayados (77-79) corresponden a la
porcién esperada del péptido de transito a cloroplasto remanente después del procesamiento.
El aminoéacido en la posicién 81 (D, acido aspartico) corresponde a la secuencia introducida

o221 t= IR T=TJe (=3 e (o] g =TT o PSSR 55
Figura 14. Secuencia deducida de aminoacidos de la proteina GUS. ..........cc.cccoovivecenecvecieeneene 56
Figura 15. Localizacién geografica del Poligono propuesto para la liberacion de la tecnologia

B2RF en Tamaulipas Sur en Etapa Experimental durante el ciclo agricola PV-2012. ................. 86

Figura 16. Municipios comprendidos por el Poligono de liberacién durante la Etapa
Experimental del algodén B2RF, correspondiente a Tamaulipas Sur, durante el ciclo agricola

PV 2002, ettt ettt ettt ettt a bt e b e b et et et e st e Rt e Rt Rt ete et e tete st et et eneereereetenrens 86
Figura 17. Distritos de Desarrollo Rural comprendidos por el Poligono de liberacién durante la
Etapa Experimental del algodén B2RF, correspondiente a Tamaulipas Sur, durante el ciclo

b= o i ToTo] b= 0wV O L USRS 87
Figura 18. Zonas Agricolas comprendidas por el Poligono de liberacion durante la Etapa
Experimental del algodén B2RF, correspondiente a Tamaulipas Sur, durante el ciclo agricola

PV 202 ettt h et bt b et ekt b et h et b et Re et n et et be et e b e ee 87
Figura 19. El Poligono de liberacién durante la Etapa Experimental del algodén B2RF,
correspondiente a Tamaulipas Sur, durante el ciclo agricola PV-2012. .........ccccoovvvevvieecenenene 88
Figura 20. Principales vias de comunicacion de la zona de liberacion en el Poligono de la

(= To (o] aTe LT IF= T g F= 10 T o F= E- T U PSS 97
CUADROS

Cuadro 1. Origen e historia de seleccion de la variedad Coker 312. ........ccccoceveveveneieicnenenennn 11
Cuadro 2. Cantidad de OGM (B2RF) a liberar en la region de Tamaulipas Sur..........cccccoeveenee. 83
Cuadro 3. Despepites autorizados para la region de Tamaulipas Sur........cccccvevveceverceenieenene, 125

Page 7 of 146



INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON BOLLGARD®II/SOLUCION FAENA FLEX® (MON-15985-7 x MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR CICLO PRIMAVERA — VERANO 2012.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

SOLICITUD DE PERMISO PARA LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL
DEL ORGANISMO GENETICAMENTE MODIFICADO ALGODON BOLLGARD®II/SOLUCION
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Art. 5° RLBOGM.

I NOMBRE, DENOMINACION O RAZON SOCIAL DEL
PROMOVENTE Y, EN SU CASO, NOMBRE DEL REPRESENTANTE
LEGAL;

Monsanto Comercial, S.A. de C.V.
Representante legal

Dr. Jesus Eduardo Pérez Pico.

Ing. José Javier Gandara Espinosa.
M. en C. Luis Adrian Castillo Leon.
Biol. Giovani Medina Palacios.

Ing. César Adrian Espinosa Mancinas.

Il.  DOMICILIO PARA OIR Y RECIBIR NOTIFICACIONES, ASi COMO
EL NOMBRE DE LA PERSONA O PERSONAS AUTORIZADAS PARA
RECIBIRLAS;

Prolongacion Paseo de la Reforma 1015 Torre A Piso 21
Desarrollo Santa Fe
01376 México, D.F.

Personas autorizadas para recibir las notificaciones:
a) Dr. Jesus Eduardo Pérez Pico.

b) Ing. José Javier Gandara Espinosa.

¢) M. en C. Luis Adrian Castillo Leon.

d) Biol. Giovani Medina Palacios.

e) Ing. César Adrian Espinosa Mancinas.
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. DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO PARA RECIBIR
NOTIFICACIONES, EN CASO DE QUE EL PROMOVENTE DESEE SER
NOTIFICADO POR ESTE MEDIO;

NOMBRE CARGO Correo electronico

Director de Asuntos
Regulatorios de

Latinoamérica Norte
Gerente de Asuntos

Dr. Jesus Eduardo

. . eduardo.perez.pico@monsanto.com
Pérez Pico. P bico@

Ing. José Javier . o
jose.javier.gandara@monsanto.com

Gandara Espinosa.

Regulatorios

M. en C. Luis Adrian
Castillo Leodn

Coordinador de Asuntos
Regulatorios

luis.adrian.castillo@monsanto.com

Biol. Giovani Medina
Palacios

Coordinador de Asuntos
Regulatorios

giovani.medina@monsanto.com

Ing. César Adrian
Espinosa Mancinas.

Coordinador de Asuntos
Regulatorios

cesar.adrian.espinosa@monsanto.com

IV. MODALIDAD DE LA LIBERACION SOLICITADA Y LAS RAZONES

QUE DAN MOTIVO A LA PETICION;

Que por medio de la presente me dirijo a Usted para presentar, con base a los articulos
32 fraccion |, 36, 42, 44, 46, 70 y 71 de la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente
Modificados (LBOGM), los articulos 3, 5, 6, 7, 16 y 22 del Reglamento de la Ley de
Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados (RLBOGM).

La Ley de Bioseguridad y Organismos Genéticamente Modificados contempla para los
cultivos biotecnolégicos las etapas de liberacién experimental, piloto y comercial. Tomando
como base el largo historial de cultivo, de mas de 10 afos, del algodon Bollgard®,
Bollgard®/Solucion Faena® y Solucién Faena® y en la experiencia acumulada con las nuevas
tecnologias Bollgard®ll, Solucion Faena Flex® y Bollgard®Il/Solucién Faena Flex®
introducidas desde 2004 en las regiones algodoneras del norte del pais; solicitamos
atentamente el obtener la aprobacion en ETAPA EXPERIMENTAL para el algodén
BOLLGARD®II/SOLUCION FAENA FLEX® (B2RF). Esto con el objetivo de comercializarlo en
la region de TAMAULIPAS SUR y cumplir con las expectativas de los agricultores de adquirir
un producto biotecnolégico que provea de proteccidn en caso de presentarse aumentos en la
incidencia de insectos lepidopteros y permita un mejor control de malezas mediante la
aplicacion de glifosato.
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Con la finalidad de soportar nuestra solicitud para el avance regulatorio de los
programas de algodén B2RF se han llevado a cabo estudios de evaluacion experimental
agrondmica, fenoldgica y fenotipica de la tecnologia algodén B2RF, organismos no blanco,
toxicidad, manejo de resistencia, beneficios ambientales y econdmicos en las regiones
algodoneras del norte de México.

Estas evaluaciones incluyen las areas agricolas del norte del Estado de Tamaulipas,
aledanas a las solicitados en este documento, donde se operara el segundo Programa Piloto
(PV-2012), a partir de febrero de 2012. Estos estudios sustentan la seguridad ambiental y los
beneficios econdmicos que dicho evento biotecnologico representa para la produccién de
algodon en México.

V. SENALAR EL ORGANO DE LA SECRETARIA COMPETENTE, AL
QUE SE DIRIGE LA SOLICITUD;

Conforme al Capitulo Ill, articulo 10, fracciones | y Il, articulo 11 y articulo 12 de la Ley
de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados y del Capitulo | articulo 2, fraccion
VII. Se dirige esta solicitud a la secretaria(as) competente(s): SAGARPA y SEMARNAT en el
ambito de sus competencias.

VI. LUGARY FECHA, Y

Meéxico, Distrito Federal a 9 de diciembre de 2011.

VII. FIRMA DEL INTERESADO O DEL REPRESENTANTE LEGAL, O
EN SU CASO, HUELLA DIGITAL.

Se anexa copia de los poderes para los representantes legales. ANEXO 1.
REPRESENTANTES LEGALES MOCSA.
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ART. 16 RLBOGM

. CARACTERIZACION MOLECULAR.

El algodén Bollgard®Il/Solucion Faena Flex® (B2RF), evento MON-15985-7 x MON-
88913-8, resistente a lepidopteros y tolerante a glifosato, se obtuvo mediante cruza
convencional a partir de los eventos Bollgard®Il (B2) (MON-15985-7) y Solucién Faena Flex®
(RF) (MON-88913-8). El algodon B2 fue obtenido al insertar el gen cry2Ab en el genoma del
algodén Bollgard® (BG) (MON-00531-6) variedad DP50 B (que contiene los genes cry1Ac y npt
Il) mediante bombardeo de particulas o biobalistica.

El organismo receptor tanto para la tecnologia BG, a partir del cual se obtuvo el evento
B2, como para la tecnologia RF fue la variedad de algodon (Gossypium hirsutum) denominada
Coker 312. Esta variedad se desarroll6 mediante técnicas de mejoramiento convencional por la
compania Coker's Pedigreed Seed Company a partir de las variedades Coker 100 Staple x
Deltapine 15, durante el periodo 1948 hasta 1971, que es cuando fue lanzada comercialmente
en Estados Unidos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Origen e historia de seleccion de la variedad Coker 312.

ETAPA ANO ACTIVIDAD

1 1948 Cruza: Cocker 100 Staple x Deltapine 15
Programa de seleccion de lineas a través de generaciones sucesivas para producir la linea

2 1950-1959
Coker 60-111.

Seleccién de lineas en Coker 60-111 que produjo la linea Coker 66-115, mas tarde

3 1960-1966 .
denominada Coker 310.

4 1966-1968 ;elzecmon de lineas en Coker 66-115 para producir la linea Coker 68-312, denominada Coker
El algodén Coker 68-312 se evalud en pruebas de campo con replicas y con pruebas contra
enfermedades a través del denominado cinturén algodonero de Estados Unidos. La semilla

5 1968-1971 se incremento para producir un pequefio volumen de semilla de origen durante la estacion de
siembra en Carolina del Sur en el periodo de 1970. La continua re seleccién dentro del Coker
68-312 ha dado lugar al mantenimiento de las cepas las que seran utilizadas para producir
semillas de origen en los afos venideros.

Se produjo el certificado de la semilla Coker 312, bajo contrato con Cnyon Gin, Lubbock,

6 1971 e ) ; .

Texas, para su distribucion a los agricultores para siembra en 1972 dentro de esta area.

La variedad de algodon Coker 312 fue utilizada debido a su respuesta favorable al
sistema de cultivo de tejidos utilizado en el proceso de obtencion de las plantas genéticamente
modificadas. Varios investigadores han demostrado que el cultivar Coker 312 y otros cultivares
relacionados con esta linea poseen caracteristicas genéticas de buena respuesta al cultivo de
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tejidos (Trolinder y Goodin, 1987; Umbeck et al., 1987). Las caracteristicas B2 y RF han sido
desde entonces transferidas a diversas variedades comerciales de algodon, utilizando técnicas
de mejoramiento tradicionales.

l.a. Identificador uUnico del evento de transformacion de organismos
internacionales de los que México se parte, cuando exista

De acuerdo a la OCDE, el algodén Bollgard®Il/Solucién Faena Flex®, resistente a
lepidopteros y tolerante a glifosato tiene un identificador unico: MON-15985-7 x MON-88913-8

Nombre comiin: Algodén

Nombre comercial: Algodén Bollgard®Il/Solucién Faena Flex®

Nombre del evento: MON-15985-7 x MON-88913-8

Identificador unico OECD: El identificador unico del algodén Bollgard®Il/Solucién
Faena Flex® es MON-15985-7 x MON-88913-8 y se encuentra disponible en el sitio de
internet del Biosafety Clearing House (http://bch.biodiv.org/), en el sitio de internet del
Biotrack Database de la OECD (http://www.oecd.org/) y en la base de datos del Center
for Environmental Risk Assessment (CERA) (http://cera-gmc.org/).

I.b. Especies relacionadas con el OGM y distribucion de éstas en México

De acuerdo con Fryxell (1984), Talipov et al. (1995), Palomo (1996) y la Red de
Informacion de Recursos de Germoplasma (GRIN) del Servicio de Investigacion Agricola (ARS-
USDA) de Estados Unidos (http://www.ars-grin.gov), se reportan las siguientes especies de
Gossypium para la region Norte de México (Tabla 1).

En adicién a la literatura consultada, se realiz6 una busqueda sobre la presencia de
especies del género Gossypium en el Estado de Tamaulipas, en el sistema de la Red Mundial
de Informacién sobre Biodiversidad (REMIB)'. Los resultados de la busqueda indican dos
reportes para la especie Gossypium hirsutum y no se encontraron registros de especies
silvestres emparentadas en estas bases de datos (http://www.conabio.gob.mx/remib/cgi-
bin/remib _distribucion.cgi).

' La Red Mundial de Informacion sobre Biodiversidad (REMIB) es un sistema computarizado de informacion bioldgica (incluye
bases de datos de tipo curatorial, taxonédmico, ecoldgico, cartografico, bibliografico, etnobiolégico, de uso y catalogos sobre
recursos naturales y otros temas), basado en una organizacién académica interinstitucional descentralizada e internacional
formada por centros de investigacion y de ensefianza superior, publicos y privados, que posean tanto colecciones biolégicas
cientificas como bancos de informaciéon. La REMIB, es una red interinstitucional que comparte informaciéon biolégica. Esta
constituida por nodos, formados por los centros de investigacion que albergan las colecciones cientificas.
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Tabla 1. Especies de Gossypium reportadas en la literatura para el Norte de México.

. . Numero de Aio de
Especie Localidad L
cromosomas descubrimiento Uso
Gossypium hirsutum L. Regiones agricolas 52 1763 Cultivada
. ) Sonora, Baja California .
Gossypium thurberi Tod Sur, Chihuahua 26 1854 Silvestre
Gossypium davidsonii Kellogg Baja California Sur, Sonora 26 1873 Silvestre
Gossypium armourianum Kearney Baja California Sur 26 1933 Silvestre
Gossypium harknessii Brandegee Baja California Sur 26 1933 Silvestre
Gossypium aridum (Rose & Standl.) Sinaloa 2 1911 Silvestre
Skovst
Gossypium trilobum (Mocino & . .
Sesse ex DeCandolle) Skovsted Sinaloa 26 ) Silvestre
Gossypium turneri Fryxell Sonora 26 - Silvestre

Colectas en el Estado de Tamaulipas.

Gossypium hirsutum. Coleccion: Herbario de la Universidad de Texas — Austin, EUA (LL,
TEX); TEX 00074435; Fecha de colecta: 18-Septiembre-1981; colector(es): P. A. Fryxell & R.
Magill; Localidad: Soto La Marina, Punta Esterillas, orilla Oeste de Laguna Morales, al Sur de
La Pesca, cerca del nivel del mar; Sitio: Longitud: -97° 46’ 30”, Latitud: 23° 41’ 0”; Habitat:
parches entremezclados de salinas, pasto alto (Spartina spartinae) y monticulos de matorrales
espinosos con algo de manglar y pasto, cerca de la orilla del mar. Tipo de preparacion:
Herborizado (http://www.conabio.gob.mx/remib/cgi-bin/remib _distribucion.cgi).

Gossypium hirsutum. Coleccion: Herbario de la Universidad de Texas — Austin, EUA (LL,
TEX); TEX 00074437; Fecha de colecta: 20-Febrero-1939; Colectores: H. LeSueur; Localidad:
Soto La Marina, San José de los Leones; Sitio: Longitud: -97° 47’ 26.02”; Latitud: 24° 16’ 43”;
Tipo de preparacion: Herborizado (http://www.conabio.gob.mx/remib/cgi-
bin/remib_distribucion.cqi).
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La especie Gossypium hirsutum es la principal especie de algodon cultivado y
representa aproximadamente el 90% de la produccién mundial de fibra y aceite de algodén. Por
lo tanto, estas dos observaciones se deben muy probablemente a dos plantas voluntarias de
cultivos de algodén comerciales y no a parientes silvestres. Ademas, estas especies se
localizaron en areas no agricolas hace mas de 20 afos, por lo tanto, no existe peligro de
entrecruzamiento con estos especimenes.

Bases de datos consultadas:

e Herbario XAL del Instituto de Ecologia, A.C., México (IE-XAL)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ie-xal.html

e Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, México (ENCB, IPN)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/encb-ipn.html

o Banco Nacional de Germoplasma Vegetal, México (BANGEV, UACH)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/bangev-uach.html

e Herbario de la Universidad de Texas - Austin, EUA (LL, TEX)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/lI-tex.html

e Herbario IEB del Instituto de Ecologia, A.C., México (IE-Bajio)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ie-bajio.html

e Coleccion de Monocotiledéneas Mexicanas (UAM-I)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/uam-i.html

e Herbario del Instituto Nacional de Biodiversidad de Costa Rica (INBIO)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/inbio.html

e Arboles y Arbustos Nativos para la Restauracion Ecolégica y Reforestacion de México
(IE-DF,UNAM)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ie-df-unam.html

e Herbario Sessé y Mocifo: Plantas de la Real Expedicion Botanica a Nueva Espafia
(1787 - 1803) (MA)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/sesse.html

e wW3TROPICQOS, Jardin Botanico de Missouri (MO)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/missouri.html

e Herbario del CIBNOR
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/herbario cibnor.html
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o Herbario Weberbauer de la Universidad Nacional Agraria La Molina (MOL)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/lamolina.html

e Flora del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, México (FES-I, UNAM)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/flora valle tehuacan cuicatlan.html

e Herbario de la Universidad de Arizona, EUA (ARIZ)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/herbario universidad arizona.html

e Herbario del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, México (CICY)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/cicy yucatan.html

e Agentes Bioactivos de Plantas Desérticas de Latinoamérica (ICBG)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ibunam _ibcg.html

o Herbario Kew del Real Jardin Botanico (RBGKEW)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/kew.html

o Ejemplares tipo de plantas vasculares del Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas, México (ENCB, IPN)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ejemplares tipo plantas vasculares.html

e Estudio Floristico de la Sierra de Pachuca, Hidalgo, México (ENCB, IPN)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/estudio floristico ipn.html

e Estudio monogréfico del género Echinopepon Naud. (Cucurbitaceae) en México (ENCB,
IPN)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/estudio _monografico ipn.html

e La flora util de dos comunidades indigenas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan: Coxcatlan
y Zapotitlan de Las Salinas, Puebla, México (FES-I, UNAM)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/flora _utildos comunidades.html

e Herbario de Geo. B. Hinton, México
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/hinton.html

e Coleccion de ejemplares tipo del Herbario de la Universidad de Texas — Austin, EUA
(LL, TEX)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/coleccion _ejemplares herbario%20 tx.html

¢ Programa de repatriacién de datos de ejemplares mexicanos
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ibny.html
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e Colecciones de George Boole Hinton depositadas en el herbario de Kew: Familia
Leguminosae
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/rbgk.html

Las especies silvestres y cultivadas del género Gossypium pertenecen a la familia
Malvaceae. Este género contiene 50 especies con un nimero cromosoémico basico de 13. De
las especies descritas, 45 son diploides (2n=2x=26) y se agrupan en siete genomas
designados como A, B, C, D, E, F, y G. Las especies diploides con los genomas A, B, E, o F
son originarias de Africa o Asia y se les conoce como especies del Viejo Mundo, las cuales
estan estrechamente relacionadas. Las especies diploides con los genomas C o G son
originarias de Australia. Las especies diploides que contienen el genoma D son originarias del
hemisferio occidental y se les conoce como especies del Nuevo Mundo. Los cromosomas en el
genoma D son mas pequefios que los cromosomas de los otros genomas (Milton y Allen,
1995).

Ademas de las 45 especies diploides, existen cinco especies alotetraploides (2n=4x=52)
originarias del Nuevo Mundo, de las cuales cuatro son originarias del continente Americano y
una de Hawaii. Las especies alotetraploides contienen la combinacién de los genomas AADD y
tienen 26 cromosomas largos y 26 cromosomas chicos, aunque existe algun traslape en
tamafio entre los cromosomas de los genomas A y D. El origen genético de las especies
alotetraploides fue demostrado experimentalmente cruzando G. arboreum (genoma A), especie
diploide cultivada en la India, y G. thurberi (genoma D), especie diploide silvestre de América, y
duplicando los cromosomas del hibrido estéril con colchicina. El hibrido anfidiploide” (AADD,
2n=4x=52) produjo hibridos fértiles cuando fue cruzado con especies tetraploides americanas.

Dos especies diploides y dos tetraploides de Gossypium son las especies cultivadas
actualmente:

G. herbaceum L., (2n=2x=26) genoma A, cromosomas largos,

G. arboreum L., (2n=2x=26) genoma A, cromosomas largos,

G. hirsutum L., (2n=4x=52) genoma AD, 26 cromosomas chicos y 26 cromosomas largos, y
G. barbadense L., (2n=4x=52) genoma AD, 26 cromosomas chicos y 26 cromosomas
largos.

2 Anfidiploide (alopoliploide): poliploide formado tras la unién de dos conjuntos de cromosomas distintos y su posterior duplicacion.
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G. hirsutum es la principal especie de algodén cultivado y representa aproximadamente
el 90% de la produccion mundial de fibra y aceite de algoddn. El sureste de México y
Guatemala son considerados como el centro de origen y diversidad de la especie Gossypium
hirsutum L. Adicionalmente, 11 de las 13 especies silvestres diploides conocidas son
endémicas de México. Estas se encuentran distribuidas en la zona costera del Océano Pacifico
y en los Estados de Yucatan, Quintana Roo, Campeche, Tabasco y Veracruz (Palomo, 1996).

l.c. Existencia de especies sexualmente compatibles

Las especies de Gossypium originarias de México reportadas en la literatura son las
siguientes (Fryxell, 1984; Palomo, 1996):

G. aridum (Rose y Standley) Skovsted, esta distribuida en las costas de Veracruz, Puebla,
Guerrero, Michoacan, Jalisco, Colima y Sinaloa. Posee hojas enteras, lo cual la coloca entre las
especies mas antiguas. La flor es de color rosaceo con centro de color rojo-oscuro. La capsula
(bellota o fruto) es alargada con cuatro celdas (I6culos) que contienen numerosas semillas de 4
a 6 mm de largo. La fibra que cubre la semilla es muy corta y de color café. Es la Unica especie
diploide de México que se localiza en las costas del Océano Atlantico y cuenta con genes que
confieren resistencia a las enfermedades conocidas como viruela del algodén (Puccinia
cacabata A&H), y secadera tardia (Verticillium dahliae K.). Esta especie es caducifolia y florea
cuando no presenta hojas, se desarrolla en pendientes y suelos delgados y pedregosos.

G. armourianum Kearney, se localiza en la costa del Golfo de Baja California Sur y en la Isla
de San Marcos. Especie caducifolia; posee hojas enteras ovadas, su flor es de color amarillo
con centro de color rojo y la capsula es ovoide con tres o cuatro l6culos. Cada I6culo contiene
de una a tres semillas de 8 mm de longitud. La fibra es muy corta y de color café. Es altamente
resistente a la sequia y tiene bracteas caducas, las cuales son una caracteristica deseable en
algodones cultivados, ya que se tendria una cosecha mas limpia y una mejor calidad. Habita en
pendientes fuertes y suelos muy delgados y peligrosos.

G. davidsonii Kellogg, se localiza en las costas del sur de Sonora y Baja California Sur y en las
Islas de Revillagigedo. Esta especie es de interés desde el punto de vista evolutivo del género
Gossypium, ya que tiene hojas enteras ovadas y es dificil de cruzar con otras especies. La
evolucién del género es en el sentido de pasar de formas con hojas enteras hacia formas con
hojas partidas (lobuladas), por tal razén, es posible que G. davidsonii sea la especie mas
ancestral que surgi6é en las primeras fases de la evolucién de este género (Lemeshev, 1978).
La flor es de color amarillo con una pequefia mancha de color rojo en el interior, su capsula es
ovoide y generalmente, tiene cuatro I6culos. La semilla mide 6 mm de largo y tiene fibra corta y
escasa. Esta especie se caracteriza por contar con una alta pubescencia en sus 6rganos
vegetativos, lo que le da resistencia al ataque de plagas (insectos chupadores).
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G. gossypioides (Ulbnich) Standley, es una especie originaria de Oaxaca y Sinaloa. Posee
hojas trilobuladas con I6bulos mas o menos pronunciados. La flor es de color rosa con una
mancha de color rojo en el interior. La capsula tiene tres loculos y la semilla mide 7 mm de
largo y esta rodeada por fibras cortas y grisaceas. Habita en la selva baja caducifolia, en
pendientes y suelos planos arcillosos.

G. harknessii Brandegee, se localiza en Baja California Sur y en la isla del Carmen. Especie
caducifolia; sus hojas son enteras algo lobuladas y mas anchas que largas. La flor es de color
amarillo con base interior de color rojo y la capsula es ovoide con tres a cuatro léculos. Las
semillas miden de 8 a 10 mm de largo con fibras grisaceas muy pequefnas y fuertemente
adheridas. Al igual que G. armourianum, es muy resistente a la sequia y tiene bracteas
caducas. Es una especie muy importante ya que aportdé los genes de esterilidad genético-
citoplasmica y los genes restauradores de la fertilidad que hicieron posible la formacién de
genotipos hibridos de algodén con propdsitos comerciales (Meyer, 1973). Habita en pendientes
fuertes y suelos muy delgados y pedregosos.

G. laxum Phillips, se encuentra en el caidn del Zopilote del Estado de Guerrero. Las hojas
presentan de tres a cinco I6bulos muy pronunciados y son caducas. La flor es de color rosa,
con la mitad inferior de la parte interior de color rojo-oscuro. Las capsulas son ovoides y poseen
de tres a cinco loculos. Cada léculo contiene varias semillas de 6 a 8 mm de largo. Tiene un
alto contenido de fibra con una longitud de 6 a 8 mm. La caracteristica de hoja caduca es muy
importante ya que se puede incorporar en las variedades cultivadas para evitar el uso de
defoliantes y levantar una cosecha mas limpia y de mejor calidad (libre de residuos de hojas).
Habita en las selvas bajas caducifolias, en pendientes con suelos delgados, arenosos,
pedregosos y pobres.

G. lobatum Gentry, se localiza en el Estado de Michoacan. Son arboles; posee hojas tri- o
pentalobuladas y mas anchas que largas. La flor es de color purpura claro y con un color
morado fuerte en la mitad inferior del interior de la misma. Las capsulas tienen tres I6culos.
Cada léculo contiene varias semillas muy pubescentes, la fibra es muy corta y de color blanco o
café claro. Al igual que G. laxum, cuenta con hojas caducas. Habita en las selvas bajas
caducifolias, en lugares secos con pendientes y suelos pedregosos y delgados.

G. thurberi Todaro, se encuentra en Arizona, en el norte de la Peninsula de Baja California
Sur, Sonora y oeste de Chihuahua. Son plantas con altura hasta de 2.5 m; la hoja es glabra y
presenta de tres a cinco Iébulos angostos y largos, bien definidos. La flor es de color crema o
ligeramente amarilla, con una base interior de color rojo o sin él. La capsula es glabra de forma
semirredonda a oblonga con tres léculos. Cada léculo contiene de seis a ocho semillas con una
longitud de 3 a 4 mm y casi glabras. Esta especie soporta temperaturas de -7°C, caracteristica
deseable en las formas cultivadas para conferirles resistencia a bajas temperaturas. Al cruzarla
con variedades cultivadas, incrementa la resistencia de la fibra.
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G. trilobum (Mocino y Sessé) Skovsted, se localiza en Michoacan, Morelos, Puebla y Sinaloa.
Posee hojas con tres lobulos bien definidos en las inflorescencias. La flor es ligeramente
amarilla con el centro de color rojo. La capsula es glabra con tres (raramente dos) léculos y de
forma oblonga. Cada l6culo contiene de ocho a 10 semillas, cuya longitud es de 3 a 4 mm. Las
pubescencias de la semilla son muy pequefas y ligeramente amarillentas.

G. turneri Fryxell, se localiza en la costa de Sonora, cerca de la bahia de San Carlos. La hoja
es someramente trilobulada, entera, con casi el mismo largo y ancho, y caduca. La flor es de un
color amarillo brillante y presenta una pequefia mancha rojiza en la base. La capsula tiene de
tres a cinco léculos y es de forma redonda a ovoide. La semilla mide de 7 a 8 mm de longitud y
esta cubierta por pubescencias (fibra) muy cortas.

G. schwendimanii Fryxell y Koch, son de las ultimas reportadas (1987) y se les localizé en
Michoacan. Son arboles de 4 a 5 m de altura.

G. lanceolatum Todaro, se localiza en Oaxaca, Guerrero, Michoacan y Nayarit. Las hojas
pueden ser de cinco, tres, o de un solo I6bulo y en todos los casos, los I6bulos son largos y
estrechos. La flor es de color amarillo y con, o sin, centro de color rojo. La capsula es de forma
semirredonda y contiene tres l6culos con varias semillas. La semilla estd rodeada por fibra
larga de color blanco.

G. hirsutum Linneo, se encuentra en los Estados del sur y sureste de México. Las hojas son
de tres o cinco lobulos ovalados o triangulados. La flor es de color crema o ligeramente amarilla
con, o sin, mancha rojiza en el centro. Las capsulas son de forma ovalada o semirredonda y
tienen de tres a cinco I6culos. Cada loculo contiene varias semillas cubiertas con fibra larga de
color blanco, café claro o café oscuro.

Para que se presente el flujo de genes de materiales cultivados a parientes silvestres
via cruzamiento se deben cumplir con ciertas condiciones: 1) el cultivo y su pariente silvestre
deben presentarse en proximidad espacial; 2) sus periodos de fecundidad deben coincidir; 3)
se debe encontrar un vector idéneo para transportar el polen entre los dos materiales; 4) los
materiales parentales deben ser sexualmente compatibles; 5) el hibrido resultante del
cruzamiento debe dar origen a una semilla viable; 6) los hibridos deben ser fértiles y
ecologicamente adaptados al ambiente.

Todas las especies de Gossypium presentan autopolinizacion aunque pueden
presentarse ciertos cruzamientos intra-especificos y posiblemente inter-especificas mediados
por insectos. El transporte del polen por el viento nunca se ha reportado en el género
Gossypium, lo cual se explica por la textura y consistencia del polen producido en antesis. E/
polen de algodén es pesado y el transporte por el viento es practicamente nulo (Niles y
Feaster, 1984). Ademas, el polen de G. hirsutum es viable por no mas de 24 horas, las
flores como las de todos los miembros de Malvaceae, son receptivas unicamente el dia

Page 19 of 146



INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON BOLLGARD®II/SOLUCION FAENA FLEX® (MON-15985-7 x MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR CICLO PRIMAVERA — VERANO 2012.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

en que abren. Por lo tanto, la probabilidad de flujo genético se ve reducida
considerablemente.

Los estudios de Hutchinson (1959) citados por Palomo (1996) sobre la variabilidad
existente en la especie G. hirsutum identifican seis razas geograficas: latifolium, morrili,
palmeri, richmondi, yucatanense y punctatum, todas ellas de dia corto. Las caracteristicas y
distribucion de estas razas son las siguientes:

G. hirsutum latifolium, es originaria del Estado de Chiapas y presenta la mayor variabilidad.
Las bellotas son de tamafio mediano a grande y de forma oval o redonda. La fibra es de color
blanco o café, con una longitud que oscila entre los 21.3 y los 28.7 mm. De esta raza se
derivaron las variedades conocidas como “Acala”.

G. hirsutum morrilli, se le encuentra en Oaxaca, Puebla y Morelos. Posee bellotas de tamano
mediano a muy pequefo. Es de fibra corta, la longitud maxima es de 25 mm, de color que varia
del café al blanco.

G. hirsutum palmeri, se le localiza en Oaxaca, Guerrero y Michoacan. Tiene hojas con I6bulos
muy hendidos, largos y delgados, se le conoce comunmente como mano de chango. Su bellota
es pequena y de forma oval o redonda. La fibra es de color blanco y su longitud varia de los 7 a
los 25.9 mm.

G. hirsutum richmondi, es originaria de Oaxaca y, generalmente, de bellota pequefia. Su fibra
es corta, fina y de color blanco. La longitud de la fibra oscila entre los 10 y los 26.7 mm.

G. hirsutum yucatanense, es originaria de la Costa norte de Yucatan, es una planta rastrera
con flor de color amarillo y fibra de color café.

G. hirsutum punctatum, se le encuentra en los Estados de Veracruz, Tabasco, Campeche,
Chiapas, Yucatan y Quintana Roo. Tiene bellotas de redondas a ovales y de diferente tamano.
Poseen fibra larga, de color café ¢ blanco. La longitud de la fibra varia de los 24 mm a los 29.2
mm.

En un estudio mas reciente (Ulloa et al., 2006) encontré que, con una excepcion, las
razas de G hirsutum mencionadas anteriormente, no se cultivan en México en la
actualidad y que su abundancia y, por lo tanto, su conservacion in situ esta muy limitada
a plantas que crecen ocasionalmente en areas perturbadas y como plantas de jardin
mantenidas sélo por curiosidad por algunos habitantes de areas rurales. Durante las
expediciones realizadas en los Estados de México, Morelos, Puebla, Chiapas, Oaxaca,
Guerrero, Michoacan, Colima, Jalisco y Nayarit, se localizaron siete especies de algodon
silvestre: G. aridum, G. barbadense, G. gossypioides, G. hirsutum, G. laxum, G. lobatum y G.
schwendimanii. La conservacion in situ de algunas de estas especies también se encuentra
seriamente amenazada por las actividades humanas.
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Se pueden hacer algunas generalizaciones respecto a las especies del género
Gossypium. Todas las especies de Gossypium presentan autopolinizacién aunque pueden
presentarse ciertos cruzamientos intraespecificos y posiblemente interespecificos mediados por
insectos. Nunca se ha reportado el transporte del polen por el viento en el género Gossypium,
lo cual se explica por la textura y consistencia del polen producido durante la antesis. El polen
de G. hirsutum es viable por no mas de 24 horas. Las flor, como las todos los miembros de la
familia Malvaceae, son receptivas unicamente el dia en que abren.

Las especies silvestres reportadas para México son diploides (2n=2x=26) y, por lo
tanto, son sexualmente incompatibles con el algodon cultivado G. hirsutum el cual es
una especie alotetraploide (2n=4x=52). En el caso de que se pudieran encontrar especies
silvestres cercanas a las regiones agricolas y en el improbable caso de que pudieran quedar en
contacto con polen de G. hirsutum (tetraploide), el producto de la fecundacién seria triploide.
Por lo tanto, durante la metafase de la meiosis no se podria realizar el apareamiento de
cromosomas homalogos, imposibilitando asi la formacion de un cigoto fértil por la disparidad de
los sistemas genéticos. A esta barrera genética se debe incluir la barrera temporal para el
entrecruzamiento ya que no se presenta coincidencia en los periodos de floraciéon entre
poblaciones silvestres y plantaciones comerciales. Por otra parte, la distribucion de la
especie alotetraploide G. barbadense se encuentra limitada principalmente al sureste de
México, lejos de las zonas productoras de algodén comercial en el norte del pais (Figura 1).

M8 A0 108 -100 5 a0

15 ~

N

115 -0 105 100 g 0

Figura 1. Distribucion puntual de Gossypium barbadense L. en México. Los puntos sobre el mapa senalan

los registros de colecta de G. barbadense. Fuente: Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
(CONABIO). Sistema de Informaciéon de Organismos Vivos Modificados (SIOVM). Proyecto GEF-CIBIOGEM de Bioseguridad. Algodén
Gossypium barbadense.
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l.d. Habitats de persistencia o proliferaciéon

Ruiz-Corral et al. (1999) realizaron una revision exhaustiva sobre los requerimientos
agroecolégicos de cultivos de importancia econdmica para México. Entre otros cultivos,
describen las siguientes condiciones climaticas para el desarrollo del algodén reportadas en la
literatura cientifica:

Distribucioén:

El algodén es un cultivo originario de las regiones tropicales de América, Africa, Asia
sudoriental y Australia, su distribucion abarca de los 42° Latitud Norte a los 32° Latitud Sur.
Este cultivo se adapta a las regiones aridas y semiaridas con climas calidos y semicalidos. Su
ciclo vegetativo dura alrededor de 135 a 180 dias, dependiendo de la variedad y las
condiciones ambientales. El algodén es una planta de tipo fotosintético C3°.

Fotoperiodo:

El algodén es considerado como una especie de dia neutro, aunque algunos cultivares
prefieren el dia corto.

Altitud:
0-600 m.
Requerimientos hidricos:

El algodon requiere entre 700 y 1300 mm de agua por ciclo de cultivo y se desarrolla en
zonas con precipitacién anual de 500-1800 mm. En condiciones de una evapotranspiracién de
5 a 6 mm/dia, la absorcién de agua comienza a reducirse (afectando el rendimiento) cuando el
agotamiento del agua del suelo excede del 65%.

Humedad ambiental:

Resiste atmosferas secas, siempre que no falte humedad en el suelo.

% En las plantas C; el CO; entra en el ciclo de Calvin y se fija a la RuDP produciendo dos moléculas de PGA (3 C). Los estomas se
abren durante el dia.
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Temperatura:

Temperatura minima y maxima umbrales de 12.8°C y 30°C, respectivamente. Para
apertura de bellotas se requiere por lo menos una temperatura de 15°C. Rango 10-35°C,
optimo para fotosintesis 25-30°C. La temperatura minima para buenos rendimientos no debe
bajar de 18°C y la temperatura del suelo durante germinacion debe ser igual o mayor de 21°C.
No responde al termoperiodo y prefiere noches calidas. Requiere de 27 a 43°C para el
desarrollo de bellotas.

Luz:

Requiere dias soleados, los cuales son especialmente importantes durante la floracién.
La intensidad de luz optima es 32.3-86.1 klux.

Requerimientos de suelo.

Textura de suelo: Suelos de migajén a franco-arcilloso y franco limoso,
preferentemente no calcareo.

Profundidad de suelo: Requiere suelos profundos con buen drenaje. Alrededor del 70
al 80% del total de agua absorbida por el cultivo, procede de los primeros 0.9 m de profundidad
de suelo, que es donde se encuentra mas del 90% del total de raices.

Salinidad: Es tolerante tanto a la salinidad como a la alcalinidad. Las disminuciones de
rendimiento para distintos valores de conductividad eléctrica son los siguientes: 0% para 7.7
mmhos/cm; 10% para 9.6 mmhos/cm; 25% para 13 mmhos/cm; 50% para 17 mmhos/cm vy
100% para 27 mmhos/cm.

pH: Su rango de pH va de 4.8 a 7.5, con un 6ptimo de 5.6.
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l.e. Descripcion taxonémica del organismo receptor y donador

El algoddn es un miembro de la familia Malvaceae, en algunas ocasiones referida como
la familia de la malva. A continuacion se presenta la clasificacion taxonémica del algodén de
acuerdo con ITIS (Integrated Taxonomic Information System
http:.//www.itis.usda.gov/index.html) y NRCS (Natural Resources Conservation Service-United
States Deparment of Agriculture, http./plants.usda.gov).

Reino: Plantae - Vegetal
Subreino: Tracheobionta — Plantas vasculares

Superdivision: Spermatophyta — Plantas con semillas

Divisién: Magnoliophyta — Plantas con flores
Clase: Magnoliopsida — Dicotiledéneas
Subclase: Dilleniidae
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Género: Gossypium L. — algodon cultivado
Especie: Gossypium_hirsutum L. — algodén cultivado
Variedad: Gossypium hirsutum L. var. hirsutum — algodén cultivado

Variedad comercial: Coker 312.

Se considera que los algodones tetraploides, incluyendo G. barbadense y G. hirsutum,
evolucionaron separadamente en las Américas; no obstante, no existen barreras genéticas
para la hibridacion intraespecifica de las especies tetraploides de Gossypium, es decir, pueden
cruzarse con plantas tetraploides de su misma especie (hirsutum y barbadense) (Percival et al.,
1999).

Los programas de mejoramiento del algodén toman ventaja de las caracteristicas
existentes en las especies y mediante retrocruzamiento con el germoplasma parental
mantienen las caracteristicas ya sea de G. hirsutum o G. barbadense o bien de la variedad de
interés. Por ejemplo, las variedades de algoddn Acala de California y Nuevo México, integran
especies tanto de G. hirsutum como de G. barbadense en su pedigri (Smith et al., 1999), pero
comunmente son identificadas simplemente como G. hirsutum.
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De acuerdo a algunas clasificaciones para la delineacion de las especies, G.
barbadense y G. hirsutum podrian ser clasificadas como sub-especies o variantes de una
misma especie y no como especies separadas (Rieger et al., 1976).

La identidad de los progenitores de G. hirsutum y de G. barbadense permanece de
alguna manera incierta (Brubaker et al., 1999), pero mantienen su clasificacion como especies
separadas.

I.f. Pais o localidad donde el OGM fue colectado (USA)

Tecnologia Bollgard®Il/Solucién Faena Flex® Semilla
Monsanto Company Delta & Pine Land Cotton Seed Co.
700 Chesterfield Village Parkway North Scott, Mississippi, 38772, USA.

St. Louis Missouri, USA.

l.g. Referencia documental sobre origen y diversificacion del organismo
receptor

Las especies silvestres y cultivadas del género Gossypium pertenecen a la familia
Malvaceae. Este género contiene 50 especies con un numero cromosémico basico de 13. De
las especies descritas, 45 son diploides (2n=2x=26) y se agrupan en siete genomas
designados como A, B, C, D, E, F, y G. Las especies diploides con los genomas A, B, E, o F
son originarias de Africa o Asia y se les conoce como especies del Viejo Mundo, las cuales
estan estrechamente relacionadas. Las especies diploides con los genomas C o G son
originarias de Australia. Las especies diploides que contienen el genoma D son originarias del
hemisferio occidental y se les conoce como especies del Nuevo Mundo. Los cromosomas en el
genoma D son mas pequefios que los cromosomas de los otros genomas (Milton y Allen,
1995).

Ademas de las 45 especies diploides, existen cinco especies alotetraploides (2n=4x=52)
originarias del Nuevo Mundo, de las cuales cuatro son originarias del continente Americano y
una de Hawaii. Las especies alotetraploides contienen la combinacion de los genomas AADD y
tienen 26 cromosomas largos y 26 cromosomas chicos, aunque existe algun traslape en
tamafo entre los cromosomas de los genomas A y D. El origen genético de las especies
alotetraploides fue demostrado experimentalmente cruzando G. arboreum (genoma A), especie
diploide cultivada en la India, y G. thurberi (genoma D), especie diploide silvestre de América, y
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duplicando los cromosomas del hibrido estéril con colchicina. El hibrido anfidiploide* (AADD,
2n=4x=52) produjo hibridos fértiles cuando fue cruzado con especies tetraploides americanas.

Dos especies diploides y dos tetraploides de Gossypium son las especies cultivadas
actualmente:

G. herbaceum L., (2n=2x=26) genoma A, cromosomas largos,

G. arboreum L., (2n=2x=26) genoma A, cromosomas largos,

G. hirsutum L., (2n=4x=52) genoma AD, 26 cromosomas chicos y 26 cromosomas largos, y
G. barbadense L., (2n=4x=52) genoma AD, 26 cromosomas chicos y 26 cromosomas
largos.

G. hirsutum es la principal especie de algodon cultivado y representa aproximadamente
el 90% de la produccién mundial de fibra y aceite de algoddn. El sureste de México y
Guatemala es considerado como el centro de origen y diversidad de la especie Gossypium
hirsutum L., la cual es la especie cultivada mas importante en la actualidad. Adicionalmente, 11
de las 13 especies silvestres diploides conocidas son endémicas de México. Estas se
encuentran distribuidas en la zona costera del Océano Pacifico y en los Estados de Yucatan,
Quintana Roo, Campeche, Tabasco y Veracruz (Palomo, 1996).

I.Lh. Secuencia génica del evento de transformacion (tamafo del fragmento,
sitio de insercién y oligonucleétidos)

El algodon B2RF (MON-15985-7 x MON-88913-8) fue desarrollado utilizando métodos
de cruzamiento convencional a partir de variedades de algodén B2 (MON-15985-7) y RF
(MON-88913-8). Por lo tanto, los fragmentos de DNA insertados en cada linea parental estan
presentes en B2RF (Carpeta Secuencias nucleotidicas).

Los componentes individuales y el tamano, fuente y funcién de las secuencias
heredadas se muestran en las Tablas 2, 3 y 4. Las representaciones esquematicas de los
insertos de B2 y RF se presentan en las Figuras 2, 3 y 4.

* Anfidiploide (alopoliploide): poliploide formado tras la unién de dos conjuntos de cromosomas distintos y su posterior duplicacion.
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Tabla 2. Resumen de los elementos genéticos contenidos en el plasmido PV-GHBKO04 utilizado para la
obtencion del algodon Bollgard®.

Elemento genético

Tamano (kb)

Origen/Funcion

Borde derecho (RB)

0.09

Secuencia de DNA derivada del plasmido pTiT37 de Agrobacterium que
contiene la secuencia de 24 pb del borde derecho (RB) que inicia el evento de
transferencia del T-DNA de Agrobacterium tumefaciens a la planta (Depicker et
al., 1982; Bevan et al., 1983).

783

0.43

Region 3’ no traducida de la subunidad alfa del gen de la beta-conglicinina de la
soya (Glycine max L.), el cual controla la terminacion transcripcional y dirige la
poliadenilacion del mMRNA del gen cy1Ac (Schuler et al., 1982).

cry1Ac

3.5

Gen de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki que codifica una variante sintética
para la proteina Cry1Ac que confiere resistencia a insectos lepiddpteros en
plantas. Esta proteina es esencialmente idéntica a la proteina de B.t.k. descrita
por Adang et al. (1985).

P-E35S

0.62

Promotor del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) con la regién potenciadora
duplicada usado para dirigir la expresion de la region codificante del gen cry1Ac
(Kay et.al., 1987).

aad

0.79

Promotor bacteriano y secuencia codificante para la enzima 3’(9)-O-
nucleotidiltransferasa derivada del transposén Tn7 que confiere resistencia
bacteriana a los antibiéticos espectinomicina y estreptomicina (Fling et al., 1985).

NOS 3’

0.26

Regién 3’ no traducida del gen de la nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium
tumefaciens el cual controla la terminacion transcripcional y dirige la
poliadenilacion del mRNA del gen nptll (Fraley et al., 1983; Depicker et al., 1982;
Bevan et al., 1983).

nptll

0.79

Gen que codifica la enzima neomicina fosfotransferasa tipo Il derivado del
transposén Tn5 de Escherichia coli (Beck et al., 1982). La expresion de este gen
en plantas confiere resistencia al antibiético kanamicina y sirve marcador de
seleccion (Fraley et al., 1983).

Ori-V

0.62

Origen de replicacion para Agrobacterium derivado del plasmido de amplio rango
de hospedantes RK2 (Stalker et al., 1981).

Ori-322/rop

1.8

Origen de replicacion derivado del plasmido pBR322 para replicacion del
plasmido PV-GHBKO4 en Escherichia coli (Bolivar et al., 1977; Sutcliffe, 1978).
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Tabla 3. Resumen de los elementos genéticos presentes en el plasmido vector PV-GHBK11 utilizado en la
obtencion del algodon Bollgard®Il.

Elemento genético Rango (pb) Descripcion

Promotor 35S del CaMV (virus del mosaico de la coliflor) (Odell
P-e35S 183 - 797 et.al., 1985) con la region potenciadora duplicada usado para
dirigir la expresion del gen uidA.

Secuencias intermedias 798 - 828 Secuencia sintética (sitio de clonacién multiple)

Gen del plasmido de pUC19 de Escherichia coli que codifica la

UidA 829 - 2637 proteina 3-D-glucuronidasa (GUS) usado como marcador visual
para identificar plantas transformadas (Gilissen et. al., 1998).

Secuencias intermedias 2638 - 2692 Secuencia sintética (sitio de unién)

Regién 3’ no traducida del gen de la nopalina sintasa (NOS) de
NOS 3’ 2693 - 2948 Agrobacterium tumefaciens, el cual termina la transcripcion vy
dirige la poliadenilacion (Fraley et. al., 1983).

Secuencias intermedias 2949 - 3013 Secuencia sintética (sitio de unién)

Promotor 35S del CaMV (virus del mosaico de la coliflor) (Odell
P-e35S 3014 - 3627 etal., 1985) con la region potenciadora duplicada usado para
dirigir la expresion del gen cry2Ab.

Secuencia lider 5’ no traducida del gen de la proteina de choque

PetHSP70-leader 3628 - 3727 térmico HSP70 de petunia
Secuencia N-terminal del péptido de transferencia al cloroplasto
AEPSPS/CTP2 3729 - 3959 del gen epsps de Arabidopsis thaliana (Van den Broeck, et al.,
1985)
Gen sintético cry2Ab basado en la secuencia del gen de Bacillus
2A - L . .
ory2Ab 3966 - 5873 thuringiensis (Widner y Whiteley, 1990)
Secuencias intermedias 5874 - 5896 Secuencia sintética (sitio de clonacién multiple)

Regién 3’ no traducida del gen de la nopalina sintasa (NOS) de
NOS 3 5897 - 6152 Agrobacterium tumefaciens el cual termina la transcripcion y dirige
la poliadenilacion (Fraley et. al., 1983).

Secuencias intermedias 6153 - 6277 Secuencia sintética (sitio de unién)

Esqueleto del plasmido 6278 - 158 (Vieira y Messing, 1987)

Secuencia codificadora parcial lacl, el promotor P-lac y la
lacZ 6278 - 6516 secuencia codificadora parcial para f-D-galactosidasa o la
proteina lacZ.
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Elemento genético

Rango (pb) Descripcion

Origen de replicacion del plasmido que permite la replicacion del

or-pUC 6661 - 7315 DNA en una bacteria hospedante como E. coli.
Gen que codifica la enzima neomicina fosfotransferasa tipo Il de
it |-y | % e ol e sl et . o)
de 0.378 kb del transposon Tn5.
p-kan 8452 - 8501 Promotor del gen nptll obtenido del transposén Tn5.

Secuencias intermedias

159 - 182 Secuencia sintética (sitio de unién)

Tabla 4. Resumen de los elementos genéticos contenidos en t-DNA del plasmido PV-GHGT35 utilizado en la
obtencion del algodén Solucion Faena Flex®.

Elemento genético

Funcion

Promotor quimérico constituido por la regiéon promotora del gen TSF1 de Arabidopsis

P'- FMV/TSF1 thaliana y secuencias potenciadoras del promotor 35 S del virus del mosaico de la

Scrophularia (FMV)
2 Secuencia lider (exon 1) del gen TSF1 de Arabidopsis thaliana que codifica al factor de

L°-TSF1 -
elongacion EF-1alfa.

I*-TSF1 Intrén del gen TSF1 de Arabidopsis thaliana que codifica al factor de elongacién EF-1alfa.
DNA derivado de Arabidopsis thaliana. Péptido de transito al cloroplasto aislado de la

TS ctp2 EPSPS de Arabidopsis thaliana, empleado para dirigir la proteina CP4 EPSPS al

cloroplasto, el sitio de la biosintesis de los aminoacidos aromaticos.

CR- cp4 epsps

Secuencia de DNA codificando para la proteina CP4 EPSPS de Agrobacterium sp. cepa
CP4.

Secuencia de DNA derivada de Pisum sativum, conteniendo la regién 3’ no traducida del

T°-E9 gen rbc E9, codificante para la subunidad pequefa de la ribulosa 1,5 bisfosfato
carboxilasa de chicharo.
Promotor quimérico constituido por la region promotora del gen ACT8 de Arabidopsis

P-35S/ACT8 thaliana combinado con secuencias potenciadoras del promotor 35S del Virus del Mosaico
de la Coliflor

L-ACT8 Secuencia lider del gen ACT8 de Arabidopsis thaliana.

I-ACT8 Intrén y secuencia del exén flanqueante del gen ACT8 de Arabidopsis thaliana.
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Elemento genético

Funcién

TS-ctp2

Secuencia de DNA derivado de Arabidopsis thaliana. Péptido de transito al cloroplasto
aislado de la EPSPS de Arabidopsis thaliana, empleado para dirigir la proteina CP4
EPSPS al cloroplasto, el sitio de la biosintesis de los aminoacidos aromaticos.

CR - cp4 epsps

Secuencia de DNA codificando para la proteina CP4 EPSPS de Agrobacterium sp. cepa
CP4.

Secuencia de DNA derivada de Pisum sativum, conteniendo la region 3’ no traducida del

T-E9 gen rbc E9, codificante para la subunidad pequefia de la ribulosa 1,5 bisfosfato
carboxilasa de chicharo.

"P - Promotor

%L - Lider

3] - Intron

4TS - Secuencia del péptido de transito.
®T - secuencia no traducida de terminacion de la transcripcion y secuencias sefal de poliadenilacion.
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Figura 2. Representacion esquematica del inserto Bollgard® (MON-531) y secuencias genémicas flanqueantes en Bollgard®Il (MON-15985).

Mapa lineal mostrando el primer inserto en Bollgard®Il, encontrado también en Bollgard® (MON-531) y DNA adyacente flanqueando el inserto. Los elementos
genéticos (incluyendo el gen funcional cry1Ac) dentro del inserto se identifican en el mapa, asi como también los sitios de restriccion con posiciones relativas al
tamafio del mapa lineal para enzimas utilizadas en los analisis de hibridacion Southern. Las flechas indican la direccion de la transcripcion.

Probe 1 (Sonda 1): posicion de inicio: 9366; posicion de término: 9731 (longitud total ~ 0.4 kb)
Probe 2 (Sonda 2): posicion de inicio: 2510; posiciéon de término: 4509 (longitud total ~ 2 kb)
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Figura 3. Representacion esquematica del inserto MON-15947 y secuencias genomicas flanqueantes en Bollgard®II.

Mapa lineal mostrando el segundo inserto en Bollgard®ll (MON-15985), el fragmento denominado MON-15947, y DNA adyacente flanqueando el inserto.
Elementos genéticos (incluyendo el gen cry2Ab2) dentro del inserto se identifican en el mapa, asi como sitios de restriccion con posiciones relativas al tamafio del
mapa lineal para enzimas utilizadas en los andlisis de hibridacion Southern. Las flechas indican la direccion de la transcripcion.

Probe 3 (Sonda 3): posicion de inicio: 5091; posicion de término: 6998 (longitud total ~ 1.9 kb)
Probe 4 (Sonda 4): posicion de inicio: 1960; posicién de término: 3771 (longitud total ~ 1.8 kb)
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Figura 4. Representacion esquematica del inserto y secuencias genémicas flanqueantes en Solucion Faena Flex®.

Mapa lineal mostrando el inserto en Soluciéon Faena Flex® (MON-88913) y DNA adyacente flanqueando el inserto. Elementos genéticos dentro del inserto se
identifican en el mapa, asi como sitios de restriccion con posiciones relativas al tamafio del mapa lineal para enzimas utilizadas en los analisis de hibridacion
Southern. Las flechas indican la direccién de la transcripcion.

Probe 5 (Sonda 5): posicion de inicio: 6717; posicion de término: 8084 (longitud total ~ 1.4 kb)
Probe 5 (Sonda 5): posicion de inicio: 10833; posicidon de término: 12200 (longitud total ~ 1.4 kb)
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l.i. Descripcion de las secuencias flanqueantes, numero de copias
insertadas, expresion de los mensajeros

SECUENCIAS FLANQUEANTES

Los fragmentos de DNA insertados en el evento B2RF corresponden a los que
contienen sus lineas parentales, los eventos sencillos B2 y RF. Por lo tanto, las caracteristicas
de las inserciones y secuencias flanqueantes 5’ y 3’ estan conservados en este evento apilado.
Se muestran representaciones esquematicas de los insertos presentes en los eventos B2 y RF
en las Figuras 2, 3 y 4 de la seccioén L.h.

NUMERO DE COPIAS INSERTADAS

La caracterizacién del algodon Bollgard® (MON-531-6), demostré que hay dos insertos
de T- DNA. El inserto funcional primario contiene una unica copia del gen completo de cry1Ac,
el gen nptll y el gen de resistencia a antibioticos aad. Este inserto de T-DNA también contiene
una porcion de 892 pares de bases del extremo 3’ del gen cry1Ac fusionado a la secuencia de
terminacion transcripcional 7S 3’. Este segmento de DNA se encuentra en el extremo 5’ del
inserto, en forma contigua y en orientacion inversa al cassette del gen completo cry7Ac y no
contiene un promotor. Se detectd un transcrito por transcripcion inversa RT-PCR, que
corresponde a este segmento 3’ del gen cryfAc y al DNA gendmico adyacente. En la
improbable eventualidad de que este RNA fuera traducido, el péptido resultante seria altamente
homodlogo a la porcién correspondiente al dominio C-terminal de la proteina Cry1Ac. La
seguridad de esta proteina tedrica se demuestra con los estudios descritos en las secciones
siguientes, ya que la proteina, de ser producida, habria sido un componente en todos los
estudios de seguridad llevados a cabo tanto con la proteina Cry1Ac, como con plantas o
semillas de algodén Bollgard® (Serdy et al., 1994).

El segundo inserto de T-DNA contiene una porcion de 242 pares de bases de la
secuencia de poliadenilaciéon 7S 3’ de la region terminal del gen cry1Ac. No se detectd
transcrito de RNA por ftranscripcion inversa RT-PCR, que correspondiera o hubiera sido
transcrito del inserto de T-DNA de 242 pares de bases 7S 3’, por lo tanto no se produce ningun
péptido, segun lo esperado (ANEXO 2. MSL 16882 Caracterizacion Molecular Extendida
Bollgard® MON-531).

El algodon Bollgard®ll (MON-15985-7), resistente al ataque de insectos plaga del
orden Lepidoptera, fue desarrollado por el método de biobalistica empleando el fragmento Kpnl
del plasmido PV-GHBK11 que contiene los cassettes de expresion de cry2Ab y uidA. El evento
MON-15985-7 no contiene secuencias detectables del esqueleto del plasmido como producto
de la transformacioén (Figura 5). El mapa de restriccion del inserto se ilustra a continuacion.
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Figura 5. Mapa de restriccion del inserto utilizado para la obtencion del evento Bollgard®ll (MON-15985-7) a
partir de su linea parental (Bollgard®) mediante la insercion del cassette conteniendo el gen cry2Ab2 por
aceleracion de particulas.

La caracterizacion molecular del evento B2 (MON-15985-7) fue descrita por Doherty et
al. (2000). Esta caracterizacion, basada en analisis de hibridacién Southern, demostré que en
B2, adicional a los insertos de DNA presentes en su linea parental (BG, MON-531-6), se habia
integrado una copia de DNA del fragmento de restriccion utilizado para la transformacion. En
este estudio, en el cual se realizaron analisis de PCR seguidos de secuenciacion al inserto en
B2, se confirmaron los hallazgos previos demostrando el orden esperado de los elementos
contenidos en el inserto del evento B2. Ademas, se obtuvo la secuencia de DNA del inserto
completo en el evento mencionado, la cual fue idéntica a lo previamente reportado (ANEXO 3.
MSL 17099 Confirmacion secuencias flanqueantes Bollgard Il MON-15985-7).

El evento Solucion Faena Flex® (MON-88913-8) (RF) fue generado mediante la
integracion estable de dos “cassettes” de expresion del gen cp4 epsps en el genoma del
algodon, utilizando el sistema de transformacion mediado por Agrobacterium tumefaciens. Los
datos muestran que RF contiene una copia del DNA insertado en un Jocus simple de
integracion dentro del fragmento de restriccion ~13.0 kb Spel que contiene dos “cassettes” de
expresion del gen cp4 epsps intactos. No se detectaron elementos adicionales del vector de
transformaciéon PV-GHGT35 en el genoma del algodén RF. La segregacion mendeliana del
fenotipo esperado en RF a través de multiples generaciones, corrobora el analisis molecular de
la estabilidad del inserto y establece el comportamiento genético del DNA insertado en un locus
simple (ANEXO 4. MSL 19580 Analisis molecular de Solucion Faena Flex MON-88913).

El evento B2RF se desarroll6 por medio de la cruza tradicional de los eventos B2
(MON-15985-7) y RF (MON-88913-8). No hay bases cientificas que apoyen que las secuencias
serian intrinsecamente mas inestables cuando se combinan por técnicas de mejoramiento
tradicional. La estabilidad de cada inserto en el evento apilado ha sido comprobada por
métodos cientificos estandares. La estabilidad de los insertos individuales en el evento apilado
fue analizada después de generaciones multiples de. El analisis de hibridacién Southern
confirmo la presencia de los eventos individuales usando ADN extraido de la octava generacion
(BC4F4) de B2RF. El patron de hibridacion obtenido del evento apilado fue consistente con los
reportados previamente para los eventos individuales, por lo que se concluy6é que el evento
apilado contiene ambos eventos individuales (ANEXO 5. MSL-22368 Southern Blot confirma
B2y RF en B2RF).
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EXPRESION

Se evaluaron los niveles de las proteinas CP4 EPSPS, Cry1Ac, Cry2Ab2, NPTIl y GUS
en tejido foliar y semillas colectadas de plantas de algodén B2RF, y los eventos individuales y
plantas convencionales producidas en cuatro localidades en Estados Unidos durante la
temporada 2004 (Mozaffar et al., 2005). Las semillas son relevantes por su importancia en
cuanto a seguridad de productos para alimento humano y animal. Los niveles proteicos se
calcularon en base a métodos de ELISA desarrollados y validados para cuantificar cada
proteina.

Niveles de Ila proteina CP4 EPSPS

Los niveles medios de proteina CP4 EPSPS en cuatro sitios para B2RF fueron 1700 y
1300 ug/g peso seco en tejido foliar y 310 y 330 ug/g peso seco en semilla, respectivamente.
Los niveles de CP4 EPSPS para los controles estuvieron por debajo del limite de deteccion
como se esperaba.

Niveles de la proteina Cry1Ac

Los niveles medios de proteina Cry1Ac en cuatro sitios para B2RF fueron 14 y 11
ug/g peso seco en tejido foliar y 1.8 y 1.8 ug/g peso seco en semilla, respectivamente. Los
niveles de Cry1Ac para los controles estuvieron por debajo del limite de deteccion como se
esperaba.

Niveles de la proteina Cry2Ab

Los niveles medios de proteina Cry2Ab en cuatro sitios para B2RF fueron 150 y 130
ug/g peso seco en tejido foliar y 270 y 230 ug/g peso seco en semilla, respectivamente. Los
niveles de Cry2Ab2 para los controles estuvieron por debajo del limite de detecciéon como se
esperaba.

Niveles de la proteina NPTII

Sélo una de doce muestras de tejido foliar de B2RF y so6lo una de diez muestras de
tejido foliar del control en cuatro sitios muestreados mostraron niveles cuantificables de
proteina NPTII (26 y 20 ug/g peso seco, respectivamente). Los niveles medios de proteina
NPTIl en semilla en cuatro sitios para B2RF y su control fueron 3.4 y 2.9 ug/g peso seco,
respectivamente. Los niveles de NPTIIl para los controles estuvieron por debajo del limite de
deteccién como se esperaba.
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Niveles de Ia proteina GUS

Los niveles medios de proteina GUS en cuatro sitios para B2RF fueron 1400 y 1100
Mg/g peso seco en tejido foliar y 130 y 120 ug/g peso seco en semilla, respectivamente. Los
niveles de GUS para los controles estuvieron por debajo del limite de deteccion como se
esperaba.

Las muestras colectadas de plantas biotecnolégicas y controles, sembradas en
las pruebas de campo en Estados Unidos durante el 2004, fueron representativas de
algodon comercial. Por lo tanto, los datos de niveles de proteinas son representativos de
los niveles esperados en los cultivos de algodén comercial. Estos resultados confirman
gue la expresion de las cinco proteinas en tejidos de B2RF es comparable a la de los eventos
individuales. Como se esperaba, la proteina AAD no se detecté en ninguna muestra, ya que
este gen se encuentra bajo el control de un promotor bacteriano.

De acuerdo a los andlisis de hibridacion Southern del evento B2RF, la estructura
molecular de los insertos se ha conservado en el producto apilado, incluyendo los puntos de
insercion. Los estudios realizados previamente sobre secuencias flanqueantes del inserto en
los eventos B2 y RF no revelaron riesgos en relacién a posibles proteinas de fusién. Por lo
tanto, no se espera la expresion de dichas proteinas en plantas de algodon B2RF.

Se realizaron analisis ELISA a semilla de los diferentes eventos con caracteristicas de
resistencia a lepidépteros obtenidas de ensayos en multiples localidades en México en 2007.
Se observaron niveles similares de las proteinas Cry1Ac para los eventos Bollgard®,
Bollgard®/Solucién Faena® y Bollgard®Il/Solucién Faena Flex® entre las muestras de
diferentes regiones. Ademas se obtuvieron niveles comparables de la proteina Cry2Ab
en las muestras de semillas de B2RF entre las diferentes regiones (ANEXO 6. RA 07-RA-
60-02, Niveles de proteinas GM en hoja de algodén México 2007). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en las pruebas de campo en Estados Unidos durante 1999
(ANEXO 7. MSL-16614, Niveles de proteinas GM en algodén USA 1999) y 2004 (ANEXO 8.
MSL-19892, Niveles de proteinas GM en algodén USA 2004) donde se encontré que la
expresion de las dos proteinas Bt (Cry1Ac y Cry2Ab) fue comparable entre regiones mediante
deteccion inmunoldgica.

La eficacia insecticida se ha mantenido durante el desarrollo de los eventos de algodén
biotecnoldgico, desde su comercializacion en 1996 y seguida a partir de 2004 con B2; al igual
que la calidad de la semilla, que se ha mantenido después de la transferencia del gen cry71Acy
de la construccion con cry1Ac y cry2Ab dentro de distintas variedades comerciales.
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l.j. Mapa de la construccion genética, tipo de herencia de los caracteres,
expresion de las proteinas y su localizacion.

MAPA DE LA CONSTRUCCION GENETICA

a) Para la obtencion del algodén Bollgard® (MON-531-6) se utiliz6 como organismo
vector la bacteria Agrobacterium tumefaciens mediante el plasmido PV-GHBKO04
(Figura 6). La caracterizacion molecular demostré que se integraron dos insertos de
DNA-T (DNA transferido) dentro del genoma del algodén para producir Bollgard®,
evento MON-531.

El plasmido vector utilizado dentro de A. tumefaciens para producir el algodon
Bollgard® (MON-531-6), contiene la secuencia completa de los genes cry1Ac, nptll y aad. El
gen cry1Ac deriva de la bacteria comun del suelo B. thuringiensis variedad kurstaki (B.t.k.) y
codifica la proteina insecticida Cry1Ac. El cassette del gen cry1Ac contiene un promotor E-35S
y una secuencia de terminacion transcripcional 7S 3’. El gen nptll codifica una enzima
marcadora de seleccion, neomicina fosfotransferasa Il (NPTII), utilizada para identificar las
células de algodén que contenian la proteina Cry1Ac. El gen nptll estd bajo el control
transcripcional del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor y esta seguido por una
region de nopalina sintasa (nos) 3’ que dirige la poliadenilacion del RNAm. La proteina NPTII
no es util para ningun otro propdsito y carece de propiedades insecticidas. El gen aad codifica
la enzima marcadora de seleccion bacteriana 3” (9)-O-aminoglicésido adenililtransferasa (AAD),
que permitid la selecciébn de Agrobacterium en medio que contenia espectinomicina o
estreptomicina. El gen aad esta bajo el control de un promotor bacteriano, y por lo tanto, la
proteina codificada no se expresa en las plantas derivadas del algodén BG.

El gen cry1Ac segreg6 de manera consistente con la presencia de una sola copia activa
de la regién codificante y se transfirié de forma estable, por técnicas de mejora tradicionales, a
numerosas variedades comerciales de algodon.

La construccion del vector PV-GHBKO04, de un solo borde (derecho), integra dos genes
(incluyendo el marcador selectivo NPT Il) y se introdujo al organismo donador mediante el
sistema ABI. La descripcion de los genes quiméricos se detalla bajo el siguiente orden:
promotor, region codificadora y regién 3’ terminal no traducida.

e PE35S - Es el promotor de 0.6 kb 35S del virus mosaico de la coliflor (CaMV) (Odell et
al., 1985) con la region potenciadora duplicada (Kay et al., 1987).

e Cry1Ac - FL B.t.k.- Un gen de 3.6 kb que codifica la totalidad de la proteina de Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki, esencialmente idéntica a la descrita por Adang et al.,
1985. La expresion de este gen en plantas les confiere resistencia a insectos
lepidépteros.
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e 7S 3’ — La region no traducible de 0.43 kb de la subunidad alfa del gen de la beta
conglicinia y proporciona la senal de poliadenilacién en el mMRNA (Schuler et al., 1982).

e aad - El gen de 0.79 kb que codifica para 1.0-aminoglicésido adenilil transferasa que
permite la seleccion de bacterias transformantes en espectinomicina o estreptomicina.

o 35S - Region promotora 35S (0.35 kb) del virus mosaico de la coliflor (CaMV).

e nptll - Gen 0.83 kb neomicina fosfotransferasa tipo Il que confiere resistencia a
Kanamicina (Fraley, et al., 1983). La expresion de este gen en plantas sirve como un
“marcador selectivo” para transformacion.

NOS 3’ - La region 0.3 kb 3’ no traducida del gen nopalina sintasa (Fraley, et al., 1983).

PV-GHEK04

Hindlll, 4663

T-DNA Region

Figura 6. Mapa de la construccion genética del plasmido PV-GHBKO04 utilizado en la transformacién genética
del algodén Bollgard®.

b) El algodon Bollgard®Ill (MON-15985-7) se obtuvo mediante la transferencia de los
genes cry2Ab2 y uidA al algodén Bollgard® variedad DP50B (que contenia los genes
cr1Ac, npt Il y aad).

El método utilizado para introducir el gen cry2Ab dentro del tejido de la variedad de
algodon Bollgard® DP 50 B (portadora del gen cry1Ac) fue el de “biobalistica” (John et al. 1997)
utilizando el plasmido PV-GHBK11 (Figura 7).
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Pstl 6204
BamHI 6188
Xbal 6176
EcoRI 58982
Ncol 5886

EcoRI 5207

EcoRI 2688

Pstl 3013

Used in
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Figura 7. Mapa de la construccion genética del plasmido PV-GHBK11 utilizado para introducir el gen Cry2Ab
en plantas de algodén portadoras del gen Bollgard® (cry7Ac).

¢) Para obtener el algodén Solucion Faena Flex® (MON-88913-8) se utiliz6 como vector
la bacteria Agrobacterium tumefaciens mediante el plasmido PV-GHGT35 (Figura 8).

En el algodon B2RF se encuentran dos copias del gen cp4 epsps y cada copia se
encuentra bajo el control de diferentes promotores. Una copia se encuentra bajo el control del
promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV) mientras que el otro se encuentra
bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico de la Scrophularia (FMV). Los
promotores 35S dirigen la expresiéon de los genes cp4 epsps a todos los tejidos de la planta
durante todo su desarrollo (expresion constitutiva). El algodén B2RF también presenta
elementos promotores adicionales y secuencias no codificantes para mejorar la expresion
génica, estos elementos adicionales se han obtenido de otras especies vegetales. La region 3°
de las construcciones que permiten la expresion del RNAm de cp4 epsps también proviene de
otras especies vegetales.
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Figura 8. Mapa del plasmido vector PV-GHGT35.

d) El algodon Bollgard®Il/Soluciéon Faena Flex® (MON-15985-7 x MON-88913-8) fue
obtenido por cruzamiento convencional del algodon Bollgard®Il (MON-15985-7) con el

algodén Solucion Faena Flex® (MON-88913-8).

Este evento contiene todos los genes presentes en los eventos Bollgard®Il y Solucién
Faena Flex®. Estos incluyen los genes cry1Ac, cry2Ab y dos copias de cp4 epsps.
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TIPO DE HERENCIA DE LOS CARACTERES

El evento B2RF (MON-15985-7 x MON-88913-8) se desarrollé por medio de la cruza
tradicional de los eventos B2 (MON-15985-7) y RF (MON-88913-8). No hay bases cientificas
que apoyen que las secuencias serian intrinsecamente mas inestables cuando se combinan
por técnicas de mejoramiento tradicional. La estabilidad de cada inserto en el evento apilado ha
sido comprobada por métodos cientificos estandares.

La estabilidad de los insertos individuales en el evento apilado fue analizada después de
generaciones multiples de plantas de algodén B2RF. El analisis de hibridacion Southern
confirmé la presencia de los eventos individuales usando ADN extraido de la octava generacion
(BC4F4) de B2RF. El patrén de hibridacion obtenido del evento apilado fue consistente con los
reportados previamente para los eventos individuales, por lo que se concluyé que el evento
apilado contiene ambos eventos individuales (ANEXO 5. MSL-22368 Southern Blot confirma
B2y RF en B2RF).

La estabilidad genética de los eventos simples (B2 y RF), fue comprobada
anteriormente. El analisis de hibridacién Southern de las generaciones R5 y R6 del algodén BG
(MON-531-6) (que fue transformado con Cry2Ab para desarrollar Bollgard®Il) indicé un
patron de hibridacion idéntico, lo que indica la estabilidad del inserto funcional del gen cry1Ac
(ANEXO 9. MSL-17469 Southern Blot Bollgard®).

Se analizaron las generaciones R1, R2, R3, R4 y BC,F; de B2 (MON-15985-7)
mediante hibridacion Southern, dando lugar a un patron de hibridacién idéntico. Estos
resultados prueban la estabilidad del inserto funcional del gen cry2Ab2 (ANEXO 10. MSL-
16749 Analisis Molecular de Bollgard®Il).

Se realizé un analisis de hibridacién Southern a lo largo de cinco generaciones de
algodén RF. Durante los ensayos se comprobd que este evento contiene una sola copia del
inserto en un solo locus de integracion, el cual a su vez contiene dos copias intactas del gen
cp4 epsps y no se encontraron secuencias adicionales del plasmido usado en la
transformacion. Ademas, se realizaron analisis de PCR y secuenciacion para identificar los
sitios de insercién y las regiones flanqueantes 5 y 3" del genoma del algoddén, adyacentes a la
construccion. Esto confirma la organizaciéon correcta de los elementos de la construccion y la
estabilidad del evento en multiples generaciones (ANEXO 4. MSL-19580, Analisis Molecular
de RF).

Los datos de segregacién para los eventos B2 y RF son consistentes con los sitios de
insercion individuales de cada inserto en el genoma del algodén y segregan mendelianamente.
Se comprobd que los datos de segregacion y estabilidad son consistentes con los analisis de
hibridacion Southern previos que demuestran la estabilidad de las secuencias insertadas de B2
y RF en B2RF.
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Los andlisis de segregacion demostraron patrones de herencia Mendeliana de las
caracteristicas de tolerancia a glifosato y de resistencia a insectos después de autopolinizacion
o retrocruzamiento de los eventos B2RF con otras variedades de algodon. La tolerancia al
glifosato y la resistencia a insectos se han mantenido durante el desarrollo de estos eventos
desde sus inicios a la fecha, al igual que la calidad de la semilla, que se ha mantenido después
de la transferencia de los eventos dentro de distintas variedades comerciales. De acuerdo con
estos resultados, no existe evidencia de inestabilidad genética de los eventos de algodén
B2 o RF. Estos datos confirman también que las construcciones genéticas que confieren las
caracteristicas B2 y RF estan integradas establemente en el genoma del algodén del evento
apilado B2RF.

Es poco probable que ocurra recombinacion entre los insertos de ADN en el algodén
B2RF. Este hecho es apoyado por los estudios de estabilidad genética que muestran que se ha
encontrado ADN modificado genéticamente de B2 y RF en B2RF por varias generaciones sin
diferencias en los patrones de bandas observados (analisis de hibridacion Southern).

Si se llevara a cabo la recombinacion, ésta afectaria secuencias genéticas localizadas
en diferentes lugares del ADN gendmico y, muy probablemente, resultaria en translocaciones
cromosomales con consecuencias letales o al menos disminucion de la capacidad de
supervivencia para las células afectadas y su progenie. Ademas, tales rearreglos tendrian que
suceder en una fase temprana del desarrollo de la planta o la semilla para tener efectos
significativos. Mientras mas tarde ocurra, menor sera el numero de células vegetales afectadas.
Dado que este tipo de recombinacion es poco probable y tiene muchas posibilidades de
producir lineas celulares no viables, es extremadamente poco probable que el producto
recombinado origine alguna linea celular reproductiva.

En el caso altamente improbable en el cual ocurriera recombinacién que involucrara los
insertos en el evento B2RF, éste seria un proceso de translocacién entre las secuencias que
son homologas entre los insertos de B2 y RF, limitadas al promotor 35S y la secuencia del
péptido lider ctp2. La Unica consecuencia posible seria la modificacion del nivel de expresion
de los genes afectados y no una modificacién de la calidad de la proteina producida. Incluso si
este evento hipotético sucediera, afectaria sélo unas pocas semillas y, por lo tanto, la cantidad
total de proteinas resultantes de este raro evento seguirian siendo extremadamente bajas y el
nivel de exposicion a dichas proteinas no cambiaria significativamente. Debido a la seguridad
demostrada de las proteinas recombinantes introducidas en B2RF, el riesgo que podria surgir
de esta recombinacion hipotética es insignificante.
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Conclusion

Tomando en cuenta la estabilidad de los elementos genéticos por varias generaciones,
la segregacion mendeliana también por varias generaciones, el bajisimo potencial de
recombinacion entre los insertos en el evento B2RF, y la viabilidad e idoneidad seriamente
comprometidas de las células afectadas por el evento hipotético de translocacion gendémica, el
riesgo de tal recombinaciéon es descartable. Varios afios de cultivo comercial en varios
paises sin observaciones de inestabilidad genética proveen mas evidencia en apoyo de este
hecho. Se concluye que los insertos de ADN en el algodén B2RF se integraron de manera
estable y las caracteristicas conferidas son fenotipica y genéticamente estables a través
de varias generaciones y condiciones ambientales.

EXPRESION DEL MATERIAL INSERTADO

Se evaluaron los niveles de las proteinas CP4 EPSPS, Cry1Ac, Cry2Ab2, NPTIl y GUS
en tejido foliar y semillas colectadas de plantas de algodén B2RF, y los eventos individuales y
plantas convencionales producidas en cuatro localidades en Estados Unidos durante la
temporada 2004 (Mozaffar et al., 2005). Las semillas son relevantes por su importancia en
cuanto a seguridad de productos para alimento humano y animal. Los niveles proteicos se
calcularon en base a métodos de ELISA desarrollados y validados para cuantificar cada
proteina.

Niveles de Ila proteina CP4 EPSPS

Los niveles medios de proteina CP4 EPSPS en cuatro sitios para B2RF fueron 1700 y
1300 ug/g peso seco en tejido foliar y 310 y 330 ug/g peso seco en semilla, respectivamente.
Los niveles de CP4 EPSPS para los controles estuvieron por debajo del limite de deteccion
como se esperaba.

Niveles de la proteina Cry1Ac

Los niveles medios de proteina Cry1Ac en cuatro sitios para B2RF fueron 14 y 11
ug/g peso seco en tejido foliar y 1.8 y 1.8 ug/g peso seco en semilla, respectivamente. Los
niveles de Cry1Ac para los controles estuvieron por debajo del limite de deteccion como se
esperaba.

Niveles de la proteina Cry2Ab

Los niveles medios de proteina Cry2Ab en cuatro sitios para B2RF fueron 150 y 130
ug/g peso seco en tejido foliar y 270 y 230 ug/g peso seco en semilla, respectivamente. Los
niveles de Cry2Ab2 para los controles estuvieron por debajo del limite de deteccion como se
esperaba.
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Niveles de Ila proteina NPTII

Soélo una de doce muestras de tejido foliar de B2RF y solo una de diez muestras de
tejido foliar del control en cuatro sitios muestreados mostraron niveles cuantificables de
proteina NPTIl (26 y 20 ug/g peso seco, respectivamente). Los niveles medios de proteina
NPTIl en semilla en cuatro sitios para B2RF y su control fueron 3.4 y 2.9 ug/g peso seco,
respectivamente. Los niveles de NPTIIl para los controles estuvieron por debajo del limite de
deteccion como se esperaba.

Niveles de Ia proteina GUS

Los niveles medios de proteina GUS en cuatro sitios para B2RF fueron 1400 y 1100
Ma/g peso seco en tejido foliar y 130 y 120 ug/g peso seco en semilla, respectivamente. Los
niveles de GUS para los controles estuvieron por debajo del limite de deteccion como se
esperaba.

Las muestras colectadas de plantas GM y controles sembradas en las pruebas de
campo en Estados Unidos durante el 2004 fueron representativas de algodén comercial.
Por lo tanto, los datos de niveles de proteinas son representativos de los niveles
esperados en los cultivos de algodén comercial. Estos resultados confirman que la
expresion de las cinco proteinas en tejidos de B2RF es comparable a la de los eventos
individuales. Como se esperaba, la proteina AAD no se detecté en ninguna muestra, ya que
este gen se encuentra bajo el control de un promotor bacteriano.

De acuerdo a los analisis de hibridacion Southern del evento B2RF, la estructura
molecular de los insertos se ha conservado en el producto apilado, incluyendo los puntos de
insercion. Los estudios realizados previamente sobre secuencias flanqueantes del inserto en
los eventos B2 (MON-15985-7) y RF (MON-88913-8) no revelaron riesgos en relacion a
posibles proteinas de fusion. Por lo tanto, no se espera la expresion de dichas proteinas en
B2RF.

Se realizaron analisis ELISA a semilla de los diferentes eventos con caracteristicas de
resistencia a lepidépteros obtenidas de ensayos en multiples localidades en México en 2007.
Se observaron niveles similares de las proteinas Cry1Ac para los eventos Bollgard®,
Bollgard®/Solucion Faena® y Bollgard®Ill/Solucion Faena Flex® entre las muestras de
diferentes regiones. Ademas se obtuvieron niveles comparables de la proteina Cry2Ab
en las muestras de semillas de B2RF entre las diferentes regiones (ANEXO 6. RA 07-RA-
60-2, Niveles de proteinas GM en hoja de algodén México 2007). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en las pruebas de campo en Estados Unidos durante 1999
(ANEXO 7. MSL-16614, Niveles de proteinas GM en algodén USA 1999) y 2004 (ANEXO 8.
MSL-19892, Niveles de proteinas GM en algodon USA 2004) donde se encontré que la
expresion de las dos proteinas Bt (Cry1Ac y Cry2Ab) fue comparable entre regiones mediante
deteccion inmunoldgica.
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La eficacia insecticida se ha mantenido durante el desarrollo de los eventos de algodon
biotecnoldgico, desde su comercializacién en 1996 y seguida a partir de 2004 con B2; al igual
que la calidad de la semilla, que se ha mantenido después de la transferencia del gen cry71Acy
de la construccion con cry1Ac y cry2Ab dentro de distintas variedades comerciales.

En resumen, se concluye que el ADN insertado en los eventos de algodéon Solucion
Faena® (SF) y Solucién Faena Flex® (RF), se integr6 de manera estable y la caracteristica
conferida es fenotipica y genéticamente estable a través de varias generaciones y condiciones
ambientales. La estabilidad genética se puede confirmar también por la exitosa
comercializacion de las variedades de algodén SFy RF.

Tomando en cuenta la informacién sobre la integracién del material genético insertado,
estabilidad de numero de copias, segregacion mendeliana de los rasgos a través de multiples
generaciones y expresion similar de las proteinas Cry1Ac, Cry2Ab y CP4 EPSPS en varias
regiones de diferentes paises y bajo condiciones ambientales y agrondémicas distintas;
podemos concluir que las caracteristicas resistencia a insectos y tolerancia a glifosato son
estables en los diferentes eventos de algoddn biotecnoldgico.

LOCALIZACION DE LAS PROTEINAS INTRODUCIDAS

Las proteinas CP4 EPSPS y Cry2Ab se translocan a los cloroplastos, donde ejercen su
funcién, mientras que Cry1Ac se localiza en el citoplasma de la célula vegetal de las plantas
B2RF.

I.k. Descripcion del método de transformacion

a) Tecnologia Bollgard®Il.
I. Algodén Bollgard®.

Para introducir el gen Cry1Ac a las plantas de algodoén fue utilizada la cepa ABI de
Agrobacterium; la variedad de algodén a transformar fue la Coker 312. Los procedimientos
utilizados para la transformacion de explantes de hipocotileos de algodén con Agrobacterium
fueron de acuerdo a los descritos por Umbeck et al., 1987. Las plantas de algodén fueron
regeneradas siguiendo el procedimiento de Trolinder y Goodin, 1987.
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Il. Algodon Bollgard®Il.

El algodon B2 (MON-15985-7) se obtuvo mediante transferencia de los genes cry2Ab y
uidA al algodén biotecnoldgico Bollgard® variedad DP 50 B (que contenia los genes cry1Ac,
nptll y aad). El método utilizado para introducir el gen cry2Ab dentro del tejido de la variedad de
algodén Bollgard® DP 50 B (portadora del gen cry1Ac) fue el de “biobalistica” (John et al. 1997)
utilizando el plasmido B1579.

b) Tecnologia Solucién Faena Flex®.

El algodon RF fue obtenido mediante transformacion mediada por Agrobacterium
tumefaciens empleando el plasmido PV-GHGT35.

La linea parental del algodon RF (MON-88913-8) es la variedad de algodonero Coker
312 y el evento RF se transfirié a variedades comerciales mediante cruzamiento convencional.
Se utilizé la variedad Coker 312 debido a su respuesta positiva al sistema de cultivo de tejidos
usado en el proceso de produccion de plantas transgénicas. Varios investigadores (Trolinder y
Goodin, 1987; Umbeck, et al., 1987) han demostrado que la variedad Coker 312 y un grupo de
variedades relacionados a esa linea tienen una caracteristica de respuesta favorable al cultivo
de tejidos. La variedad Coker 312, aunque no se cultiva ampliamente, es un cultivar aceptado
comercialmente.

El algodén B2RF se obtuvo mediante cruza convencional a partir de los eventos B2
(MON-15985-7) y RF (MON-88913-8).

c) Transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens

El sistema de transformacion con Agrobacterium tumefaciens es bien conocido y ha
sido utilizado durante muchos afnos en la modificacion genética de diversas plantas
dicotiledéneas. El plasmido vector fue modificado de manera tal que el sistema de
transformacion no pudiera transmitir la enfermedad de la agalla de la corona. Este sistema de
transformacion integra genes del plasmido vector dentro del cromosoma de la célula de la
planta de forma estable.

La bacteria A. tumefaciens es un fitopatégeno que habita de manera natural en el suelo,
el cual utiliza un proceso de ingenieria genética natural para alterar la maquinaria metabdlica
de las células de la planta hospedante. Este proceso hace que las plantas hospedantes
desvien suministros de carbono y nitrégeno organico para la produccion de nutrientes (opinas)
que pueden ser especificamente catabolizados por la bacteria invasora (Tempe y Schell, 1977).
Las células infectadas son inducidas a proliferar. La enfermedad de la agalla de la corona es el
resultado directo de la incorporacion de una regién de DNA-transferible (T-DNA), del plasmido
circular Ti (induccion de tumor) de 150 a 250 kb, transferido por A. tumefaciens dentro del
genoma de la planta hospedante.
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La comprension de este proceso natural de transformacién y el hecho de que cualquier
DNA externo colocado entre los bordes del T-DNA puede ser transferido a las células
vegetales, permitié la construccién del primer vector y el sistema de cepas bacterianas para la
transformacion de plantas (Hooykaas y Shilperoort, 1992).

d) Biobalistica

Este método consiste en disparar pequefas particulas de oro o tungsteno cubiertas de
ADN a células vegetales jovenes o embriones vegetales. Para esto, las microparticulas son
aceleradas a velocidades supersénicas que atraviesan la pared y membrana celular. Las
particulas son de un tamafo aproximado de 0.4 a 2 uym de diametro, estan hechas de
materiales densos como oro o tungsteno. De esta manera, algo del material genético se
quedara en el interior de las células y se desprendera de las microparticulas debido a
modificaciones del entorno iénico. Este ADN se integra se integra de forma estable en los
cromosomas mediante un proceso de recombinacion al azar. La eficiencia de transformacién es
mas baja que utiizando Agrobacterium, pero la mayoria de las plantas pueden ser
transformadas con este método. En este método, las construcciones genéticas son mas
simples e incluyen los genes de interés y de seleccion con sus respectivas secuencias
regulatorias.

I.I. Descripciéon, numero de copias, sitios de insercidon y expresion de las
secuencias irrelevantes para la expresion de la modificacion genética y en
su caso, la identificacion de efectos no esperados

El algodon B2RF (MON-15985-7 x MON-88913-8) fue desarrollado utilizando métodos
de cruzamiento convencional a partir de variedades de algodén B2 (MON-15985-7) y RF
(MON-88913-8). Por lo tanto, los fragmentos de DNA insertados en cada linea parental estan
presentes en el evento B2RF (Carpeta Secuencias nucleotidicas).

Los componentes individuales y el tamano, fuente y funcién de las secuencias
heredadas se muestran en las Tablas 2, 3 y 4. Las representaciones esquematicas de los
insertos de B2 (MON-15985-7) y RF (MON-88913-8) y sus sitios de insercion se presentan en
las Figuras 2, 3 y 4.
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En resumen, el evento B2RF (MON-15985-7 x MON-88913-8) contiene las siguientes
secuencias:

o El inserto unico proveniente del genoma de la linea parental RF (MON-88913-8)
(Tabla 4 y Figura 4) que esta compuesto por los siguientes elementos:

o El primer cassette de expresion del gen cp4 epsps que consiste del promotor
quimérico FMV/Tsf1 (1.04 kb), la secuencia lider Tsf1 (0.05 kb), el intron Tsf1
(0.62 kb), la secuencia del péptido de transito al cloroplasto ctp2 (0.23 kb), la
secuencia codificante del gen cp4 epsps (1.37 kb) y la secuencia del terminador
E9 (0.64 kb).

o El segundo cassette de expresion del gen cp4 epsps que consiste del promotor
quimérico 35S/act8 (1.17 kb), la secuencia lider act8 (0.14 kb), el intréon act8
(0.47 kb), la secuencia del péptido de transito al cloroplasto ctp2 (0.23 kb), la
secuencia codificante del gen cp4 epsps (1.37 kb) y la secuencia del terminador
E9 (0.64 kb).

o Los insertos de DNA del genoma de la linea parental B2 (MON-15985-7) que esta
compuesto por los siguientes elementos:

o Los elementos genéticos asociados a la copia funcional del inserto
conteniendo el gen cry1Ac del evento BG (MON-531-6) (Figura 2 y Tabla 2).

= El cassette del gen cry1Ac que consiste del promotor €35S (0.6 kb), la
secuencia codificante del gen cry71Ac (3.54 kb) y la secuencia del
terminador 7S (0.44 kb).

» El cassette del gen nptll que consiste del promotor 35S (0.32 kb), la
secuencia codificante del gen nptll (0.97 kb) y la secuencia del
terminador nos (0.24 kb).

» Elementos no funcionales, el origen de replicacién ori-V (0.39 kb) y la
secuencia del gen aad (0.79 kb).

o Los elementos genéticos asociados a la copia no funcional del inserto
conteniendo el gen cry1Ac del evento BG (MON-531-6) (Figura 2 y Tabla 2).
= La secuencia no funcional del gen cry1Ac (0.89 kb) y la secuencia del
terminador 7S (0.44 kb).
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o Los elementos genéticos asociados al inserto conteniendo el gen cry2Ab2 del
evento B2 (MON-15985-7) (Figura 3 y Tabla 3).

= El cassette del gen cry2Ab2 que consiste del promotor €35S (0.6 kb), la
secuencia lider Hsp 70 (0.1 kb), la secuencia codificante del gen cry2Ab2
(1.9 kb), la secuencia del péptido de transito al cloroplasto ctp2 (0.23 kb)
y la secuencia del terminados nos (0.26 kb).

= el cassette del gen uidA que consiste del promotor e35S (0.3 kb), la
secuencia codificante del gen uidA (1.8 kb) y la secuencia del terminador
nos (0.26 kb).

Ademas no se han encontrado efectos no esperados ni proteinas de fusiéon
producto de la modificaciéon genética de B2RF.

I.m. Secuencia de aminoacidos y de las proteinas novedosas expresadas,
tamano del producto del gen, expresion de copias multiples

El algodén B2RF fue desarrollado utilizando métodos de cruzamiento convencional a
partir de variedades de algodén B2 (MON-15985-7) y RF (MON-88913-8), por lo tanto, expresa
las siguientes proteinas novedosas provenientes de ambos eventos de transformacion:

a) Proteina CP4 EPSPS.

El gen cp4 epsps que confiere tolerancia al glifosato [N-(fosfonometil) glicina],
ingrediente activo de los herbicidas de la familia Faena®, fue aislado de la bacteria
Agrobacterium sp. cepa CP4. La enzima EPSPS (5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa) es
una enzima critica en la biosintesis de aminoacidos aromaticos que cataliza la adicién de
enolpiruvil a partir de fosfoenolpiruvil al shikimato-3-fosfato. La enzima EPSPS es esencial para
la sintesis de aminoacidos aromaticos y casi todos los compuestos aromaticos en las plantas,
bacterias, algas y hongos, pero esta ausente en mamiferos (Bentley, 1990; Eschenburg et al.,
2002). La inhibicion de la enzima EPSPS por el glifosato bloquea esta ruta metabdlica, lo cual
eventualmente provoca la muerte de la célula (Steinriicken y Amrhein, 1980). La proteina CP4
EPSPS es naturalmente insensible al glifosato (Padgette et al., 1993) tal como otras enzimas
EPSPS microbiales (Schulz et al., 1985; Eschenburg et al., 2002).

La secuencia codificante del gen cp4 epsps fue modificada por mutagénesis dirigida
para obtener una expresion 6ptima en plantas (Padgette et al., 1993). El gen nativo cp4 epsps
contiene secuencias que podrian ser desfavorables para una expresion alta en algunas plantas.
Estas secuencias incluyen sitios potenciales de poliadenilacién que generalmente son ricas en
A+T, un porcentaje alto de G+C del que comunmente se encuentra en los genes de plantas
dicotiledéneas (63% contra ~50%), regiones concentradas de residuos de G y C, y codones
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qgue no son de uso frecuente en los genes de las plantas dicotiledoneas. Se sintetizd una
version del gen con uso de codones preferenciales por la planta, que fue utilizada en el vector
de transformacion del algodon. Esta secuencia codificante fue expresada en E. coli con el
vector PRecA 10L (Olins et al., 1988) y la actividad de la enzima EPSPS se comparé con la
producida a partir del gen nativo cp4 epsps de A. tumefaciens. Los resultados establecieron
qgue aunque la secuencia del gen fue modificada, la enzima producida por el gen modificado
presenta exactamente la misma secuencia de aminoacidos que la enzima producida por A.
tumefaciens, asimismo, su actividad también permanece inalterada.

El promotor que controla la expresion del gen cp4 epsps en el algodén B2RF es el
promotor CMoVb (promotor 35S del virus del mosaico de la Scrophularia) (Richins et al., 1987;
Gowda et al., 1989; Sanger et al., 1990). El promotor esta unido a la regiéon codificante del
péptido de transito al cloroplasto (CTP) del gen epsps de Arabidopsis thaliana (Klee et al.,
1987). EI CTP dirige la enzima EPSPS al cloroplasto que es el sitio de biosintesis de
aminoacidos aromaticos. En las plantas, la enzima EPSPS es sintetizada como una preproteina
(ie. conteniendo el CTP) por ribosomas libres en el citoplasma celular. ElI precursor es
transportado al interior del estroma del cloroplasto y es procesado proteoliticamente para
producir la enzima madura (della-Cioppa et al., 1986). Una vez desprendido, el péptido de
transferencia al cloroplasto se degrada rapidamente (Bartlett et al., 1982; della-Cioppa et al.,
1986).

La secuencia de terminacion transcripcional del mRNA proviene de la regiéon 3’ no
traducida del gen de la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa (rbcS) E9 del chicharo (Pisum
sativum) para controlar la terminacién transcripcional y la poliadenilacion del gen cp4 epsps
(Corruzi et al., 1984).

La proteina CP4 EPSPS se detecté mediante analisis de Western blot (reconocimiento
de proteinas mediante anticuerpos especificos) en extractos de proteina de semilla de algodoén
Roundup Ready® (Barry et al., 1993). Un anticuerpo especifico para la proteina CP4 EPSPS
reaccioné con una proteina de 48 kD, el peso molecular esperado para la proteina menos el
CTP, confirmando que este péptido es cortado durante el proceso de transporte al cloroplasto.
En la Figura 9 se presenta la secuencia de aminoacidos de la proteina CP4 EPSPS.

1 MLHGASSRPA TARKSSGLSG TVRIPGDKSI SHRSFMFGGL ASGETRITGL

51 LEGEDVINTG KAMQAMGARI RKEGDTWIID GVGNGGLLAP EAPLDFGNAA
101 TGCRLTMGLV GVYDFDSTFI GDASLTKRPM GRVLNPLREM GVQVKSEDGD
151 RLPVTLRGPK TPTPITYRVP MASAQVKSAV LLAGLNTPGI TTVIEPIMTR
201 DHTEKMLQGF GANLTVETDA DGVRTIRLEG RGKLTGQVID VPGDPSSTAF
251 PLVAALLVPG SDVTILNVLM NPTRTGLILT LQEMGADIEV INPRLAGGED
301 VADLRVRSST LKGVTVPEDR APSMIDEYPI LAVAAAFAEG ATVMNGLEEL
351 RVKESDRLSA VANGLKLNGV DCDEGETSLV VRGRPDGKGL GNASGAAVAT
401 HLDHRIAMSF LVMGLVSENP VTVDDATMIA TSFPEFMDLM AGLGAKIELS
451 DTKAA

Figura 9. Secuencia deducida de aminoacidos de la proteina CP4 EPSPS presente en el algodén B2RF.
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b) Proteina Cry1Ac

La proteina codificada por el gen cry1Ac introducido en el algodon BG y B2 es idéntica
en longitud (1178 aminoacidos) y 99.4% idéntica en su secuencia de aminoacidos a la proteina
codificada por el gen cry1Ac de Bacillus thuringiensis subs. kurstaki (Adang et al., 1985)
(Figura 10). La secuencia codificante de este gen ha sido modificada para lograr su 6ptima
expresion en plantas. La expresion del gen esta dirigida por el promotor modificado (mejorado)
35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) (Odell et al., 1985; Kay et al., 1987). La
terminacion transcripcional del mRNA proviene de la region 3’ no traducida de la subunidad alfa
del gen de la beta-conglicina de la soya (referido como secuencia de terminaciéon 7S 3’)
(Schuler et al., 1982).

La comparacién de la proteina Cry1Ac expresada en el algodén BG con formulaciones
insecticidas comerciales que contienen numerosas protoxinas de Bacillus thuringiensis fue
realizada mediante analisis Western (Berberich y Fuchs, 1992). Este estudio mostré que la
proteina expresada por el algodén BG es similar en peso molecular y reactividad inmunoldgica
a una o mas proteinas contenidas en los productos comerciales Dipel® (Abbott Laboratories) y
Thuricide® (Sandoz Inc.). Sims (1994) demostré que la actividad biologica y especificidad de la
longitud completa de la proteina Cry1Ac expresada en el algodén BG es equivalente a la
proteina expresada en la bacteria Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki.

c) Proteina NPTII

El gen nptll fue aislado del transposén bacteriano Tn5 (Beck et al., 1982). Este gen
codifica para la expresion de la enzima neomicina fosfotransferasa tipo Il (NPTII), la cual
confiere resistencia a los antibioticos aminoglicosidicos kanamicina y neomicina. La enzima
NPTIl usa el ATP para fosforilar la neomicina y la kanamicina e inactiva el antibiético evitando
su efecto en las células que producen la proteina NPTII. La proteina NPTIl esta ampliamente
distribuida en el ambiente y las cadenas alimenticias en microorganismos resistentes a la
kanamicina que se encuentran de manera natural en el suelo y en los sistemas digestivos de
los mamiferos (Flavell et al., 1992).

La expresion del gen nptll, presente en los eventos de algodon biotecnoldgico BG, SF,
BGSF, B2, RF y B2RF, esta controlada por el promotor CaMV 35S (Odell et al., 1985). La
secuencia de terminacion transcripcional del mRNA proviene de la region 3’ no traducida del
gen de la nopalina sintasa (nos) del plasmido pTiT37 de la cepa T37 de Agrobacterium
tumefaciens (Depicker et al., 1982). El gen nptll funciona como marcador selectivo en las
primeras fases de seleccion de células transformadas de algodon en el laboratorio (De Block et
al., 1984; Horsch et al., 1984), permitiendo a las células modificadas desarrollarse en un medio
de cultivo selectivo. En la Figura 11 se presenta la secuencia de aminoacidos de la proteina
NPTII presente en las plantas de algodon B2RF.
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d) Proteina AAD

El gen de resistencia a antibidticos aad fue aislado del transposén bacteriano Tn7 y
confiere resistencia a los antibiéticos espectinomicina y estreptomicina (Davies y Benveniste,
1974). Este gen codifica la expresion de la enzima 3’(9)-O-aminoglicésido adenililtransferasa
(AAD) y esta bajo el control de su propio promotor bacteriano. El gen aad no se expresa en las
plantas de algodon GM debido a que su promotor bacteriano no es activo en plantas y los
elementos reguladores necesarios para su expresion en las plantas no fueron adicionados a la
construccion. El gen aad fue usado en el laboratorio, en la fase previa la transformacion
genética de las células de algoddn, para seleccionar las bacterias que contenian el plasmido
con el DNA de interés. En la Figura 12 se presenta la secuencia de aminoacidos de la proteina
AAD.

e) Proteina Cry2Ab.

El gen cry2Ab es una version sintética mejorada del gen nativo de Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki. La modificacién fue necesaria para proveer secuencias controladoras que
permitieran una mejor expresion del gen en las plantas de algodon. El gen cry2Ab con su
region promotora fue clonado dentro de Bacillus thuringiensis cepa EG7699. El producto de la
expresion del gen cry2Ab fue aislado y purificado de la cepa bacteriana modificada EG7699. La
proteina Cry2Ab (GenBank No. Acceso X55416) tiene una longitud de 633 aminoacidos con un
peso molecular aproximado de 71 kDa (Widner y Whiteley, 1990; Dankocsik et al., 1990). La
secuencia deducida de aminoacidos de la proteina Cry2Ab expresada por el algodén B2RF se
presenta en la Figura 13.

f) Proteina GUS

El desarrollo de variedades de plantas que contienen nuevas caracteristicas,
introducidas por medio de ingenieria genética, depende de la existencia de medios eficaces
para seleccionar las células transformadas que contengan el o los genes de interés insertados,
de aquellas células que fallen o tomen o mantengan el DNA agregado. Por lo tanto, se utiliza
un marcador rastreable para identificar las células que seran utilizadas en el proceso de
regeneracion. El gen de la B-glucuronidasa, uidA, también conocido como gus o gen de gusA,
se deriva de la bacteria E. coli cepa K12 (Jefferson et al., 1986). Su secuencia se ha
caracterizado y esta disponible en el GenBank (Jefferson et al., 1986; Schlaman et al., 1994).
Este gen codifica para la enzima 3 -D glucuronidasa (GUS).

La B-D- glucuronidasa es un exohidrolasa que cataliza la hidrdlisis de una gama de B-
glucurénidos en sus acidos correspondientes y los aglicones (Oshima et al., 1987), incluyendo
el substrato artificial p-nitrofenil-3-D-glucurénido. La hidrdlisis de este compuesto cromogénico
artificial libera un tinte azul que funciona como un marcador visible y cuantificable en los
procesos de transformacién de la planta (Jefferson et al.,, 1987). La actividad bioquimica vy
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catalitica de esta proteina ha sido estudiada a fondo (Wang y Touster, 1972). La secuencia
deducida de aminoacidos de la proteina GUS segun se expresa en el evento de algodéon MON-
15985 se presenta en la Figura 14.
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Figura 10. Secuencia de aminoacidos de la proteina Cry1Ac de Bacillus thuringiensis subs. kurstaki (B.t.k.)
que expresa el algodon Bollgard® linea 531 transformada con el vector PV-GHBKO04 y el algodén B2RF.
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1 HIEQDGLHAG SPAAWVERLF GYDWAQQTIG CSDAAVFRLS AQGRPVLFVK
51 TDLSGALNEL QDEAARLSWL ATTGVPCAAV LDVVTEAGRD WLLLGEVPGQ
101 DLLSSHLAPA EKVSIMADAM RRLHTLDPAT CPPDHQAKHR IERARTRMEA
151  GLVDQDDLDE EHQGLAPAEL PARLEKARMPD GEDLVVTHGD ACLENIMVEN
201 GRFSGFIDCG RLGVADRY(QD IALATRDIAE ELGGEWADRF LVLYGIAAPD
251 SQRIAFYRLL DEFF

Figura 11. Secuencia de aminoacidos de la proteina neomicina fosfotransferasa tipo Il (NPTII) presente en las

plantas de algodon B2RF.

1 MREAVIAEVS TQLSEVVGVI ERHLEPTLLA VELYGSAVDG GLKPHSDIDL
51 LVTVTVRLDE TTRRALINDL LE?SLSFGES EILRAVEVTI VVEDDIIPWR
101 YPAKRELQFG EWQRNDILAG IPEPATIDID LAILLTKARE HSVALVGPAA
151 'EELFDPVPEO DLPEALNETL TLWNSPPDWA GDERNVVLTL SRIWYSAVTG
201 TFKIAPEDVAAD WAKERLPAQY QPVILEARQA YLGQEDRLRS’RADQLEBPVH
251 YVEGEITEKVV GK

Figura 12. Secuencia de aminoacidos de la proteina AAD presente en el algodon B2RF.

1 MAQVSRICNG V(QNPSLISNL SKSSQRKSPL SVSLKTQQHP RAYPISSSWG

51 LKKSGMTLIG SELRPLKVMS SVSTACMLAM DNSVLNSGRT TICDAYNVAA
101 HDPFSFQHKS LDTVQKEWTE WKKNNHSLYL DPIVGTVASF LLKKVGSLVG
151 KRILSELRNL IFPSGSTNLM QDILRETEKF LNQRLNTDTL ARVNAELTGL
201 QANVEEFNRQ VDNFLNPNRN AVPLSITSSV NTMQQLFLNR LPQFQMQGYQ
251 LLLLPLFAQA ANLHLSFIRD VILNADEWGI SAATLRTYRD YLKNYTRDYS
301 NYCINTYQSA FXGLNTRLHD MLEFRTYMFL NVFEYVSIWS LFKYQSLLVS
351 SGANLYASGS GPQQTQSFTS QDWPFLYSLF QVNSNYVLNG FSGARLSNTF
401 PNIVGLPGST TTHALLAARV NYSGGISSGD IGASPFNQNF NCSTFLPPLL
451 TPFVRSWLDS GSDREGVATV TNWQTESFET TLGLRSGAFT ARGNSNYFPD
501 YFIRNISGVP LVVRNEDLRR PLHYNEIRNI ASPSGTPGGA RAYMVSVENR
551 KNNIHAVHEN GSMIHLAPND YTGFTISPIH ATQVNNQTRT FISEKFGNQG
601 DSLRFEQNNT TARYTLRGNG NSYNLYLRVS SIGNSTIRVT INGRVYTATN
651 VNTTTNNDGV NDNGARFSDI NIGNVVASSN SDVPLDINVT LNSGTQFDLM
701 NIMLVPTNIS PLY

Figura 13. Secuencia de aminoacidos de la proteina Cry2Ab expresada por el algodéon B2RF. El péptido de
transito al cloroplasto se muestra en italicas (1-79). La proteina Cry2Ab corresponde a los aminoacidos 80-
713. Los aminoacidos subrayados (77-79) corresponden a la porcidon esperada del péptido de transito a
cloroplasto remanente después del procesamiento. El aminoacido en la posicién 81 (D, acido aspartico)
corresponde a la secuencia introducida para fines de clonacion.
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1 MVRPVETPTR EIKKLDGLWA  FSLDRENCGI  DORWWESALQ ESRAIAVPGS

51 FNDQFADADI RNYAGNVWYQ REVFIPKGWAR GQRIVLRFDA  VTHYGKVWVN
101 NQEVMEHQGG YTEFEADVTP YVIAGKSVRI  TVCVNNELNW QTIFPGMVIT
151 DENGKKKQSY FHDFFNYAGI  HRSVMLYTTP NTWVDDITVV  THVAQDCNHA
201 SVDWQVVANG DVSVELRDAD QQVVATGQGT  SGTLQVVNPH LWQPGEGYLY
251 ELCVTAKSQT ECDIYPLRVG IRSVAVKGEQ FLINHKPFYF TGFGRHEDAD
301 LRGKGFDNVL MVHDHALMDW  IGANSYRTSH  YPYAEEMLDW ADEHGIVVID
351 ETAAVGFNLS LGIGFEAGNK FKELYSEEAV  NGETQQAHLQ AIKELIARDKE
401 NHPSVVMWSI ANEPDTRPQA  AREYFAPLAE ATRKLDPTRP ITCVNVMFCD
451 AHTDTISDLF DVLCLNRYYG  WYVQSGDLET  AEKVLEKELL AWQEKLHQPI
501 IITEYGVDTL AGLHSMYTDM WSEEYQCAWL  DMYHRVFDRV SAVVGEQUWN
551 FADFATSQGI LRVGGNKKGI FTRDRKPKSA  AFLLQKRWTG MNFGEKPQQG
601 GKQ

Figura 14. Secuencia deducida de aminoacidos de la proteina GUS.

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

Cry1Ac

La proteina Cry1Ac, producida en la linea de algodon BG, es 99.4% idéntica a la
proteina producida por Bf, cepa HD-73. Esta cepa controla insectos plaga mediante la
produccion de proteinas insecticidas cristalinas conocidas como delta-endotoxinas. Estas se
producen cuando la bacteria entra la fase de esporulacibn y pueden representar
aproximadamente un tercio del peso de la célula bacteriana. Para ser activa contra el insecto
blanco, la proteina debe ser ingerida por éste. En el intestino del insecto, la proteina liga
receptores especificos en el mesenterén, se inserta en la membrana y forma poros ién-
especificos. Estos eventos interrumpen los procesos digestivos y provocan la muerte del
insecto. Se han usado cepas de Bt comercialmente para controlar insectos plaga
seleccionados. Para esto, se preparan cantidades comerciales de estos microbios en cultivos a
gran escala en los cuales se le permite esporular a la bacteria. Después, las esporas y
proteinas Cry son formuladas para aplicaciones en las plantas.

Durante la esporulaciéon de Bt se producen dos clases de proteinas insecticidas (delta-
endotoxinas). Estas se nombran proteinas P1y P2 basado en sus pesos moleculares relativos.
La proteina Cry1Ac de la cepa HD-73 de Bt se encuentra en la clase P1. Las proteinas P1
tienen un rango de pesos moleculares que can de 130 a 140 kilodaltons (kDa) y se componen
de 110 a 1200 aminoacidos. Las proteinas P2 son tipicamente mas pequeias que las P1. Las
proteinas P2 mas estudiadas son de 71 KDa y se componen por 633 aminoacidos (Widner y
Whitely, 1989). Las proteinas P1 se pueden dividir en un dominio amino y uno carboxilo. Las
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secuencias de aminoacidos del dominio carboxilo terminal estan conservadas entre cepas
bacterianas (Thorne et al., 1986; Jaquet et al., 1986) y contienen varios residuos de cisteina
que forman enlaces intramoleculares que son importantes para la formacién de la estructura
cristalina de la proteina. EI dominio carboxilo terminal no es esencial para la toxicidad hacia
insectos; éste puede cortarse de la molécula de la proteina sin afectar la actividad insecticida
de la proteina (Adang et al., 1987; Thorne et al., 1986).

El extremo amino terminal de la proteina P1 retiene la actividad insecticida (Pischhoff et
al., 1987). Comparaciones de la secuencia de aminoacidos para varias proteinas P1 de varias
cepas de Bt revela diferencias considerables (22% de homologia en contenido de aminoacidos
para las subs. kurstaki y tenebriunis) que explican la selectividad en la actividad insecticida
contra varios ordenes de insectos.

El modo de accion de las proteinas Cry empieza con la ingestiéon por el insecto para
ejercer actividad insecticida. La proteina en su forma cristalina es insoluble en solucién acuosa
a pH neutral o acido (Bulla et al., 1977), sin embargo, el pH del tracto digestivo de las larvas de
los insectos es alcalino, lo que favorece la solubilizacion del cristal. Esta es subsecuentemente
activada por proteasas en el tracto del insecto. Estas proteasas cortan el extremo carboxilo
terminal del resto de la proteina (Chroma y Kaplan, 1990), al igual que aproximadamente 28
aminoacidos del extremo amino terminal. La proteina activada, que consiste de
aproximadamente 660 aminoacidos, se difunde a través de la membrana peritréfica del insecto
al epitelio del mesenterdn. Aqui se une a receptores especificos de alta afinidad (Wolfersberger
et al., 1986, Hofmann et al., 1988, Van Rie et al., 1989; Van Rie et al., 1990). Se forman poros
en la membrana que causa derramamiento de los contenidos celulares (i. e. K+) en el lumen
del intestino y agua hacia las células epiteliales de intestino (Sacchi et al., 1986; Knowles et al.,
1989). Las células epiteliales del tracto de las larvas se hinchan debido a la presiéon osmética y
se lisan. El tracto se paraliza como consecuencia de los cambios en electrolitos y pH lo que
provoca que la larva deje de comer y muera.

Los insectos no blanco, mamiferos, pajaros y peces no poseen estos receptores en las
células epiteliales del intestino (Sacchi et al., 1986; Hoffman et al., 1988; Van Mellaert et al.,
1988). Esto tiene aplicacion practica al evaluar la seguridad de las delta-endotoxinas de Bt
hacia organismos no-blanco. Estas proteinas muestran un rango de especificidad para insectos
lepiddpteros y no tienen efectos adversos en organismos no-blanco.
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Cry2Ab

La bacteria Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki es una bacteria gram-positiva
formadora de esporas cristalinas que se encuentra de forma natural en el suelo y se ha usado
comercialmente los ultimos 40 afios para el control de insectos plaga (EPA, 1988). Se han
identificado numerosas cepas, las cuales se han caracterizado, estudiado extensivamente y
usado comercialmente ya que se ha demostrado que poseen actividad insecticida selectiva
contra insectos plaga. Bt esta presente en productos comerciales para controlar plagas y
contiene los genes cry2Aa y cry2Ab. El gen cry2Aa se expresa en estos productos comerciales;
sin embargo, el gen cry2Ab es un pseudogen, que aunque presente, no se expresa debido a un
promotor ineficiente (Dankocsik et al., 1990). Por lo tanto, la proteina Cry2Ab no se expresa
naturalmente en bacterias del suelo o preparaciones microbianas para aplicacidon en campo
(Widner y Whiteley, 1990; Crickmore et al., 1994). Los dos genes, cry2Aa 'y cry2Ab, se localizan
en el mismo plasmido de 100 MDa (Donovan et al., 1998; 1989) y la secuencia del gen cry2Ab
se ha caracterizado completamente (Widner y Whiteley, 1990).

Como el gen cry2Ab no se expresa naturalmente en Bt, como se describe en el parrafo
anterior, se clond el pseudogen cry2Ab con un promotor adecuado en la cepa EG7699 de Bt.
Posteriormente se aislé y purificd la proteina Cry2Ab, que contiene 633 aminoacidos con una
masa aproximada de 71 kDa (Widner y Whiteley, 1990; Dankocsik et al., 1990). Se inserté un
aminoacido adicional (posicién 2) para crear un sitio de corte para una enzima de restriccion
para facilitar la clonacion. Los productos proteicos de los genes cry2Aa y cry2Ab comparten un
88% de identidad en su secuencia de aminoacidos (Widner y Whiteley, 1990; Dankocsik et al.,
1990) y 97% de similitud (identidad de aminoacidos). Ademas, hay una prediccion de que la
proteina Cry2Ab producida en las plantas transgénicas de algoddn contiene tres aminoacidos
debido a procesamiento del péptido de transito al cloroplasto.

El modo de accién de la proteina Cry2Ab es similar al de la proteina Cry1Ac. Comienza
con la ingestion por el insecto blanco, en el intestino se solubiliza y se procesa (se corta el
dominio carboxilo terminal) por proteasas para originar la proteina madura. La proteina activa
se difunde por la membrana peritréfica de las células epiteliales en el intestino del insecto
donde se une a receptores especificos y se forman poros por donde se difunden iones. Esto
lleva al drenado de los contenidos celulares e hinchazén de las células. Las larvas se paralizan
u dejan de comer y mueren.

Al igual que Cry1Ac, la proteina Cry2Ab es selectiva para lepidépteros debido a los
receptores que éstos tienen en la membrana celular de las células epiteliales del intestino.
Otros organismos como insectos de otros érdenes, mamiferos, aves y peces no tienen estos
receptores, por lo tanto la proteina Cry2Ab es completamente inofensiva para ellos.
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EPSPS

La proteina CP4 EPSPS de Agrobacterium tumefaciens es una enzima que esta
presente en los algodones genéticamente modificados que contienen alguna de las tecnologias
Solucion Faena® y Solucién Faena Flex®. Esta proteina les confiere la caracteristica de
tolerancia al herbicida no selectivo glifosato y participa dentro de la ruta metabdlica de
biosintesis de aminoacidos aromaticos, al igual que el resto de las EPSPS de todas las plantas.
Sin embargo, a diferencia de las demas, CP4 EPSPS de A. tumefaciens es naturalmente
resistente a glifosato (Duke, 1988). Esto se debe a un sitio activo reducido donde el glifosato no
encaja. De esta manera, la proteina permanece funcional en presencia del herbicida y conserva
activa la produccion de aminoacidos aromaticos esenciales para la vida de la planta.

La proteina CP4 EPSPS producida en el algodon B2RF y exportada a los cloroplastos,
el sitio de sintesis de aminoacidos aromaticos, via fusion N-terminal con un péptido de transito
al cloroplasto (CTP2), para formar el precursor CTP2-CP4. La proteina precursora producida en
el citoplasma se procesa para remover el péptido de transito al ser translocada al cloroplasto, lo
que resulta en la proteina CP4 EPSPS madura y funcional.

Se sintetizé una versiéon del gen que utiliza codones con mayor afinidad por las
polimerasas vegetales y se inserté en los vectores utilizados para la transformacion del
algododn. Esta secuencia codificante se expresé en E. coli y |la actividad de la proteina EPSPS
se comparo con la de la proteina nativa. Los resultados demostraron que la enzima expresada
a partir del gen sintético permanecia inalterada. La identidad de la proteina producida in planta
se confirmd usando andlisis de Western blot y andlisis de secuencia N-terminal. En base al
Western blot se encontré que la movilidad electroforética y las propiedades inmunorreactivas
de la proteina aislada del algodén GM eran equivalentes a las de la proteina de referencia
EPSPS producida en E. coli.

La informacion sobre caracterizacion bioquimica del algodon B2RF se ha presentado
anteriormente en las solicitudes de salud y permisos de liberaciones experimentales. Toda
informacion sobre este tema se puede revisar en el CD con informacion basica del algodon
B2RF entregado junto con esta carta. Esta informacion se base en numerosos articulos
cientificos independientes donde se demuestra la inocuidad de las proteinas Cry1A, Cry2Ab, y
CP4 EPSPS, sus nulas toxicidades en mamiferos y sus equivalencias sustanciales respecto de
algoddn convencional.
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l.o. Productos de degradacién de la proteina codificada por el transgén en
subproductos

PROTEINAS Cry1Ac Y Cry2Ab

La expresion de las proteinas Cry2Ab y Cry1Ac en el algodén B2 y B2RF, esta regulada
mediante promotores constitutivos, debido a lo cual, la mayoria de los tejidos de las plantas de
algoddn de estos eventos producen dichas proteinas a todo lo largo del desarrollo del cultivo.
Como consecuencia de lo anterior, los residuos de plantas post-cosecha de este cultivo
mejorado pueden contener pequefas cantidades de las proteinas con actividad insecticida. Al
tiempo de la cosecha, partes de las plantas tales como los tallos, restos de hoja, y capsulas no
cosechadas son fragmentados y arados para incorporarlos al suelo a fin de promover su
descomposicion. La EPA de Estados Unidos llevd a cabo una evaluacion ambiental de las
proteinas Bt, incluyendo Cry1Ac y Cry2Ab entre otras proteinas Bt, no encontrando impactos
significativos (EPA, 1998). Se ha observado que los cristales de las proteinas Bt se degradan
rapidamente en el campo debido al efecto de la radiacion solar y de la temperatura (USDA,
1999).

El destino ambiental de proteinas Bt purificadas que tienen un alto grado de similitud a
las expresadas por B2 y B2RF ha sido extensamente estudiado. La literatura publicada ha
demostrado que la absorcién de las proteinas Bt en el suelo es rapida y completa en un lapso
de sélo 30 minutos (Venkateswerla y Stotzky, 1992). Asimismo, se han realizado numerosos
estudios sobre la biodegradacion y secuestro de las proteinas Bt (Tapp et al., 1994; Tapp y
Stotzky, 1995, 1998; Crecchio y Stotzky, 1998; Koskella y Stotzky, 1997). Todos estos estudios
han demostrado que las proteinas Bt aisladas pueden unirse a particulas de arcilla y acidos
himicos en mezclas artificiales de suelo.

Estudios publicados mas tarde han confirmado que el impacto en la flora del suelo de
las proteinas Cry, proveniente del uso de cultivos derivados de la biotecnologia que producen
proteinas Bt, es inexistente o despreciable; incluyendo la determinacién in vitro de que no
existe actividad microbiocida o microbiostatica en contra de bacterias seleccionadas, hongos y
algas (Koskella y Stotzky, 1997). Asimismo, no se observd efecto aparente en gusanos del
suelo, nematodos, protozoos, bacterias y hongos. Los estudios del destino y efectos de las
proteinas Cry en el suelo indican que no hubo efectos adversos en actividad microbiana,
biomasa o diversidad de acuerdo a mediciones utilizando analisis de polimorfismo del largo de
fragmentos de restriccion terminal (T-RFLP).
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En experimentos preliminares, se colocaron plantas de algodén Bt en suelos naturales
hasta lograr su descomposicién. En dichos experimentos se pudo registrar que las endotoxinas
de Bt producidas in planta persistieron y retuvieron su actividad inmunolégica y biolégica en
niveles similares a los observados para las endotoxinas de Bt producidas microbianamente
(Pratt et al., 1993).

En 1998 se llevd a cabo una evaluacion ambiental para estudiar el efecto del algodén
transgénico expresando una endotoxina de Bt en microorganismos del suelo. Las
concentraciones de la endotoxina en las muestras fueron determinadas inmunolégicamente
mediante ensayos ELISA conforme al método de Palm ef al. (1996). Los niveles poblacionales
de bacterias cultivables y hongos se determiné mediante la siembra de muestras en medios
selectivos (Donegan et al., 1998). Las colonias bacterianas fueron recultivadas, tefidas
mediante tincion de Gram, e identificadas bioquimicamente basados en la utilizaciéon de
sustratos de 95 diferentes fuentes de carbono en placas biolégicas microtiter Gram-positivas y
Gram-negativas.

Los resultados mostraron la ocurrencia de cambios en los niveles de bacterias
cultivadas aerébicas del suelo, hongos y protozoos. Las poblaciones fueron significativamente
mayores en los tratamientos que contenian algodén transgénico en comparacion con el
algoddn parental convencional. Se sugirid que las plantas transgénicas se descomponen mas
rapidamente que las plantas parentales, y por lo tanto, proveian de nutrientes también de forma
mas rapida para el crecimiento bacteriano (Donegan et al., 1998). Se ha registrado un
incremento significativo de 100 y hasta 1000 veces mayor en las poblaciones microbianas en
estudios de degradacion de proteinas producidas por tejidos de algodén en comparacién con
estudios con proteinas purificadas (Donegan et al., 1995). La EPA de Estados Unidos llevo a
cabo un estudio de degradacion de proteina con tejido de algodén Bollgard®, mostrando una
vida media de entre 4 a 7 dias (Palm et al, 1993; 1994; 1996). No se han identificado los
factores que podrian influir en la biodegradabilidad de la planta. Debido a ello, no se han
llevado a cabo estudios para monitorear biodegradabilidad de componentes mas alla de la
proteina Cry2Ab.

Un estudio de degradacion en el suelo conducido con la proteina Cry2Aa, que es muy
similar a la proteina Cry2Ab, determind que la vida media de dicha proteina en el suelo,
basados en actividad bioldgica, era de entre 15.5 y 31.7 dias para el laboratorio y el campo,
respectivamente. Estos resultados demuestran que la proteina Cry2Aa, como componente de
las partes de planta post cosecha, se disipa o degrada cuando la planta es cultivada en el
campo. Debido al alto grado de similitud entre las proteinas homdlogas Cry2Aa y Cry2Ab, se
estima que es altamente probable que la proteina Cry2Ab también se disipe o degrade bajo
condiciones convencionales de cultivo, en las cuales tanto el algodén como el maiz es
incorporado al suelo mediante rastreos luego de la cosecha.
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Una serie de estudios en maiz que expresa Cry1Ab, una proteina de la familia Cry1A,
demostré que a concentraciones ecolégicamente relevantes, no hubo efectos adversos en la
estructura de la comunidad microbiana medida mediante analisis de acidos grasos fosfolipidos
(Griffiths et al., 2005; Birch et al., 2007; Griffiths et al., 2007). Los investigadores observaron
que el efecto de maiz con contenido de proteina Cry era menor y dentro de la variacién normal
esperada en sistemas agricolas (Griffiths et al., 2005). Adicionalmente, otros estudios han
demostrado que factores fisicos como el tipo de suelo, la textura del suelo, la edad de la planta
o la heterogeneidad del campo tiene un efecto mayor en la comunidad bacteriana de la
rizosfera que la presencia de cultivos que contienen proteinas Cry (Blackwood y Buyer, 2004;
Fang et al., 2005; Baumgarte y Tebbe, 2005).

El reporte de degradacién en suelos (Dubelman et al., 2001) demuestra que la proteina
Cry2Ab se degrada rapidamente en el suelo, al igual que otras proteinas Cry estudiadas. Se
mezclaron hojas de algodén B2 liofilizadas que contenian las proteinas Cry2Ab y Cry1Ac con
suelos arenosos tipicamente encontrados en las zonas de cultivo del algodén en Estados
Unidos. Las muestras fueron incubadas a aproximadamente 25°C por un lapso de hasta 56
dias. La cantidad de actividad insecticida en el suelo fue evaluada mediante bioensayos de
incorporacion en la dietas de insectos. Se pudo estimar que la vida media de la actividad
insecticida en el suelo era de 2.3 dias y que el tiempo estimado de disipacion para alcanzar el
90% de reduccion de la concentracion original (DTg) era de 15 dias. Estas tasas de disipacion
se encuentran dentro del rango de valores de disipacién publicados para Cry1Ac en tejidos de
algododn (2.2 — 40 dias conforme a lo citado en el reporte). Aunque el método de bioensayo de
insectos no puede distinguir entre la actividad bioldgica de cada una de las dos proteinas, si se
pudo determinar que no habia virtualmente actividad alguna detectable en las 3 ultimas
muestras de incubacion a 42, 49 y 56 dias.

Cabe destacar que la dosis empleada en el estudio de degradaciéon en el suelo
realizado con algodén B2 descrito anteriormente fue llevado a cabo a una tasa mucho mayor
de tejido de hoja que lo que podria esperarse si la biomasa aérea fuera el Unico contribuyente
al contenido de tejido en el suelo. Basados en la tasa de expresion mas alta encontrada en los
estudios de campo de 1998 de 49.4 nug de la proteina por gramo seco de hoja de algodén B2
(Kolwyck et al., 1999), se estima conservadoramente que el nivel de la proteina Cry2Ab2
agregada a las primeras 3 pulgadas de suelo en un campo tipico de algodon con 60 mil plantas
por acre y un promedio de tejido seco de 238 g por planta seria de 2.29 ug de la proteina
Cry2Ab2 por gramo de suelo seco. Las concentraciones en el suelo de la proteina Cry2Ab2
empleadas en el estudio anteriormente mencionado fueron dos veces mayores que las
estimadas en el “peor escenario” estimado de contenido en el suelo. Esta alta concentracion en
el suelo provee una concentracion de proteina inicial tal que las mediciones cuantitativas
detectables del bioensayo de insectos pudieron obtenerse por varias semanas luego de la
aplicacion inicial al suelo para permitir el calculo apropiado de las tasas de disipacion (DTsg y
DTg). Adicionalmente, el tejido de hoja de algoddn B2 fue mezclado de tal forma, que simulara
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una situacion en que el total de la carga potencial llegara al suelo, nuevamente considerando el
peor escenario posible.

Otros estudios de degradacion en el suelo con la proteina Cry1Ac compararon la tasa
de degradacion de proteina pura versus proteina producida en tejido de algodén. Los
resultados demostraron que la degradacién en el suelo de la proteina producida en el tejido de
algoddn era un poco mas lenta que en el caso de la proteina purificada. Basandose en estos
resultados, los experimentos que se llevaron a cabo utilizaron sélo tejido de hoja liofilizado, que
se anticipé proporcionaria el estimado mas conservador de degradacién en el suelo. Se
consider6 que la tasa exagerada de concentracion provista en el suelo es suficiente para dar
cuenta de todas las rutas potenciales de incorporacién de las proteinas en el suelo, incluyendo
la exudacion si ello fuera a ocurrir. El estudio ya referenciado con la proteina Cry1Ac fue
conducido utilizando una metodologia similar de bioensayos de insectos para medir la actividad
insecticida presente en el suelo. En efecto, se agrego proteina Cry1Ac o polvo de tejido de hoja
de algodon liofilizada que contenia la proteina Cry1Ac al suelo tipico de las areas de cultivo de
algodén en Estados Unidos. Las muestras fueron incubadas a aproximadamente 24°C por
hasta 54 dias. La proteina Cry1Ac se disip6 con una vida media estimada de 9.3 a 20.2 dias.
La proteina Cry1Ac agregada al suelo como componente de hojas de algoddn en concentracion
de 0.01 g peso seco/g de suelo se disipd con una vida media de 41 dias (Ream, 1994).

Finalmente, un estudio de suelo fue conducido en 1998 en seis localidades donde se
habia cultivado algodén BG continuamente de 3 a 6 anos consecutivos. Los niveles de
actividad insecticida en el suelo de estos campos fueron determinados 3 meses después de la
cosecha usando una metodologia de incorporacion a la dieta en bioensayos de insectos. Las
muestras de algoddn de estos campos eran representativas de todas las fuentes de carga de
proteina, incluyendo tejidos de plantas y el potencial exudado de raiz. Los resultados de cada
localidad mostraron que no habia niveles detectables de actividad insecticida a un nivel de
deteccién <20 ng/g (Head et al., 2002).

El peso de la evidencia de la literatura publicada sobre el destino y efectos de las
proteinas Bt en el suelo, incluyendo las proteinas Cry1Ac y Cry2Ab expresadas por el
algodon B2RF, apoyan la conclusion de que las proteinas Bt constituyen un riesgo
despreciable a los microorganismos del suelo.
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l.p. Secuencia nucleotidica de las secuencias reguladoras (promotores,
terminadores y otras), descripcion, numero de copias insertadas,
pertenencia de estas secuencias a la especie receptora, inclusion de
secuencias reguladoras homoélogas a la especie receptora

El algodén B2RF fue desarrollado utilizando métodos de cruzamiento convencional a
partir de variedades de algodon B2 (MON-15985-7) y RF (MON-88913-8). Por lo tanto, los
fragmentos de DNA insertados en cada linea parental estan presentes en B2RF (Carpeta
Secuencias nucleotidicas).

Los componentes individuales y el tamafo, fuente y funcién de las secuencias
heredadas se muestran en las Tablas 2, 3 y 4. Las representaciones esquematicas de los
insertos de B2 (MON-15985-7) y RF (MON-88913-8) y sus sitios de insercién se presentan en
las Figuras 2, 3y 4.

En resumen, el evento B2RF (MON-15985-7 x MON-88913-8) contiene las siguientes
secuencias:

o El inserto unico proveniente del genoma de la linea parental RF (MON-88913-8)
(Tabla 4 y Figura 4) que esta compuesto por los siguientes elementos:

o El primer_cassette de expresion del gen cp4 epsps que consiste del promotor
quimérico FMV/Tsf1 (1.04 kb), la secuencia lider Tsf1 (0.05 kb), el intron Tsf1
(0.62 kb), la secuencia del péptido de transito al cloroplasto ctp2 (0.23 kb), la
secuencia codificante del gen cp4 epsps (1.37 kb) y la secuencia del terminador
E9 (0.64 kb).

o El segundo cassette de expresion del gen cp4 epsps que consiste del promotor
quimérico 35S/act8 (1.17 kb), la secuencia lider act8 (0.14 kb), el intron act8
(0.47 kb), la secuencia del péptido de transito al cloroplasto ctp2 (0.23 kb), la
secuencia codificante del gen cp4 epsps (1.37 kb) y la secuencia del terminador
E9 (0.64 kb).

e Los insertos de DNA del genoma de la linea parental B2 (MON-15985-7) que esta
compuesto por los siguientes elementos:

o Los elementos genéticos asociados a la copia funcional del inserto
conteniendo el gen cry1Ac del evento BG (MON-531-6) (Figura 2 y Tabla 2).
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= El cassette del gen cry1Ac que consiste del promotor €35S (0.6 kb), la
secuencia codificante del gen cry1Ac (3.54 kb) y la secuencia del
terminador 7S (0.44 kb).

= El cassette del gen nptll que consiste del promotor 35S (0.32 kb), la
secuencia codificante del gen nptll (0.97 kb) y la secuencia del
terminador nos (0.24 kb).

= Elementos no funcionales, el origen de replicacién ori-V (0.39 kb) y la
secuencia del gen aad (0.79 kb).

o Los elementos genéticos asociados a la copia no funcional del inserto
conteniendo el gen cry1Ac del evento BG (MON-531-6) (Figura 2 y Tabla 2).

= La secuencia no funcional del gen cry7Ac (0.89 kb) y la secuencia del
terminador 7S (0.44 kb).

o Los elementos genéticos asociados al inserto conteniendo el gen cry2Ab2 del
evento B2 (MON-15985-7) (Figura 3 y Tabla 3).

= El cassette del gen cry2Ab2 que consiste del promotor e35S (0.6 kb), la
secuencia lider Hsp 70 (0.1 kb), la secuencia codificante del gen cry2Ab2
(1.9 kb), la secuencia del péptido de transito al cloroplasto ctp2 (0.23 kb)
y la secuencia del terminados nos (0.26 kb).

= el cassette del gen uidA que consiste del promotor e35S (0.3 kb), la
secuencia codificante del gen uidA (1.8 kb) y la secuencia del terminador
nos (0.26 kb).

La proteina EPSPS nativa del algoddn (plantas y microorganismos la poseen) es
homdloga de la CP4 EPSPS de la bacteria Agrobacterium tumefaciens introducida en el evento
RF (MON-88913-8) que es una de las lineas parentales del evento B2RF (MON-15985-7 x
MON-88913-8). Sin embargo, la EPSPS nativa del algoddn no es tolerante al herbicida glifosato
y se inhibe al contacto con éste, interrumpiendo la sintesis de aminoacidos aromaticos
(triptéfano, fenilalanina y tirosina). Ninguna secuencia componente de los insertos de los
eventos de transformacion esta presente de manera natural en el algodon convencional.

El evento de algodon B2RF no presenta cambios fenotipicos de significancia biolégica
comparado con algodén convencional. Los datos que apoyan esta afirmacién provienen de
cientos de pruebas de campo llevadas a cabo desde 2002, en Australia, Argentina, costa Rica,
México, Sudafrica y Estados Unidos (incluyendo Puerto Rico), para probar sus caracteristicas
agrondomicas, parametros fenotipicos y eficacia. De esta manera, las Unicas caracteristicas que
difieren entre el algodén B2RF y las variedades convencionales son la resistencia a insectos
lepidépteros y tolerancia al herbicida glifosato, como se esperaba de acuerdo al disefiado.
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l.g. Patogenicidad o virulencia de los organismos receptores y donadores

Bacillus thuringiensis

La bacteria B. thuringiensis es un microorganismo del suelo, Gram-positivo, que forma
esporas y se puede encontrar en ambientes de todo el mundo, incluso en México (Slatin y
Portugués, 1992, Kaji et al., 1994). Ademas de la produccién de esporas, estas bacterias
también se caracterizan por la produccién de cristales de proteina durante el proceso de
esporulacion. La propiedad insecticida de B. thuringiensis es conferida por las proteinas
presentes en los cristales (proteinas Cry). Hay varias clases de proteinas que pueden
agruparse de acuerdo a la especificidad de su espectro. Las proteinas Cry actividad contra los
insectos del orden Diptera (mosquitos y moscas) son producidas por B. thuringiensis subsp.
israelensis; las proteinas activas contra insectos coledpteros (escarabajo de la papa) son
producidas por B. thuringiensis subsp. tenebrionis, y las proteinas activas contra los insectos
del orden Lepidoptera (larvas del tabaco, algodon, etc.) son producidas por cristales de B.
thuringiensis subsp. kurstaki, sotto y aizawai, entre otros. Las proteinas insecticidas producidas
por B. thuringiensis se han estudiado durante afios en cuanto a su especificidad, toxicidad y
modo de accion (Nester et al.,, 2002). La exposicion de los organismos vivos y el medio
ambiente a las proteinas producidas por B. thuringiensis es un evento que se produce en
abundancia en la naturaleza.

El mecanismo general de la actividad insecticida de las proteinas Cry esta bien
caracterizado (Gill et al., 1992; Schnepf et al., 1998). Estas proteinas contienen varios dominios
funcionales con regiones altamente conservadas entre clases. Por ejemplo, la secuencia de
aminoacidos de las proteinas Cry1A esta altamente conservada en los dominios I, Il y lll. Se ha
observado que estos dominios funcionales determinan la actividad y especificidad de las
proteinas Cry. El dominio | esta involucrado en la insercién y formaciéon de poros en la
membrana, y el dominio Il estd involucrado en el reconocimiento y unidén a receptores
especificos. EI dominio Ill esta involucrado en la unidén con los receptores. Se ha observado
que la combinacién de los dominios | y Il determina la especificidad de accidén contra insectos
(De Maagd et al., 2001). El dominio C-terminal esta involucrado en la formacion de cristales, el
cual no contribuye directamente en la actividad insecticida (De Maagd et al., 2001). El dominio
C-terminal es cortado al entrar al intestino medio del insecto, o por ciertas proteasas in vitro.
Solo aquellos insectos con receptores especificos son afectados, y no se observa toxicidad en
especies que carecen de estos receptores (Crickmore et al., 1998; De Maagd et al., 2001).
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Analizando la identidad en la secuencia de aminoacidos para proteinas insecticidas se
puede predecir la similitud en su funcién bioldgica, por ejemplo, actividad contra un espectro
similar de insectos. Se ha establecido que las proteinas Cry tienen un espectro insecticida
definido dentro de un Orden (Crickmore et al., 1998; De Maagd et al., 2001). Este alto grado de
especificidad se basa en cuatro niveles de selectividad, que llevan conjuntamente a la
intoxicacion (Federici, 2002). Estos niveles de selectividad son: 1) la via por la cual el insecto
se expone a las proteinas Cry; 2) activacion de las toxinas proteicas mediante enzimas
proteoliticas especificas (determinado por diferencias fisiolégicas en el aparato digestivo entre
insectos); 3) union de las toxinas a receptores en el intestino medio, y 4) cambios en la
configuracion proteica. La proteina reconfigurada tiene la capacidad de ingresar a la membrana
del intestino medio y formar canales. Esta actividad afecta la capacidad de las larvas de
alimentarse y desarrollarse, llevando eventualmente a la muerte de los insectos susceptibles.

En consecuencia, solo aquellos insectos con receptores especificos se ven afectados, y
no se observa toxicidad en especies que carecen de estos receptores. Por ejemplo, las
proteinas Cry1Ab, Cry1Ac y Cry1F son activas contra insectos lepidépteros pero no contra
coleopteros, y la proteina Cry3Bb1 es activa contra insectos coledpteros (larvas) que atacan las
raices del maiz, pero no contra lepidopteros.

Las proteinas Cry han sido utilizadas comercialmente desde 1958 como productos
microbiolégicos con actividad insecticida (EPA, 1988), y en cultivos derivados de la
biotecnologia, durante muchos afios. La muy baja toxicidad de los productos insecticidas
derivados de Bt en mamiferos ha sido demostrada en muchos estudios de seguridad, y no
existen casos confirmados de reacciones alérgicas a las proteinas Cry en aplicaciones de
productos microbianos derivados de Bt, durante los mas de 50 afios de uso. Hay por lo menos
180 productos microbianos comerciales basados en Bt en Estados Unidos, Canada, México y
varios paises de América del Sur, asi como en practicamente todos los paises de la Unién
Europea, China, Australia y paises de Europa del Este (EPA, 1998; Baum et al., 1999). Los
cultivos en los cuales se utilizan estas formulaciones tradicionalmente incluyen diversas
hortalizas, arboles frutales, las alcachofas, cerezas y granos almacenados, tales como el trigo.

La proteina Cry1Ac producida en el caso del algodon BG (MON-531-6) es 99,4%
idéntica a la proteina producida en la cepa bacteriana de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki
(Btk). No se espera que el algodon MON-531, que expresa la proteina Cry1Ac, tenga mayor
potencial intrinseco de causar dafios al medio ambiente o a los organismos no blanco que los
organismos que producen naturalmente esta proteina.

La informacion sobre caracterizacion bioquimica del algodon BG (MON-531-6) se ha
presentado anteriormente en la solicitud de Salud. Esta informacion se basa en numerosos
articulos cientificos independientes donde se demuestra la inocuidad de la proteina Cry1Ac, su
nula toxicidad en mamiferos y su equivalencia sustancial respecto de algodén convencional.
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El gen cry2Aa se expresa en estos productos comerciales, sin embargo, el gen cry2Ab
es un pseudogén, que aunque presente, no se expresa debido a un promotor ineficiente
(Dankocsik et al., 1990). Por lo tanto, la proteina Cry2Ab no se expresa naturalmente en
bacterias del suelo o preparaciones microbianas para aplicacion en campo (Widner y Whiteley,
1990; Crickmore et al., 1994). Los dos genes, cry2Aa y cry2Ab, se localizan en el mismo
plasmido de 100 MDa (Donovan et al., 1998; 1989) y la secuencia del gen cry2Ab se ha
caracterizado completamente (Widner y Whiteley, 1990).

Como el gen cry2Ab no se expresa naturalmente en Bt, como se describe en el parrafo
anterior, se cloné el pseudogen cry2Ab con un promotor adecuado en la cepa EG7699 de Bt.
Posteriormente se aislé y purificd la proteina Cry2Ab, que contiene 633 aminoacidos con una
masa aproximada de 71 KDa (Widner y Whiteley, 1990; Dankocsik et al., 1990). Se inserté un
aminoacido adicional (posicién 2) para crear un sitio de corte para una enzima de restriccion
para facilitar la clonacion. Los productos proteicos de los genes cry2Aa y cry2Ab comparten un
88% de identidad en su secuencia de aminoacidos (Widner y Whiteley, 1990; Dankocsik et al.,
1990) y 97% de similitud (identidad de aminoacidos).

El modo de accién de la proteina Cry2Ab es similar al de la proteina Cry1Ac. El proceso
comienza con la ingestion por el insecto blanco, en el intestino se solubiliza y se procesa (se
corta el dominio carboxilo terminal) por proteasas para originar la proteina madura. La proteina
activa se difunde por la membrana peritréfica de las células epiteliales en el intestino del
insecto donde se une a receptores especificos y se forman poros por donde se difunden iones.
Esto lleva al drenado de los contenidos celulares e hinchazén de las células. Las larvas se
paralizan y dejan de comer y mueren.

Al igual que Cry1Ac, la proteina Cry2Ab es selectiva para lepidopteros debido a los
receptores que éstos tienen en la membrana celular de las células epiteliales del intestino.
Otros organismos como insectos de otros 6rdenes, mamiferos, aves y peces no tienen estos
receptores, por lo tanto, la proteina cry2Ab es completamente inofensiva para ellos.

Agrobacterium tumefaciens cepa CP4

La bacteria Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 es un microorganismo presente
comunmente en el suelo y en la rizésfera de las plantas. Unicamente el gen cp4 epsps de esta
bacteria fue transferido para producir las lineas de algoddn tolerantes al herbicida Faena
Ultra®. La secuencia del ADN transferido y de la proteina producida es completamente
conocida y se encuentra presente en todas las plantas y en la mayoria de los microorganismos
que comunmente son parte de nuestra dieta, y no existe evidencia de que esta proteina pueda
causar algun efecto negativo en la salud humana o de cualquier otro vertebrado.
Adicionalmente, no se espera que los humanos estén expuestos a la proteina CP4 EPSPS
expresada por el algodon B2RF, ya que el aceite derivado del algodén utilizado para el
consumo humano no contiene esta proteina (Fuchs, 1994).
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La proteina CP4 EPSPS no presenta homologia con las secuencias de aminoacidos de
las proteinas toxicas y alergénicas de las bases de datos Pir Protein, Swissprot (Bairoch y
Boeckmanm, 1993) y Genpept (Benson ef al., 1993). La secuencia de aminoacidos o regiones
de alta homologia entre dos o mas proteinas puede proveer informacién importante sobre la
actividad biologica de una proteina. Es decir, la secuencia de aminoacidos puede proveer
informacion acerca de las propiedades estructurales, hidrofébicas e hidrofilicas,
inmunogenicidad, estabilidad y la posible funcién de la proteina identificada. El uso de bases de
datos ha demostrado ser una excelente herramienta para predecir la funcion biolégica de
proteinas desconocidas. La secuencia de la proteina CP4 EPSPS fue comparada con las
secuencias peptidicas identificadas como “alérgenos” y “toxinas” de todas las bases de
proteinas disponibles para identificar si la proteina CP4 EPSPS tiene alguna homologia con
alérgenos o toxinas. Los resultados muestran que no existe ninguna homologia significativa
entre las secuencias de los alérgenos y toxinas conocidas y la secuencia de la proteina
CP4 EPSPS. La conclusion de que esta proteina no es téxica esta apoyada en los resultados
de estudios de toxicologia aguda en ratones, donde no se encontré ninguna evidencia de
efectos tdxicos en los animales de prueba cuando se administré una dosis de 572 mg/kg de la
proteina CP4 EPSPS (Naylor, 1993).

La introduccién de variedades de algodon B2RF tolerantes al herbicida glifosato no
presenta ningun riesgo de provocar reacciones alérgicas. El aceite de la semilla de algoddn es
el producto mas utilizado para el consumo humano y los analisis del aceite derivado de
variedades B2RF confirmaron que no existe proteina CP4 EPSPS detectable en el aceite para
uso industrial (Fuchs, 1994). Con base en estos resultados no se espera un consumo humano
significativo de esta proteina. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la proteina CP4
EPSPS no muestra homologia con ninguna de las secuencias de alérgenos en las tres bases
de datos de proteinas actuales (Mitsky, 1993; Genpet, Pir protein y Swissprot) y, por lo tanto, se
concluye que la proteina CP4 EPSPS no presenta ningun potencial alergénico para los
humanos. Adicionalmente, la proteina CP4 EPSPS es rapidamente desnaturalizada por el calor
y la digestién enzimatica y acida en fluidos gastricos simulados (ANZFA, 2001b).

La proteina CP4 EPSPS purificada en dosis agudas de 572 mg/kg de peso corporal no
produjo efectos adversos en ratones. Esta dosis representa mas de 1000 veces el consumo
potencial previsto de CP4 EPSPS en alimentos derivados de todos los cultivos GM expresando
esta enzima bajo desarrollo por Monsanto en ese tiempo (soya, papa, tomate, maiz) (Harrison
et al., 1996).

Las instituciones responsables de esta evaluacién en los Estados Unidos (USDA-
APHIS, FDA, EPA) y México (Secretaria de Salud) han dictaminado la inocuidad del algodén
B2RF y aprobado su consumo humano y animal.
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En cuanto al algodén Gossypium hirsutum, receptor de los eventos B2 y RF, lineas
parentales del algodon B2RF, no presenta ni ha presentado histéricamente patogenicidad o
virulencia. Ademas, como variedad altamente domesticada, no presenta potencial de
convertirse en maleza.

L.r. Genes de seleccion utilizados durante el desarrollo del OGM y el
fenotipo que confiere estos genes de seleccién, incluyendo el mecanismo
de accién de estos genes

En los algodones BG (MON-531-6) y B2 (MON-15985-7) se utiliz6 el gen npt-ll como
marcador de seleccion (resistencia a kanamicina). Este gen también se encuentra en el evento
B2RF, ya que para la obtencion de este evento se recurrié a la cruza de los eventos B2y RF
(MON-88913-8). La proteina NPT-Il (neomicina fosfotransferasa) ha sido utilizada, en
numerosos estudios con diferentes especies vegetales, como marcador de seleccion de células
vegetales transformadas. De esta manera, las plantas que contienen el gen npt-Il resisten
aplicaciones del antibiético kanamicina y se inhibe el crecimiento de las que no fueron
transformadas. Asi, las plantas resistentes tendran los genes de interés, en este caso los genes
cry1Ac y cry2Ab (que codifican las proteinas insecticidas especificas para lepidépteros). La
proteina NPT-ll no es util para ningun otro propdsito y carece de propiedades insecticidas.
Ademas se encuentra ampliamente distribuida en el ambiente y en la cadena alimenticia; los
microorganismos resistentes a kanamicina se presentan en forma natural en el suelo y en los
sistemas digestivos de mamiferos (Flavell et al., 1992).

Varias autoridades regulatorias en todo el mundo han confirmado la seguridad de
las proteinas NPT-Il para los humanos y otros organismos cuando se ha liberado al
ambiente. La Agencia de proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA), por ejemplo, ha
exentado a la proteina NPT-Il, y al material genético necesario para su produccion, del
requerimiento de un rango de tolerancia cuando es usada como un ingrediente inerte de
plantas modificadas para ser insecticidas (EPA, 1994).

El gen aad que codifica la enzima 3" (9)-O-aminoglicésido adenililtransferasa (AAD),
fue utilizado en el laboratorio antes de la produccién de las plantas genéticamente modificadas,
para seleccion de bacterias que contenian el plasmido con la construccién a utilizar en la
transformacion del algodén. Esta proteina confiere resistencia a los antibiéticos estreptomicina
y espectinomicina (Davies y Benveniste, 1974). El gen aad no se expresa en plantas debido a
qgue se encuentra bajo el control de su promotor bacteriano, el cual no es activo en plantas y no
se han adicionado los elementos genéticos necesarios para su expresion en tejidos vegetales.
Este gen no codifica ninguna proteina que le confiera una nueva caracteristica a la planta.
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El gen uidA, que codifica la enzima B-glucuronidasa (GUS), también se usa como
reportero para evaluar la transferencia del material genético nuevo a la planta receptora. La
enzima GUS transforma un sustrato incoloro a un producto de color azul en un ensayo sencillo
y ha sido ampliamente utilizado en transformaciones de plantas como algodén, maiz y tabaco.
Existe un largo historial de uso seguro de la proteina GUS. La actividad bioquimica y catalitica
de esta proteina se ha estudiado minuciosamente (Wang y Touster, 1972). La exposicién de
seres humanos a GUS es frecuente a través de las células epiteliales y la microflora del
intestino, exposicion bacteriana y muchos alimentos que la contienen sin conocerse efectos
dafinos (Glissen et al., 1998). Por otro lado, se ha detectado actividad enzimatica similar a la
de GUS en cerca de 50 especies vegetales en diversos tejidos que incluyen embrién, fruto,
testa y endospermo (Hu et al., 1990). Las especies vegetales mencionadas incluyen varias que
son fuente de alimento para los humanos, como papa, manzana, almendra, centeno, ruibarbo y
cana de azucar (Schulz y Weissenbock, 1987; Hodal et al., 1992; Wozniak y Owens, 1994).
GUS también esta presente en la carne de res y en especies de invertebrados como los
nematodos, moluscos, caracoles e insectos (Glissen et al., 1998). Ademas, no se conocen
efectos dafiinos de GUS, incluso aunque sea ingerida en alimentos crudos como mariscos y los
metabolitos producto de su actividad no son téxicos (Glissen et al., 1998).

Se ha demostrado por analisis Western blot y ensayos de actividad enzimatica que la
proteina GUS se degrada rapidamente en simulaciones de fluidos gastricos e intestinales que
simulan la digestion humana. A los 15 segundos de exposicion a fluidos gastricos no se detecto
la proteina GUS ni por Western blot ni en ensayos de actividad enzimatica. Basado en estos
resultados, se concluyé que la proteina GUS, al ser ingerida por humanos, se degrada
facilmente en el tracto digestivo (Fuchs y Astwood, 1996).

De manera similar, la proteina GUS no tiene efecto insecticida y no existe evidencia de
que produzca dafios al ambiente. GUS esta presente en las semillas de algodén en niveles
bajos (0.01% del peso fresco) (Kolwyck et al, 1999; Kolwyck et al., 2000), entonces,
virtualmente no habria exposicién a esta proteina a partir de algodén GM. Dicho de otro modo,
GUS ha sido aprobada para su liberacién al ambiente por su inherente falta de peligro (EPA,
2001).

El algodon B2RF también contiene dos copias de la enzima CP4 EPSPS, la cual le
confiere resistencia al herbicida no selectivo glifosato. Por lo tanto, no fue necesario utilizar
genes de seleccién adicionales en la construccion, porque la proteina CP4 EPSPS actua como
marcador de seleccidon por si misma. Esto es, las células resistentes a glifosato fueron
exitosamente transformadas y ahora poseen la proteina bacteriana que les confiere la
resistencia.

Por ultimo, se tiene la autorizacion por parte de la Secretaria de Salud para los
diferentes eventos de algodon biotecnoldgico que garantizan su inocuidad para consumo
humano y animal.
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l.s. Numero de generaciones que mostraron estabilidad en la herencia del
transgén

El evento B2RF se desarrollé por medio de la cruza tradicional de B2 (MON-15985-7) y
RF (MON-88913-8). No hay bases cientificas que apoyen que las secuencias serian
intrinsecamente mas inestables cuando se combinan por técnicas de mejoramiento tradicional.
La estabilidad de cada inserto en B2RF ha sido comprobada por métodos cientificos
estandares.

La estabilidad de los insertos, B2 (MON-15985-7) y RF (MON-88913-8), en el evento
apilado B2RF (MON-15985-7 x MON-88913-8) fue analizada después de generaciones
multiples. El analisis de hibridacién Southern confirmoé la presencia de los eventos individuales
usando ADN extraido de la octava generacion (BC4F,) de B2RF. El patrén de hibridacion
obtenido del evento apilado fue consistente con los reportados previamente para los eventos
individuales, por lo que se concluyé que el evento apilado contiene ambos eventos individuales
(ANEXO 5. MSL-22368, Southern Blot confirma B2 y RF en B2RF).

La estabilidad genética de los eventos simples, B2 y RF fue comprobada anteriormente.
El analisis de hibridacion Southern de las generaciones R5 y R6 del algodon BG (MON-531-6)
(que fue transformando con Cry2Ab para desarrollar B2) indicé un patrén de hibridacion
idéntico, lo que indica la estabilidad del inserto funcional del gen cry1Ac (ANEXO 9. MSL-
17469, Southern Blot Bollgard®).

Se analizaron las generaciones R1, R2, R3, R4 y BC,F; de B2 mediante hibridacion
Southern, dando lugar a un patrén de hibridacién idéntico. Estos resultados prueban la
estabilidad del inserto funcional del gen cry2Ab2 (ANEXO 10. MSL-16749, Analisis Molecular
de Bollgard®ll).

Se realizé un analisis de hibridacién Southern a lo largo de cinco generaciones de
algodén RF. Durante los ensayos se comprobd que este evento contiene una sola copia del
inserto en un solo locus de integracion, el cual a su vez contiene dos copias intactas del gen
cp4 epsps y no se encontraron secuencias adicionales del plasmido usado en la
transformacion. Ademas, se realizaron andlisis de PCR y secuenciacion para identificar los
sitios de insercién y las regiones flanqueantes 5" y 3" del genoma del algodén, adyacentes a la
construccion. Esto confirma la organizaciéon correcta de los elementos de la construccion y la
estabilidad del evento en multiples generaciones (ANEXO 4. MSL-19580, Analisis Molecular
de RF).
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Los datos de segregacién para B2 y RF son consistentes con los sitios de insercion
individuales de cada inserto en el genoma del algoddon y segregan mendelianamente. Se
comprobd que los datos de segregaciéon y estabilidad son consistentes con los analisis de
hibridacion Southern previos que demuestran la estabilidad de las secuencias insertadas de
B2RF.

Los anadlisis de segregacion demostraron patrones de herencia Mendeliana de las
caracteristicas de tolerancia a glifosato y de resistencia a insectos después de autopolinizacion
o retrocruzamiento de los eventos B2 y RF con otras variedades de algodon. La tolerancia al
glifosato y la resistencia a insectos se han mantenidos durante el desarrollo de estos eventos
desde sus inicios a la fecha, al igual que la calidad de la semilla que se ha mantenido después
de la transferencia de los eventos dentro de distintas variedades comerciales. De acuerdo con
estos resultados, no existe evidencia de inestabilidad genética de los eventos de algodén
B2 o RF. Estos datos confirman también que las construcciones genéticas que confieren las
caracteristicas B2 y RF estan integradas establemente en el genoma del algoddén del evento
apilado B2RF.

Es poco probable que ocurra recombinacion entre los insertos de ADN en el evento
B2RF. Este hecho es apoyado por los estudios de estabilidad genética que muestran que se ha
encontrado ADN modificado genéticamente de B2 y RF en el evento apilado B2RF por varias
generaciones sin diferencias en los patrones de bandas observados (analisis de hibridacion
Southern).

Si se llevara a cabo la recombinacion, ésta afectaria secuencias genéticas localizadas
en diferentes lugares del ADN gendmico y, muy probablemente resultaria en translocaciones
cromosomales con consecuencias letales o al menos disminucion de la capacidad de
supervivencia para las células afectadas y su progenie. Ademas, tales rearreglos tendrian que
suceder en una fase temprana del desarrollo de la planta o la semilla para tener efectos
significativos. Mientras mas tarde ocurra, menor sera el numero de células vegetales afectadas.
Dado que este tipo de recombinacion es poco probable y tiene muchas posibilidades de
producir lineas celulares no viables, es extremadamente poco probable que el producto
recombinado origine alguna linea celular reproductiva.

En el caso altamente improbable en el cual ocurriera recombinacion que involucrara los
insertos en el evento B2RF, este seria un proceso de translocacién entre las secuencias que
son homologas entre los insertos de B2 y RF, limitadas al promotor 35S y la secuencia del
péptido lider cip2. La Unica consecuencia posible seria la modificacion del nivel de expresion
de los genes afectados y no una modificacion de la calidad de la proteina producida. Incluso si
este evento hipotético sucediera, afectaria s6lo unas pocas semillas y, por lo tanto, la cantidad
total de proteinas resultantes de este raro evento seguirian siendo extremadamente bajas y el
nivel de exposicion a dichas proteinas no cambiaria significativamente. Debido a la seguridad
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demostrada de las proteinas recombinantes introducidas en B2RF, el riesgo que podria surgir
de esta recombinacion hipotética es insignificante.

Conclusion

Tomando en cuenta la estabilidad de los elementos genéticos por varias generaciones,
la segregacién mendeliana también por varias generaciones, el bajisimo potencial de
recombinacion entre los insertos en el evento B2RF, y la viabilidad e idoneidad seriamente
comprometidas de las células afectadas por el evento hipotético de translocaciéon gendmica, el
riesgo de tal recombinacion es descartable. Varios afnos de cultivo comercial en varios paises
sin observaciones de inestabilidad genética proveen mas evidencia en apoyo de este hecho.
Se concluye que los insertos de ADN en el algodén B2RF se integraron de manera
estable y las caracteristicas conferidas son fenotipica y genéticamente estables a través
de varias generaciones y condiciones ambientales.
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Il. IDENTIFICACION DE LA ZONA DONDE SE PRETENDA
LIBERAR EL OGM

ll.La. Superficie total del poligono o poligonos donde se realizara la
liberacién

La semilla de algodon B2RF se sembrara en campos de agricultores participantes en la
Etapa Experimental y las practicas culturales y agrondmicas se realizaran siguiendo las
practicas comerciales de produccién de algodén y/o las guias técnicas para el cultivo del
algodonero desarrolladas por investigadores del INIFAP en la region (Tabla 5).

Para el ciclo PV-2012 y posteriores se tiene contemplado sembrar 25,000 hectareas de
algodén B2RF en la region de Tamaulipas Sur a partir del mes de junio de 2012 (Cuadro 2),
para lo cual se solicita un poligono nuevo (Figura 15) en Etapa Experimental, ya que es la
primera Solicitud de Liberacion al Ambiente para esta tecnologia en la parte sur del Estado de
Tamaulipas. Cabe mencionar que estos poligonos sélo aplican para este evento y esta region.

Cuadro 2. Cantidad de OGM (B2RF) a liberar en la region de Tamaulipas Sur.

REGION
PROPUESTA cicLo SUPERFICIE FECHA DE PERIODO DE CANTIDAD DE
PARA EL TOTAL DE LOS IMPORTACION SIEMBRA SEMILLA
PROGRAMA PREDIOS (Ha) DE SEMILLA REQUERIDA (kg)*
TAMAULIPAS PV - 2012 25,000 MAYO DE 2012 JUNIO DE 2012 359,375
SUR

*Densidad de siembra promedio: 14 kg/ha en Tamaulipas Sur.
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Tabla 5. Practicas agrondmicas para el manejo del cultivo del algodén B2RF y convencional (Hernandez-
Jaso et al., 1996; Quifidnez-Pando et al., 2000; Machain-Lillingston ef al., 1988).

Prac'tlc?s Algodon B2RF Convencional
agronémicas

Preparacion del terreno

Subsoleo Inmediatamente después de la cosecha anterior | Inmediatamente después de la cosecha anterior
Barbecho Inmediatamente después del subsoleo Inmediatamente después del subsoleo
Rastreo Inmediatamente después del barbecho Inmediatamente después del barbecho
Nivelacion Después del barbecho Después del barbecho
Epoca de siembra 1 de junio al 20 de julio 1 de junio al 20 de julio
Método de siembra Siembra en humedo o “a tierra venida” Siembra en himedo o “a tierra venida”
Densidad de siembra 14 Kg/ha 14 Kg/ha

Cinco riegos de auxilio en las etapas fenolégicas | Cinco riegos de auxilio en las etapas fenolégicas
de: inicio de floracién, maxima produccién de de: inicio de floracién, maxima produccién de
botones florales, maxima produccion de bellotas | botones florales, maxima produccion de bellotas

Riegos e inicio de capullos. Calendario de riego: alos | e inicio de capullos. Calendario de riego: a los
60, 80, 100 y 120 dias; o bien a los 50, 70, 90, | 60, 80, 100 y 120 dias; o bien a los 50, 70, 90,
110 y 130 dias posteriores a la siembra 110 y 130 dias posteriores a la siembra
S Al momento de la siembra e inmediatamente Al momento de la siembra e inmediatamente
Fertilizacion . ) - . ) .
antes del primer riego de auxilio antes del primer riego de auxilio

Labores de cultivo

Control de maleza durante el periodo critico de . .

. . . Control de maleza durante el periodo critico de
competencia durante los 30 a 75 dias después competencia durante los 30 a 75 dias después
CONTROL DE de la emergencia del algodén mediante la de Igemer engia del aldodén mediante elplljso

MALEZA* aplicacién total postemergente del herbicida g 9
Faena Fuerte con Transorb® complementado
con labores culturales.

herbicidas preemergentes residuales, herbicidas
postemergentes y control mecanico y/o manual.

Control de plagas

Mediante la accion de la tecnologia genética

LEIl'I\lDS()E:'I-'rEORSOS* Bollga'rd®ll (B2) integrada en la semilla de Insecticidas
algodén
Otras plagas Insecticidas Insecticidas
Defoliacion Aplicar el defoliante cuando la planta tenga mas |Aplicar el defoliante cuando la planta tenga mas
del 50% de capullos del 50% de capullos
Dos pizcas: la primera a los 25 dias después de |Dos pizcas: la primera a los 25 dias después de
Cosecha la aparicion de los primeros capullos y la la aparicion de los primeros capullos y la
segunda 25 dias después de la anterior. segunda 25 dias después de la anterior.
Desvare Inmediatamente después de la ultima pizca Inmediatamente después de la Ultima pizca

* Estas son las unicas practicas que difieren en el manejo agronémico del algodén Bollgard®I1/Solucién Faena Flex® con relacion
al algodén convencional.
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ll.b. Ubicacion del poligono o poligonos donde se realizara la liberacién

En la Figura 15 se presenta un mapa que muestra el poligono de liberacién en la region
de Tamaulipas Sur. Este poligono abarca zonas agricolas en los estados de Tamaulipas,
Veracruz y San Luis Potosi

La semilla de algodon B2RF se sembrara en campos de agricultores participantes en la
Etapa Experimental y las practicas culturales y agrondmicas se realizaran siguiendo las
practicas comerciales de produccién de algodén y/o las guias técnicas para el cultivo del
algodonero desarrolladas por investigadores del INIFAP en las regiones (Tabla 5).

En las Figura 16 se muestran los Municipios incluidos en el Poligono propuesto para la
Etapa Experimental en la region de Tamaulipas Sur. En la Figura 17 se muestran los distritos
de Desarrollo Rural comprendidos en el Poligono. En la Figura 18 se muestran las Zonas
Agricolas distribuidas en el Poligono y en la Figura 19 se muestra que en el Poligono
propuesto no se encuentran Areas Naturales Protegidas. Se anexa la Tabla 6 con las
Coordenadas del Poligono de Tamaulipas Sur (ANEXO 11. Tabla con Coordenadas del
Poligono de Tamaulipas Sur PV-2012 Experimental).

Para el ciclo PV-2012 en Etapa Experimental se solicita una superficie potencial para
siembra de 25,000 hectareas (Cuadro 2, pag. 85), abarcando los poligonos propuestos para la
region de Tamaulipas Sur, donde iniciara la siembra de algodén a partir del mes de junio de
2012. Esto debido al compromiso de Monsanto por contribuir al crecimiento de la superficie
algodonera nacional a un total de 400,000 hectareas en los proximos afos. Dicha meta se
refiere al consenso alcanzado con el Consejo Nacional de Productores de Algodon, A. C. y el
Comité Nacional Sistema Producto Algodon, A. C. con lo cual seria posible alcanzar la
autosuficiencia de fibra de algodon en México durante los proximos 3 a 5 afos.
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Figura 15. Localizacion geografica del Poligono propuesto para la liberacion de la tecnologia B2RF en
Tamaulipas Sur en Etapa Experimental durante el ciclo agricola PV-2012
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Figura 16. Municipios comprendidos por el Poligono de liberacion durante la Etapa Experimental del
algodon B2RF, correspondiente a Tamaulipas Sur, durante el ciclo agricola PV-2012

Page 86 of 146



INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON BOLLGARD®II/SOLUCION FAENA FLEX® (MON-15985-7 x MON-88913-8).

REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR CICLO PRIMAVERA — VERANO 2012.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

Figura 17.

POLIGONO DELIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS SUR
MONSANTO EI PARA ALGODON B2RF DURANTEEL CICLO PV-2012.

DISTRITOS DE DESARROLLO RURAL.

Simbologia
1 Poligono B2RF PV-2012 EXP
L—J DDR

uis Potosi
RIOMERDE
I

I4DAD FERNANDEZ

Distritos de Desarrollo Rural comprendidos por el Poligono de liberacion durante la Etapa

Experimental del algodén B2RF, correspondiente a Tamaulipas Sur, durante el ciclo agricola PV-2012.

POLIGONO DELIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS SUR
MONSANTO EI PARA ALGODON B2RF DURANTEEL CICLO PV-2012.
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Figura 18. Zonas Agricolas comprendidas por el Poligono de liberaciéon durante la Etapa Experimental del
algodon B2RF, correspondiente a Tamaulipas Sur, durante el ciclo agricola PV-2012.
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POLIGONO DELIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS SUR
PARA ALGODON B2RF DURANTEEL CICLO PV-2012.
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Figura 19. EIl Poligono de liberacion durante la Etapa Experimental del algodéon B2RF, correspondiente a

Tamaulipas Sur, durante el ciclo agricola PV-2012.

Tabla 6. Coordenadas UTM del poligono de Tamaulipas Sur PV-2012 Experimental.

Coordenadas del poligono de Tamaulipas Sur PV-2012 B2RF
EXPERIMENTAL
Longitud Latitud Longitud X Latitud Y
Vértice (LL84) (LL84) (UTM84-14N) (UTM84-14N)
1 -99.2082 24.8650 478965.4818 2750020.425
2 -99.1134 24.8404 488544.0466 2747283.276
3 -99.0342 24.8087 496544.0452 2743771.555
4 -98.9549 24.7771 504559.0555 2740268.435
5 -98.8987 24.7588 510237.2026 2738249.771
6 -98.8426 24.7406 515917.0148 2736233.437
7 -98.7379 24.7322 526503.6392 2735323.708
8 -98.6919 24.5794 531199.8081 2718409.376
9 -98.6469 24.4646 535787.5121 2705709.953
10 -98.6781 24.4103 532635.5728 2699693.895
11 -98.6010 24.1128 540551.5948 2666772.542
12 -98.4851 23.9213 552405.8996 2645606.567
13 -98.4578 23.7740 555239.7328 2629306.571
14 -98.3669 23.4101 564687.0876 2589057.452
15 -98.0942 23.3661 592574.1821 2584342.625
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Coordenadas del poligono de Tamaulipas Sur PV-2012 B2RF
EXPERIMENTAL
Longitud Latitud Longitud X Latitud Y
Vértice (LL84) (LL84) (UTM84-14N) (UTM84-14N)
16 -97.9130 23.3149 611144.6304 2578799.588
17 -97.8081 23.3456 621844.1998 2582277.890
18 -97.7772 23.2750 625065.7307 2574487.022
19 -97.7702 22.9703 626070.2059 2540755.279
20 -97.7673 22.8945 626436.4995 2532366.733
21 -97.7895 22.2626 624728.3260 2462394.686
22 -97.3444 21.5879 671403.9135 2388129.543
23 -97.3221 21.5609 673741.8749 2385155.794
24 -98.0660 20.6647 597287.9657 2285323.955
25 -98.3264 20.8195 570096.4737 2302318.226
26 -98.1509 21.0855 588193.1510 2331845.117
27 -98.4113 21.1528 561120.3996 2339176.166
28 -98.5439 21.2646 547317.1625 2351498.629
29 -98.6430 21.6299 536949.1107 2391908.905
30 -98.9027 21.8822 510055.8511 2419787.700
31 -98.8635 221757 514071.5325 2452281.645
32 -98.9014 22.4048 510148.9070 2477633.228
33 -99.2324 22.4126 476085.2910 2478519.012
34 -99.5641 22.7460 442081.1507 2515515.564
35 -99.5251 23.0838 446219.8283 2552898.404
36 -99.1834 23.2690 481243.6267 2573315.574
37 -99.4500 23.8164 454161.9143 2633972.810
38 -99.6571 24.1180 433227.7218 2667446.960
39 -99.7330 24.5540 425769.3204 2715760.572

El Poligono propuesto para Tamaulipas Sur incluye areas agricolas en los municipios
de Abasolo, Aldama, Altamira, Casas, Cd. Madero, Gémez, Gonzalez, Hidalgo, Jiménez,
Llera, Mainero, Nuevo Morelos, Ocampo, Padilla, San Carlos, San Nicolas, Victoria y
Xicoténcatl en el Estado de Tamaulipas; Cerro Azul, Chalma, Chinampa de Gorostiza,
Ilamatlan, Ozuluama de Mascareias, Panuco, Tamalin, Tampico Alto, Tancoco y
Temporal en el Estado de Veracruz; y Ebano, San Vicente Tancuayalab y Tamuin en el
Estado de San Luis Potosi.
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Cabe mencionar que la tecnologia B2RF se ha liberado en la parte norte del Estado de
Tamaulipas (region Tamaulipas Norte) durante ciclos anteriores, incluyendo el ciclo PV-2011 en
Programa Piloto. Durante estos ciclos se ha generado informacion que forma el sustento
cientifico de la funcionalidad de la tecnologia y apoya la presente solicitud en Etapa
Experimental.

ll.c. Descripcion de los poligonos donde se realizara la liberacién y de las
zonas vecinas segun caracteristicas de diseminacion

El poligono propuesto para la siembra de algodén B2RF en la region de Tamaulipas Sur
se sustenta en la siguiente informacion:

e No incluye Areas Naturales Protegidas establecidas oficialmente por la Comisién
Nacional de Areas Protegidas (CONANP).

o Con relacion a los cuerpos de agua, los predios de algoddn biotecnolégico se ubicaran
a una distancia no menor a un kildmetro de estos cuerpos de agua.

o En el poligono propuesto, la infraestructura disponible permite la siembra de algodén.

ll.c.1. Listado de especies sexualmente compatibles y de las especies que tengan
interaccion en el area de liberacién y en zonas vecinas

De acuerdo con Fryxell (1984), Talipov et al. (1995), Palomo (1996) y la Red de
Informacion de Recursos de Germoplasma (GRIN) del Servicio de Investigacion Agricola (ARS-
USDA) de Estados Unidos (http://www.ars-grin.gov), se reportan las siguientes especies de
Gossypium para la region Norte de México (Tabla 1. pag. 15).

En adicion a la literatura consultada, se realizé6 una busqueda sobre la presencia de
especies del género Gossypium en el Estado de Tamaulipas en el sistema de la Red Mundial
de Informacién sobre Biodiversidad (REMIB)°. Los resultados de la busqueda indican dos
reportes para la especie Gossypium hirsutum y no se encontraron registros de especies
silvestres emparentadas en estas bases de datos:

® La Red Mundial de Informacion sobre Biodiversidad (REMIB) es un sistema computarizado de informacion bioldgica (incluye
bases de datos de tipo curatorial, taxonédmico, ecoldgico, cartografico, bibliografico, etnobiolégico, de uso y catalogos sobre
recursos naturales y otros temas), basado en una organizacién académica interinstitucional descentralizada e internacional
formada por centros de investigacion y de ensefianza superior, publicos y privados, que posean tanto colecciones biolégicas
cientificas como bancos de informaciéon. La REMIB, es una red interinstitucional que comparte informaciéon bioldgica. Esta
constituida por nodos, formados por los centros de investigacion que albergan las colecciones cientificas.
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Gossypium hirsutum. Coleccién: Herbario de la Universidad de Texas — Austin, EUA (LL,
TEX); TEX 00074435; Fecha de colecta: 18-Septiembre-1981; colector(es): P. A. Fryxell & R.
Magill; Localidad: Soto La Marina, Punta Esterillas, orilla Oeste de Laguna Morales, al Sur de
La Pesca, cerca del nivel del mar; Sitio: Longitud: -97° 46’ 30”, Latitud: 23° 41’ 0”; Habitat:
parches entremezclados de salinas, pasto alto (Spartina spartinae) y monticulos de matorrales
espinosos con algo de manglar y pasto, cerca de la orilla del mar. Tipo de preparacion:
Herborizado (http://www.conabio.gob.mx/remib/cgi-bin/remib_distribucion.cqi).

Gossypium hirsutum. Coleccién: Herbario de la Universidad de Texas — Austin, EUA
(LL, TEX); TEX 00074437; Fecha de colecta: 20-Febrero-1939; Colectores: H. LeSueur;
Localidad: Soto La Marina, San José de los Leones; Sitio: Longitud: -97° 47’ 26.02”; Latitud: 24°
16° 43”; Tipo de preparacion: Herborizado (http://www.conabio.gob.mx/remib/cgi-
bin/remib_distribucion.cqi).

Bases de datos consultadas:

e Herbario XAL del Instituto de Ecologia, A.C., México (IE-XAL).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ie-xal.html

e Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, México (ENCB, IPN).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/encb-ipn.html

e Banco Nacional de Germoplasma Vegetal, México (BANGEV, UACH).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/bangev-uach.html

e Herbario de la Universidad de Texas - Austin, EUA (LL, TEX).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/Il-tex.html

e Herbario IEB del Instituto de Ecologia, A.C., México (IE-Bajio).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ie-bajio.html

e Coleccion de Monocotiledoneas Mexicanas (UAM-I).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/uam-i.html

e Herbario del Instituto Nacional de Biodiversidad de Costa Rica (INBIO).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/inbio.html

e Arboles y Arbustos Nativos para la Restauracion Ecolégica y Reforestacion de México
(IE-DF, UNAM).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ie-df-unam.html

e Herbario Sessé y Mocifo: Plantas de la Real Expedicion Botanica a Nueva Espana
(1787 - 1803) (MA).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/sesse.html

e W3TROPICOS, Jardin Botanico de Missouri (MO).
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/missouri.html
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e Herbario del CIBNOR.

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/herbario cibnor.html

e Herbario Weberbauer de la Universidad Nacional Agraria La Molina (MOL).
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/lamolina.htmi

e Flora del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, México (FES-I, UNAM).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/flora_valle tehuacan cuicatlan.html

e Herbario de la Universidad de Arizona, EUA (ARIZ).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/herbario _universidad arizona.html

e Herbario del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, México (CICY).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/cicy yucatan.html

o Agentes Bioactivos de Plantas Desérticas de Latinoamérica (ICBG).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ibunam ibcg.html

e Herbario Kew del Real Jardin Botanico (RBGKEW).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/kew.html

e Ejemplares tipo de plantas vasculares del Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas, México (ENCB, IPN).
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ejemplares_tipo plantas vasculares.html

e Estudio Floristico de la Sierra de Pachuca, Hidalgo, México (ENCB, IPN).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/estudio_floristico ipn.html

e Estudio monografico del género Echinopepon Naud. (Cucurbitaceae) en México (ENCB,
IPN).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/estudio _monografico ipn.html

e La flora util de dos comunidades indigenas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan: Coxcatlan
y Zapotitlan de Las Salinas, Puebla, México (FES-I, UNAM).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/flora utildos comunidades.html

e Herbario de Geo. B. Hinton, México.

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/hinton.html

o Coleccion de ejemplares tipo del Herbario de la Universidad de Texas — Austin, EUA
(LL, TEX).

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/coleccion _ejemplares herbario%20 tx.html

e Programa de repatriacién de datos de ejemplares mexicanos.

e http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/jbny.html
Colecciones de George Boole Hinton depositadas en el herbario de Kew: Familia
Leguminosae.
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/rbgk.html
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A lo largo de los ciclos de siembra autorizados en las regiones algodoneras del norte
de México, se han realizado busquedas y monitoreos de poblaciones silvestres de Gossypium
hirsutum, asi como para verificar la presencia de la especie Gossypium barbadense. Estos
estudios incluyeron las zonas de predios agricolas y los alrededores de los sitios de liberacion
potencial. En ninguno de los estudios realizados se han encontrado poblaciones silvestres de
especies de algodon. Esto debido a las practicas culturales posteriores a la cosecha y a las
disposiciones de Sanidad Vegetal conforme a la Norma Fitosanitaria 026, donde se estipula
claramente que los agricultores deben destruir la vegetacion residual de sus predios con la
finalidad de evitar el establecimiento de insectos plaga. Ademas, existe un estudio exhaustivo
sobre la presencia del género Gossypium en México y no se menciona a Tamaulipas como un
Estado con presencia de especies de algodén silvestre (Palomo-Gil, 1996) (ANEXO 12.
ESTUDIO SOBRE PARIENTES SILVESTRES DE ALGODON EN MEXICO).

Las especies silvestres y cultivadas del género Gossypium pertenecen a la familia
Malvaceae. Este género contiene 50 especies con un numero cromosémico basico de 13. De
las especies descritas, 45 son diploides (2n=2x=26) y se agrupan en siete genomas
designados como A, B, C, D, E, F, y G. Las especies diploides con los genomas A, B, E, o F
son originarias de Africa o Asia y se les conoce como especies del Viejo Mundo, las cuales
estan estrechamente relacionadas. Las especies diploides con los genomas C o G son
originarias de Australia. Las especies diploides que contienen el genoma D son originarias del
hemisferio occidental y se les conoce como especies del Nuevo Mundo. Los cromosomas en el
genoma D son mas pequefios que los cromosomas de los otros genomas (Milton y Allen,
1995).

Ademas de las 45 especies diploides, existen cinco especies alotetraploides (2n=4x=52)
originarias del Nuevo Mundo, de las cuales cuatro son originarias del continente Americano y
una de Hawaii. Las especies alotetraploides contienen la combinacién de los genomas AADD y
tienen 26 cromosomas largos y 26 cromosomas chicos, aunque existe algun traslape en
tamafo entre los cromosomas de los genomas A y D. El origen genético de las especies
alotetraploides fue demostrado experimentalmente cruzando G. arboreum (genoma A), especie
diploide cultivada en la India, y G. thurberi (genoma D), especie diploide silvestre de América, y
duplicando los cromosomas del hibrido estéril con colchicina. El hibrido anfidiploide® (AADD,
2n=4x=52) produjo hibridos fértiles cuando fue cruzado con especies tetraploides americanas.

Dos especies diploides y dos tetraploides de Gossypium son las especies cultivadas
actualmente:

G. herbaceum L., (2n=2x=26) genoma A, cromosomas largos,
G. arboreum L., (2n=2x=26) genoma A, cromosomas largos,
G. hirsutum L., (2n=4x=52) genoma AD, 26 cromosomas chicos y 26 cromosomas largos, y

6 Anfidiploide (alopoliploide): poliploide formado tras la unién de dos conjuntos de cromosomas distintos y su posterior duplicacion.
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e G. barbadense L., (2n=4x=52) genoma AD, 26 cromosomas chicos y 26 cromosomas
largos.

G. hirsutum es la principal especie de algodon cultivado y representa aproximadamente
el 90% de la produccién mundial de fibra y aceite de algoddn. El sureste de México vy
Guatemala son considerados como el centro de origen y diversidad de la especie Gossypium
hirsutum L. Adicionalmente, 11 de las 13 especies silvestres diploides conocidas son
endémicas de México. Estas se encuentran distribuidas en la zona costera del Océano
Pacifico y en los Estados de Yucatan, Quintana Roo, Campeche, Tabasco y Veracruz
(Palomo, 1996).

Dado que en el drea solicitada s6lo se han reportado dos ocurrencias de la
especie Gossypium hirsutum en areas que claramente no son agricolas, el potencial de
cruzamiento con especies sexualmente compatibles es improbable. No se esperan
consecuencias de los potenciales eventos de entrecruzamiento entre el algodén RF y
algodones convencionales. Esto se debe al limitado movimiento del polen del algoddn, la
inocuidad de las proteinas conferidas y la carencia de ventaja selectiva que pudiera ser
conferida a poblaciones ferales o especies relacionadas; si la polinizacion ocurriese el gen se
encontraria en la semilla y en la planta receptora no se expresarian los genes introducidos.

Por otro lado, tomando en cuenta las medidas de bioseguridad sefialadas en los incisos
del punto IV. MEDIDAS Y PROCEDIMIENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD Y DE
BIOSEGURIDAD de esta solicitud y dadas las caracteristicas fenotipicas, fenolégicas y
reproductivas del cultivo del algoddn (que no se modifican en el algodén RF), el cruzamiento de
variedades tetraploides de RF con especies silvestres diploides resulta altamente improbable.
Ademas, esta diferencia de ploidia dificulta los entrecruzamientos, ya que pocas especies
diploides producen semillas hibridas cuando son polinizadas con polen de algoddn tetraploide.

En caso de presentarse polinizacion efectiva (el polen del algoddon sélo es viable
durante 24 horas y presenta poca capacidad de dispersion), las plantas hibridas triploides
resultantes no podrian propagarse. Esto porque aunque usualmente crecen y desarrollan
terminaciones florales, no forman polen viable debido a que los pares estan desbalanceados y
a la segregacion de los cromosomas. Esto es de gran importancia porque en la evolucion de
las plantas, la ploidia se ha incrementado a partir de tales hibridaciones y se ha establecido que
el Gossypium tetraploide (algoddén cultivado) se origind de esta manera. Sin embargo, las
observaciones empiricas indican que el proceso en este género es extremadamente raro y esta
ejemplificado por una sola ocurrencia.
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Finalmente, todas las especies conocidas de Gossypium diferentes a las tetraploides
poseen el mismo numero de cromosomas (n=13). No se ha generado en la naturaleza otra
ploidia en este género que haya sobrevivido hasta nuestros dias. Esto es particularmente
importante para México debido a que las especies tetraploides y diploides han coexistido por
mas de un millén de afios (Wendel, 1989) y no se tienen registros de especies hexaploides, lo
cual apoya la baja probabilidad de entrecruzamiento del algodén cultivado con sus parientes
silvestres.

ll.c.2. Descripcion geografica
Tamaulipas

Clima: El 58% del Estado de Tamaulipas presenta clima calido subhumedo, el 38% presenta
clima seco y semiseco en el centro, el norte y hacia el suroeste del Estado; el 2% es templado
subhumedo en la region suroeste, y el restante 2% presenta clima céalido humedo localizado
hacia el suroeste.

Altitud: la regién productiva de algodon en Tamaulipas Norte presenta alturas entre 1 y 75
MSNM.

Temperatura Media Anual: 23.5° C.

Temperatura Media Maxima Mensual: 22° C de junio a agosto.

Temperatura Media Minima Mensual: 10° C en enero.

Precipitacion Media Anual: 780 mm.

http://cuentame.inegi.org.mx/monografias/informacion/tam/territorio/clima.aspx?tema=me&e=28
http://clima.inifap.gob.mx/redclima/clima/default.aspx?estado=27

Veracruz

Clima

Los climas que predominan en el estado son célido subhumedo 53.5% y calido humedo
41%, estos se localizan en la Llanura Costera del Golfo Norte y Sur; el 3.5% presenta clima
templado humedo, el cual se localiza en las partes altas de las zonas montafosas y el 1.5%
presenta clima templado, localizado también en las partes altas de la montana; el 0.5% es seco
y semiseco localizado en la region oeste del estado; y finalmente, un pequefio porcentaje
(0.05%) es clima muy frio y se encuentra en las partes altas del Pico de Orizaba y Cofre de
Perote.

La temperatura media anual es de 23°C, la temperatura maxima promedio es de
alrededor de 32°C y se presenta en los meses de abril y mayo; la temperatura minima
promedio es de 13°C y se presenta en el mes de enero.
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La precipitacion media estatal es de 1,500 mm anuales, las lluvias se presentan en
verano en los meses de junio a octubre; en la region colindante con Tabasco se presentan todo
el afo.

Relieve

La superficie estatal forma parte de las provincias: Sierra Madre Oriental, Llanura
Costera del Golfo Norte, Eje Neovolcanico, Sierra Madre del Sur, Llanura Costera del Golfo
Sur, Sierra de Chiapas y Guatemala y Cordillera Centroamericana.

En la costa norte se ha formado la laguna de Tamiahua a todo lo largo del estado
predominan las llanuras, lomerios y valles. Existen sierras formadas por rocas sedimentarias
(se forman en las playas, los rios y océanos y en donde se acumulen la arena y el barro),
igneas intrusivas (formadas debajo de la superficie de la Tierra), igneas extrusivas o volcanicas
(se forman cuando el magma o roca derretida sale de las profundidades hacia la superficie de
la Tierra) y metamoérficas (han sufrido cambios por la presién y las altas temperaturas), la
elevacion mas alta la representa el volcan Pico de Orizaba o Citlaltépetl, con 5,610 metros
sobre el nivel del mar (msnm) y la menor altitud se encuentra en la sierra La Garganta con 860
msnm.

La mayor extension de playa conformada por dunas (montafias de arena) se encuentra
en la ciudad de Veracruz con algunos kilébmetros al norte y sur. El Lago de Catemaco se formo
por la obstruccion de un flujo de lava.

http://cuentame.inegi.org.mx/monografias/informacion/ver/territorio/relieve.aspx?tema=me&e=30

San Luis Potosi

Clima

El clima que predomina es el seco y semiseco ya que se presenta en el 71% de la
superficie del estado localizado en las region conocida como El Salado, el 15% esta
representado por el clima calido subhumedo, localizado en la parte este de la Sierra Madre
Oriental, el 10% esta representado por clima calido humedo, el cual se localiza hacia la Llanura
Costera del Golfo, el 2.5% es clima muy seco localizado en la Mesa del Centro, el 1.5% es
templado subhumedo y se localiza en las llanuras que se encuentran entre las sierras, también
se presenta clima templado humedo en un porcentaje muy pequeno del 0.2 hacia el sureste del
estado.

La temperatura media anual del estado es de 21°C, la temperatura minima promedio es
de 8.4°C que se presenta en el mes de enero y la maxima promedio es alrededor de 32°C se
presenta en el mese de mayo. Las lluvias se presentan durante el verano en los meses de junio
a septiembre, la precipitacion media del estado es alrededor de 950 mm anuales. La actividad
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agricola se realiza principalmente en la zona de la huasteca, donde se presentan los climas
calidos humedos y subhumedos.

Relieve

La superficie estatal forma parte de las provincias: Llanura Costera del Golfo Norte, La
Mesa del Centro y La Sierra Madre Oriental. Tiene varias altitudes, también tiene planicies y
montafias en forma de escaldn: el mas bajo en la zona de la huasteca; el segundo la linea
montafosa que forman las sierras del Rosal, Tapona, Venado o Moctezuma, Ahualulco y San
Luis o San Miguelito; el siguiente peldafio lo forma una planicie entre las sierras de San
Miguelito al oeste y la de Alvarez al este y en el extremo norte, el desierto de El Salado. Al
noreste de la ciudad de San Luis Potosi esta ubicado un conjunto de sierras formadas por
rocas sedimentarias y continentales.

La mayor elevacién es Cerro Grande con una altitud de 3 180 metros sobre el nivel del
mar (msnm), Sierra de Catorce con 3,110 msnm y la Sierra El Mastrante con 2,590 msnm. Casi
la totalidad de area restante esta integrada por bajadas que tienen altitudes aproximadas a
2,000 metros.

http://cuentame.inegi.org.mx/monografias/informacion/slp/territorio/relieve.aspx?tema=me&e=24

Il.c.3. Plano de ubicacion seialando vias de comunicacion

POLIGONO DE LIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS SUR
SRR @ PARA ALGODON B2RF DURANTEEL CICLO PV-2012.
‘ PRINCIPALES ViAS DE COMUNICACION.

Simbologia

1 Poligono B2RF PV-2012 TAM SUR EXP

Carreteras

—— Autopistas

Figura 20. Principales vias de comunicacion de la zona de liberacién en el Poligono de la region de
Tamaulipas Sur.
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. IDENTIFICACION DE LOS POSIBLES RIESGOS QUE LA
LIBERACION DE LOS OGM PUDIERA GENERAR AL MEDIO
AMBIENTE Y A LA DIVERSIDAD BIOLOGICA

lll.a. Estabilidad de la modificaciéon genética del OGM

El evento B2RF se desarrollé por medio de la cruza tradicional de B2 (MON-15985-7) y
RF (MON-88913-8). No hay bases cientificas que apoyen que las secuencias serian
intrinsecamente mas inestables cuando se combinan por técnicas de mejoramiento tradicional.
La estabilidad de cada inserto en B2RF ha sido comprobada por métodos cientificos
estandares.

La estabilidad de los insertos, B2 y RF, en el evento apilado B2RF fue analizada
después de generaciones multiples. El analisis de hibridacion Southern confirmé la presencia
de los eventos individuales usando ADN extraido de la octava generacién (BC4F,) de plantas
de algodén B2RF. El patron de hibridacion obtenido del evento apilado fue consistente con los
reportados previamente para los eventos individuales, por lo que se concluyd que el evento
apilado contiene ambos eventos individuales (ANEXO 5. MSL-22368 Southern Blot confirma
B2y RF en B2RF).

La estabilidad genética de los eventos sencillos, B2 y RF fue comprobada
anteriormente. El analisis de hibridacién Southern de las generaciones R5 y R6 del algodén BG
(MON-531-6) (que fue transformando con Cry2Ab para desarrollar B2) indico un patrén de
hibridacion idéntico, lo que indica la estabilidad del inserto funcional del gen cry1Ac (ANEXO 9.
MSL-17469, Southern Blot Bollgard®).

Se analizaron las generaciones R1, R2, R3, R4 y BC,F; de B2 mediante hibridacion
Southern, dando lugar a un patron de hibridacién idéntico. Estos resultados prueban la
estabilidad del inserto funcional del gen cry2Ab2 (ANEXO 10. MSL-16749, Analisis Molecular
de Bollgard®Il).

Se realizé un andlisis de hibridacion Southern a lo largo de cinco generaciones de
algodén RF. Durante los ensayos se comprobd que este evento contiene una sola copia del
inserto en un solo locus de integracion, el cual a su vez contiene dos copias intactas del gen
cp4 epsps y no se encontraron secuencias adicionales del plasmido usado en la
transformacion. Ademas, se realizaron anadlisis de PCR y secuenciacion para identificar los
sitios de insercion y las regiones flanqueantes 5" y 3" del genoma del algodén, adyacentes a la
construccion. Esto confirma la organizacién correcta de los elementos de la construccién y la
estabilidad del evento en multiples generaciones (ANEXO 4. MSL-19580, Analisis Molecular
de RF).
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Los datos de segregacion para los eventos B2 y RF son consistentes con los sitios de
insercion individuales de cada inserto en el genoma del algodén y segregan mendelianamente.
Se comprobd que los datos de segregacion y estabilidad son consistentes con los analisis de
hibridacion Southern previos que demuestran la estabilidad de las secuencias insertadas de
MON-15985-7 y MON-88913-8 en el evento B2RF.

Los anadlisis de segregacion demostraron patrones de herencia Mendeliana de las
caracteristicas de tolerancia a glifosato y de resistencia a insectos después de autopolinizacion
o retrocruzamiento de los eventos B2 y RF con otras variedades de algodon. La tolerancia al
glifosato y la resistencia a insectos se han mantenido durante el desarrollo de estos eventos
desde sus inicios a la fecha, al igual que la calidad de la semilla que se ha mantenido después
de la transferencia de los eventos dentro de distintas variedades comerciales. De acuerdo con
estos resultados, no existe evidencia de inestabilidad genética de los eventos de algodén
B2 o RF. Estos datos confirman también que las construcciones genéticas que confieren las
caracteristicas B2 y RF estan integradas establemente en el genoma del algodén del evento
apilado B2RF.

Es poco probable que ocurra recombinacion entre los insertos de ADN en el evento
B2RF. Este hecho es apoyado por los estudios de estabilidad genética que muestran que se ha
encontrado ADN modificado genéticamente heredado de B2 y RF en el evento B2RF por varias
generaciones sin diferencias en los patrones de bandas observados (analisis de hibridacion
Southern).

Si se llevara a cabo la recombinacion, ésta afectaria secuencias genéticas localizadas
en diferentes lugares del ADN gendmico y, muy probablemente resultaria en translocaciones
cromosomales con consecuencias letales o al menos disminucion de la capacidad de
supervivencia para las células afectadas y su progenie. Ademas, tales rearreglos tendrian que
suceder en una fase temprana del desarrollo de la planta o la semilla para tener efectos
significativos. Mientras mas tarde ocurra, menor sera el numero de células vegetales afectadas.
Dado que este tipo de recombinacion es poco probable y tiene muchas posibilidades de
producir lineas celulares no viables, es extremadamente poco probable que el producto
recombinado origine alguna linea celular reproductiva.

En el caso altamente improbable en el cual ocurriera recombinacion que involucrara los
insertos en el evento B2RF, este seria un proceso de translocacioén entre las secuencias que
son homodlogas entre los insertos de B2 y RF, limitadas al promotor 35S y la secuencia del
péptido lider cip2. La Unica consecuencia posible seria la modificacion del nivel de expresion
de los genes afectados y no una modificacion de la calidad de la proteina producida. Incluso si
este evento hipotético sucediera, afectaria sélo unas pocas semillas y, por lo tanto, la cantidad
total de proteinas resultantes de este raro evento seguirian siendo extremadamente bajas y el
nivel de exposicion a dichas proteinas no cambiaria significativamente. Debido a la seguridad
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demostrada de las proteinas recombinantes introducidas en B2RF, el riesgo que podria surgir
de esta recombinacion hipotética es insignificante.

Conclusion

Tomando en cuenta la estabilidad de los elementos genéticos por varias generaciones,
la segregacién mendeliana también por varias generaciones, el bajisimo potencial de
recombinacion entre los insertos en el evento B2RF, y la viabilidad e idoneidad seriamente
comprometidas de las células afectadas por el evento hipotético de translocaciéon gendmica, el
riesgo de tal recombinacion es descartable. Varios afnos de cultivo comercial en varios paises
sin observaciones de inestabilidad genética proveen mas evidencia en apoyo de este hecho.
Se concluye que los insertos de ADN en el algodén B2RF se integraron de manera
estable y las caracteristicas conferidas son fenotipica y genéticamente estables a través
de varias generaciones y condiciones ambientales.

Ver carpetas de Caracterizacion Molecular y Secuencias nucleotidicas en el CD adjunto a
este documento.

lll.b. Expresién del gen introducido, incluyendo niveles de expresion de la
proteina en diversos tejidos, asi como los resultados que lo demuestren

Se evaluaron los niveles de las proteinas CP4 EPSPS, Cry1Ac, Cry2Ab2, NPTIl y GUS
en tejido foliar y semillas colectadas de plantas B2RF, y los eventos individuales y plantas
convencionales producidas en cuatro localidades en Estados Unidos durante la temporada
2004 (Mozaffar et al., 2005). Las semillas son relevantes por su importancia en cuanto a
seguridad de productos para alimento humano y animal. Los niveles proteicos se calcularon en
base a métodos de ELISA desarrollados y validados para cuantificar cada proteina.

Niveles de Ila proteina CP4 EPSPS

Los niveles medios de proteina CP4 EPSPS en cuatro sitios para B2RF fueron 1700 y
1300 pg/g peso seco en tejido foliar y 310 y 330 ug/g peso seco en semilla, respectivamente.
Los niveles de CP4 EPSPS para los controles estuvieron por debajo del limite de deteccion
como se esperaba.

Niveles de la proteina Cry1Ac

Los niveles medios de proteina Cry1Ac en cuatro sitios para B2RF fueron 14 y 11
ug/g peso seco en tejido foliar y 1.8 y 1.8 ug/g peso seco en semilla, respectivamente. Los
niveles de Cry1Ac para los controles estuvieron por debajo del limite de deteccién como se
esperaba.
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Niveles de Ila proteina Cry2Ab

Los niveles medios de proteina Cry2Ab en cuatro sitios para B2RF fueron 150 y 130
ug/g peso seco en tejido foliar y 270 y 230 ug/g peso seco en semilla, respectivamente. Los
niveles de Cry2Ab2 para los controles estuvieron por debajo del limite de deteccién como se
esperaba.

Niveles de la proteina NPTII

Sélo una de doce muestras de tejido foliar de B2RF y solo una de diez muestras de
tejido foliar del control en cuatro sitios muestreados mostraron niveles cuantificables de
proteina NPTIl (26 y 20 ug/g peso seco, respectivamente). Los niveles medios de proteina
NPTIl en semilla en cuatro sitios para B2RF y su control fueron 3.4 y 2.9 ug/g peso seco,
respectivamente. Los niveles de NPTIIl para los controles estuvieron por debajo del limite de
deteccion como se esperaba.

Niveles de Ia proteina GUS

Los niveles medios de proteina GUS en cuatro sitios para B2RF fueron 1400 y 1100
Mg/g peso seco en tejido foliar y 130 y 120 ug/g peso seco en semilla, respectivamente. Los
niveles de GUS para los controles estuvieron por debajo del limite de deteccion como se
esperaba.

Las muestras colectadas de plantas GM y controles sembradas en las pruebas de
campo en Estados Unidos durante el 2004 fueron representativas de algodén comercial. Por lo
tanto, los datos de niveles de proteinas son representativos de los niveles esperados en los
cultivos de algoddon comercial. Estos resultados confirman que la expresion de las cinco
proteinas en tejidos de B2RF es comparable a la de los eventos individuales. Como se
esperaba, la proteina AAD no se detecté en ninguna muestra, ya que este gen se encuentra
bajo el control de un promotor bacteriano.

De acuerdo a los analisis de hibridacion Southern del evento B2RF, la estructura
molecular de los insertos se ha conservado en el producto apilado, incluyendo los puntos de
insercion. Los estudios realizados previamente sobre secuencias flanqueantes del inserto en el
evento B2 y en RF no revelaron riesgos en relacién a posibles proteinas de fusién. Por lo tanto,
no se espera la expresion de dichas proteinas en plantas con el evento B2RF.

Se realizaron analisis ELISA a semilla de los diferentes eventos con caracteristicas de
resistencia a lepidépteros obtenidas de ensayos en multiples localidades en México en 2007.
Se observaron niveles similares de las proteinas Cry1Ac para los eventos BG, BGSF y B2RF
entre las muestras de diferentes regiones. Ademas se obtuvieron niveles comparables de la
proteina Cry2Ab en las muestras de semillas de B2RF entre las diferentes regiones (ANEXO 6.
RA 07-RA-60-2, Niveles de proteinas GM en hoja de algodén México 2007). Estos
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resultados concuerdan con los obtenidos en las pruebas de campo en Estados Unidos durante
1999 (ANEXO 7. MSL-16614, Niveles de proteinas GM en algodén USA 1999) y 2004
(ANEXO 8. MSL-19892, Niveles de proteinas GM en algodén USA 2004) donde se encontro
que la expresion de las dos proteinas Bt (Cry1Ac y Cry2Ab) fue comparable entre regiones
mediante deteccién inmunoldgica.

La eficacia insecticida se ha mantenido durante el desarrollo de los eventos de algodon
biotecnoldgico, desde su comercializacion en 1996 y seguida a partir de 2004 con B2; al igual
que la calidad de la semilla, que se ha mantenido después de la transferencia del gen cry1Acy
de la construccion con cry1Ac y cry2Ab dentro de distintas variedades comerciales.

lll.c. Caracteristicas del fenotipo del OGM

El algodon biotecnologico B2RF posee los genes crylac y cry2Ab, que le confieren
resistencia a insectos lepidépteros y dos copias del gen cp4 epsps, que le confiere tolerancia la
herbicida glifosato. Los genes de seleccion y demas secuencias de las construcciones génicas
insertadas en B2RF no le confieren ninguna caracteristica fenotipica adicional.

El evento de algodon B2RF no presenta cambios fenotipicos de significancia biolégica
comparado con algodén convencional. Los datos que apoyan esta afirmaciéon provienen de
cientos de pruebas de campo llevadas a cabo desde 2002, en Australia, Argentina, Brasil,
Colombia, India, México, Sudafrica y Estados Unidos (incluyendo Puerto Rico), para probar sus
caracteristicas agrondmicas, parametros fenotipicos y eficacia. El evento B2RF se produjo
cruzando algodén B2 (MON-15985-7) con algodon RF (MON-88913-8) mediante métodos
tradicionales de fitomejoramiento.

Por lo tanto es posible afirmar que, salvo por la resistencia a los insectos blanco
(lepidopteros) y su tolerancia al herbicida glifosato, B2RF es fenotipicamente igual que
los algodones convencionales tanto en México como en otras regiones del mundo. Los
resultados de evaluaciones experimentales en las regiones algodoneras de México, donde se
ha utilizado esta tecnologia, son consistentes con lo observado en el resto del mundo. De esta
manera, las caracteristicas agregadas no impactan en su potencial como planta.
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lll.d. Identificacién de cualquier caracteristica fisica y fenotipica nueva
relacionada con el OGM que pueda tener efectos adversos sobre la
diversidad biolégica y el medio ambiente receptor del OGM

Salvo las caracteristicas de resistencia a lepidépteros (genes cry1Ac y cry2Ab) y
tolerancia al herbicida glifosato (gen cp4 epsps), ninguna otra caracteristica se ha modificado
como producto de la modificacion genética del algodén B2RF. Este evento de algodon
biotecnolégico no presenta cambios fenotipicos de significancia biolégica comparado con
algoddn convencional.

Esta aseveracidon esta soportada en cientos de pruebas de campo llevadas a cabo
desde 2002 a la fecha, en Australia, Argentina, Brasil, Colombia, India, México, Sudafrica y
Estados Unidos (incluyendo Puerto Rico), para probar sus caracteristicas agronémicas,
parametros fenotipicos y eficacia.

Por lo tanto es posible afirmar que, salvo por la resistencia a los insectos blanco
(lepiddpteros) y su tolerancia al herbicida glifosato, B2RF es fenotipicamente igual que
los algodones convencionales tanto en México como en otras regiones del mundo. Los
resultados de evaluaciones experimentales en las regiones algodoneras de México, donde se
ha utilizado esta tecnologia por mas de 10 afios, son consistentes con lo observado en el resto
del mundo. De esta manera, las caracteristicas agregadas no impactan en su potencial como
planta.

lll.Le. Comparacién de la expresion fenotipica del OGM respecto del
organismo receptor, la cual incluya, ciclo biolégico y cambios en la
morfologia basica

El evento de algodén B2RF no presenta cambios fenotipicos de significancia biolégica
comparado con algodén convencional. Los datos que apoyan esta afirmaciéon provienen de
cientos de pruebas de campo llevadas a cabo desde 2002, en Australia, Argentina, Brasil,
Colombia, India, México, Sudafrica y Estados Unidos (incluyendo Puerto Rico), para probar sus
caracteristicas agrondmicas, parametros fenotipicos y eficacia. El evento B2RF se produjo
cruzando B2 con RF mediante métodos tradicionales de fitomejoramiento.

Las evaluaciones fenotipicas estadounidenses se basaron en los resultados de los
eventos individuales que conforman el evento apilado. Esto es debido a la estabilidad genética,
segregacion normal y eficacia de los eventos individuales, confirmadas a través de varias
generaciones. No encontraron diferencias fenotipicas (morfoldgicas) o fenoldgicas (desarrollo
del cultivo, crecimiento y vigor) significativas, en numerosas pruebas de campo en México, en
los eventos individuales B2 y RF que se utilizaron para desarrollar B2RF, asimismo el evento
apilado tampoco presenta diferencias.
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La evaluacion fenotipica de las lineas parentales B2 y RF incluyd el analisis de
caracteristicas agrondmicas clave como germinacién, vigor y desarrollo en condiciones de
campo (ciclo de vida), rendimiento y calidad de la cosecha; la presencia del inserto de ADN, la
produccion de las proteinas Cry1Ac, Cry2Ab y CP4 EPSPS, sus caracteristicas fenotipicas y/o
sus interacciones ecologicas. En estos estudios, el evento apilado se compard con algodones
convencionales que no contenia los insertos de ADN.

También se ha colectado informacion sobre la respuesta de la planta a la presencia de
estresantes ambientales como plagas y enfermedades. Las interacciones ecoldgicas permiten
concluir que los eventos B2 y RF no confieren al algodén ningun incremento del potencial de
plaga y tampoco se observaron cambios significativos en las interacciones del algodén con el
medio ambiente. Esta caracterizacion fenotipica apoya la conclusion de que no hay cambios
significativos presentes en B2RF, mas alla del evento deseado (Ver carpeta de Estudios de
Equivalencia Substancial y Reportes USDA).

lil.f. Declaracion sobre la existencia de efectos sobre la diversidad
biolégica y el medio ambiente que puedan derivar de la liberacién del OGM

Los estudios sobre comportamiento agrondémico, caracterizacion bioquimica y
caracteristicas fenotipicas y fenoldgicas del algodén biotecnolégico B2RF, realizados en las
zonas algodoneras del norte de México desde 2004 a la fecha, demuestran que ninguno de los
atributos reproductivos, capacidad de supervivencia o latencia se modifica como resultado de
las caracteristicas conferidas por la modificacion genética. Esto debido a que las unicas
caracteristicas nuevas son la resistencia a lepidopteros y tolerancia a glifosato, producto de la
insercion de las proteinas Cry1Ac, Cry2Ab y CP4 EPSPS. En este sentido, las plantas de
algodén B2RF no son diferentes de las plantas convencionales, que a su vez también son
completamente dependientes del hombre y no pueden prosperar por si mismas dadas sus
limitaciones de dispersion de polen y semilla.

Por otro lado, las proteinas Cry1Ac, Cry2Ab y CP4 EPSPS no tienen efecto sobre el
metabolismo normal de la planta y no se espera que la expresion de las caracteristicas
acumuladas produzca efectos interactivos o sinérgicos porque involucran distintos mecanismos
de accion. Asi, la proteina CP4 EPSPS pertenece a la familia de las sintasas EPSPS,
involucradas en la ruta bioquimica del shikimato para la produccion de aminoacidos aromaticos
en los cloroplastos de las plantas tolerantes al glifosato. Por otro lado, las proteinas Cry son
proteinas insecticidas selectivas que actuan en el intestino de los insectos blanco (lepiddpteros)
e interactuan con receptores especificos, que no estan presentes en las células epiteliales del
intestino de humanos, peces, aves e insectos no blanco. Estas proteinas estan localizadas en
lugares diferentes en la célula, las proteinas CP4 EPSPS y Cry2Ab se localizan en los
cloroplastos mientras que Cry1Ac en el citoplasma.
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No se espera que las caracteristicas de proteccién contra insectos y de tolerancia a
glifosato otorguen al algoddon ventajas adaptativas en habitats naturales, en condiciones
naturales 6 dentro de un agroecosistema. La similitud de las caracteristicas de las plantas
B2RF con el algodon convencional se ha ratificado durante varios afios en ensayos de campo,
y programas comerciales donde se han autorizado, lo que nos permite concluir que no existen
ventajas adaptativas o un mayor potencial de convertirse en plaga en los mencionados
eventos como consecuencia de la modificaciéon genética.

Las caracteristicas reproductivas no han sido alteradas en el evento apilado B2RF, ni
en los eventos individuales B2 y RF, a partir de los cuales se ha obtenido mediante
cruzamiento convencional, como consecuencia del proceso de transformacién ni como
consecuencia del proceso de apilamiento de las caracteristicas introducidas mediante
cruzamiento convencional, cuando se los compara con el algodén convencional.

Inocuidad de las proteinas introducidas Cry1Ac, Cry2Ab y CP4 EPSPS
Cry1Ac y Cry2Ab

Los unicos productos de algodon utilizados para alimento humano son el aceite de
semilla de algodén y las fibras de algodén procesadas (National Cottonseed Products
Association, 1989). Los analisis de aceite refinado de semilla de algodon GM confirmaron que
no hay proteina detectable en aceite de semilla de algoddn, a un limite de deteccion para el
ensayo de 1.3 ppm de proteina total. Esto es consistente con otros informes que concluyen
sobre la ausencia de proteina en aceite de semilla de algodén (Cottonseed Oil, 1993). Los
analisis de fibras procesadas también confirmaron que no habia proteina detectable (Sims et
al., 1996). Por lo tanto, el consumo humano significativo de las proteinas Cry1Ac y Cry2Ab
presentes en las variedades de algodon B2 es extremadamente improbable. Ademas, pruebas
directas con individuos alérgicos a proteinas contenidas en la harina derivada de cultivos
oleaginosos (ej. soya, cacahuete y girasol) con el aceite de estos respectivos cultivos, han
establecido que el aceite refinado no produce una respuesta alérgica (Bush et al., 1985; Halsey
et al., 1986; Taylor et al., 1981). Esto es consistente con la ausencia de proteina detectable en
el aceite (Tattrie y Yaguchi, 1973). Esta informacion proporciona una base soélida para concluir
que el aceite de semilla de algodon B2 no causa preocupacion significativa sobre
alergenicidad, basandose en la falta de exposicion significativa a proteinas.

La ausencia de un impacto medioambiental significativo de la familia de proteinas Bt ha
sido demostrada a través del largo historial de uso seguro de productos microbianos de
aplicacion foliar. En todos los casos donde los efectos de las proteinas Bt han sido
determinados en organismos no blanco, las concentraciones a las cuales se establece el nivel
de efecto no observado (NOEL, por sus siglas en inglés) excedié por mucho la maxima
concentracion medioambiental de la proteina, indicando asi un riesgo bajo a los organismos no
blanco (Ver Carpetas de Organismos No blanco).
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Se realizaron estudios para determinar si las proteinas Cry1Ac y Cry2Ab presentan un
riesgo para especies no blanco, incluyendo mamiferos, aves, peces, insectos y otros
invertebrados terrestres. Estas proteinas fueron sometidas a evaluaciones de toxicidad usando
los modelos animales de raton (Mus musculus), codorniz (Colinus virginianus), bagre (Ictalurus
punctatus), lombriz de tierra (Eisenia fetida) y en cinco especies de invertebrados terrestres
benéficos que representan clases de insectos que pudieran estar expuestas a las proteinas
Cry1Ac y Cry2Ab del algodon biotecnoldgico: larvas y adultos de abejas (Apis mellifera),
colémbolo (Folsomia candida), crisopa (Chrysoperla carnea), mariquita (Hippodamia
convergens) y la avispa parasita (Nasonia vitripennis). Los resultados de estos estudios
muestran que Cry1Ac y Cry2Ab2 presentan riesgo minimo a estos insectos benéficos (ANEXO
13. Resumen de solicitud Bollgard® US EPA; ANEXO 14. Resumen de solicitud
Boligard®Il US EPA).

Las consecuencias medioambientales de la introduccion del evento de algodon B2RF
han sido consideradas y no existe razon para creer que tenga un impacto negativo en
organismos no blanco. Ademas, existe evidencia para pensar que este evento reducira el
impacto ambiental del cultivo del algodén mediante la reduccion de aplicaciones de insecticidas
sintéticos y del riesgo de desarrollo de resistencia en lepiddpteros al Bt.

CP4 EPSPS

La bacteria Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 es un microorganismo presente
comunmente en el suelo y en la rizésfera de las plantas. Unicamente el gen cp4 epsps de esta
bacteria fue transferido para producir las lineas de algodoén tolerantes al herbicida Faena
Ultra®. La secuencia del ADN transferido y de la proteina producida es completamente
conocida y se encuentra presente en todas las plantas y en la mayoria de los microorganismos
gue comunmente son parte de nuestra dieta, y no existe evidencia de que esta proteina pueda
causar algun efecto negativo en la salud humana o de cualquier otro vertebrado.
Adicionalmente, no se espera que los humanos estén expuesto a la proteina CP4 EPSPS
expresada por el algodon B2RF, ya que el aceite derivado del algoddn utilizado para el
consumo humano no contiene esta proteina (Fuchs, 1994).

La proteina CP4 EPSPS no presenta homologia con las secuencias de aminoacidos de
las proteinas toxicas y alergénicas de las bases de datos Pir Protein, Swissprot (Bairoch y
Boeckmanm, 1993) y Genpept (Benson et al.,, 1993). La secuencia de aminoacidos o regiones
de alta homologia entre dos o mas proteinas puede proveer informacién importante sobre la
actividad biologica de una proteina. Es decir, la secuencia de aminoacidos puede proveer
informacion acerca de las propiedades estructurales, hidrofébicas e hidrofilicas,
inmunogenicidad, estabilidad y la posible funcién de la proteina identificada. El uso de bases de
datos ha demostrado ser una excelente herramienta para predecir la funcion biolégica de
proteinas desconocidas. La secuencia de la proteina CP4 EPSPS fue comparada con las
secuencias peptidicas identificadas como “alérgenos” y “toxinas” de todas las bases de
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proteinas disponibles para identificar si la proteina CP4 EPSPS tiene alguna homologia con
alérgenos o toxinas. Los resultados muestran que no existe ninguna homologia significativa
entre las secuencias de los alérgenos y toxinas conocidas y la secuencia de la proteina CP4
EPSPS. La conclusién de que esta proteina no es tdxica estd apoyada en los resultados de
estudios de toxicologia aguda en ratones, donde no se encontré ninguna evidencia de efectos
téxicos en los animales de prueba cuando se administré una dosis de 572 mg/kg de la proteina
CP4 EPSPS (Naylor, 1993).

La introduccién de variedades de algodon B2RF tolerantes al herbicida glifosato no
presenta ningun riesgo de provocar reacciones alérgicas. El aceite de la semilla de algodon es
el producto mas utilizado para el consumo humano y los analisis del aceite derivado de
variedades B2RF confirmaron que no existe proteina CP4 EPSPS detectable en el aceite para
uso industrial (Fuchs, 1994). Con base en estos resultados no se espera un consumo humano
significativo de esta proteina. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la proteina CP4
EPSPS no muestra homologia con ninguna de las secuencias de los alérgenos en las tres
bases de datos de proteinas actuales (Mitsky, 1993; Genpet, Pir protein y Swissprot) y, por lo
tanto, se concluye que la proteina CP4 EPSPS no presenta ningun potencial alergénico para
los humanos. Adicionalmente, la proteina CP4 EPSPS es rapidamente desnaturalizada por el
calor y la digestion enzimatica y acida en fluidos gastricos simulados (ANZFA, 2001b).

La proteina CP4 EPSPS purificada en dosis agudas de 572 mg/kg de peso corporal no
produjo efectos adversos en ratones. Esta dosis representa mas de 1000 veces el consumo
potencial previsto de CP4 EPSPS en alimentos derivados de todos los cultivos GM que
expresan esta enzima bajo desarrollo por Monsanto en ese tiempo (soya, papa, tomate, maiz)
(Harrison et al., 1996).

Las instituciones responsables de esta evaluacién en los Estados Unidos (USDA-
APHIS, FDA, EPA) y México (Secretaria de Salud) han dictaminado la inocuidad del algodén
B2RF y aprobado su consumo humano y animal.

Potencial como maleza

El algodon (Gossypium hirsutum L.) ha sido caracterizado extensivamente y tiene una
larga historia de produccién agricola segura. Las semillas son las unicas estructuras
supervivientes y es poco probable que el algodén sobreviva como maleza debido a que esta
especie ha sido el resultado de procesos de seleccion artificial dirigida (ver el punto I,
Caracteristicas fenotipicas, en este reporte).

La informacion colectada a través de estudios de campo en México y otros paises,
indica que el desempefio agronomico del evento B2RF es similar al de la linea parental
convencional. A través de esta informacién se ha concluido que dicho evento no presenta
ningun riesgo adicional de convertirse en maleza, con respecto al cultivo convencional (Ver
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carpeta de Reportes USDA y el CD entregado junto con este documento con informacién
relativa al “Estudio de los posibles riegos que la liberacion de OGM’s pudieran causar a
la Sanidad vegetal”).

Baker (1965) desarroll6 un consenso general respecto a los rasgos comunes de
malezas: ciclo anual, alta producciéon de semillas, alto porcentaje de germinacién y poca
dormancia, varias generaciones por afio, gran capacidad de dispersion y extrema
susceptibilidad a un herbicida en particular. El algodéon no posee estas caracteristicas de
maleza y se define tradicionalmente como un cultivo que se autopoliniza (Niles y Feaster,
1984). Basados en la estructura floral de las plantas de algodén, no existen barreras
morfologicas a la polinizacion cruzada. Sin embargo, el polen es pesado y pegajoso y su
dispersion por el viento es muy limitada. Ademas, el polen del algodén sélo es viable durante
24 horas, lo cual presenta una barrera adicional a la reproduccion y confirma el inexistente
potencial de que el algoddén se convierta en una maleza, ya que no cumple con las
caracteristicas de alta dispersion que poseen este tipo de plantas.

La falta de efectos no intencionales sobre la germinacion y dormancia, factores
predominantes que limitan el potencial de maleza, confirma que es improbable que el algodén
B2RF se convierta en maleza. Por otro lado, las consecuencias agronémicas de las plantas
voluntarias de algodéon serian minimas, ya que estas plantas se controlan faciimente por
medios mecanicos o por uno o varios herbicidas registrados para algodon.

Las consecuencias ambientales de la transferencia de polen de B2RF a ofros
algodones se consideran insignificantes debido a la limitada capacidad de movimiento del polen
de algodon, la seguridad de las proteinas introducidas, y la falta de ventajas selectivas
conferidas a la planta receptora. Sélo se esperaria transferencia de genes a otros algodones
cultivados y en ese caso, en los niveles bajos, biolégicamente normales para Gossypium
hirsutum. Por lo tanto su capacidad de convertirse en maleza es nula.

El algoddon B2RF es fenotipicamente igual que los algodones convencionales, tanto en
México como en otras regiones del mundo. Los estudios sobre comportamiento agronémico,
caracterizacion bioquimica y caracteristicas fenotipicas y fenoldgicas realizadas en las regiones
algodoneras del norte de México desde 2004 a la fecha, demuestran que ninguno de los
atributos reproductivos, capacidad de supervivencia o latencia se modifica como resultado de
las caracteristicas conferidas por la modificacion genética.

No se espera que las caracteristicas de proteccién contra insectos y de tolerancia a
glifosato otorguen al algoddn ventajas adaptativas en habitats naturales, en condiciones
naturales o dentro de un agroecosistema. La similitud de las caracteristicas de las plantas GM
con el algodén convencional se ha ratificado durante varios afos en ensayos de campo y
programas comerciales donde se han autorizado, lo que nos permite concluir que no existen
ventajas adaptativas o un mayor potencial de convertirse en plaga en este evento como
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consecuencia de la modificacion genética (Ver carpeta de Reportes USDA y el CD entregado
junto con este documento con informacion relativa al “Estudio de los posibles riegos
que la liberacion de OGM’s pudieran causar a la Sanidad vegetal™).

Debido a lo anterior, el algodén B2RF (MON-15985-7 x MON-88913), no es
considerado como una maleza y no representa un riesgo de convertirse en maleza mas
alla de lo que representarian los algodones convencionales.

Potencial de flujo génico

Aunque el cruzamiento natural es posible, el algodén es normalmente considerado un
cultivo que se autopoliniza (Niles y Feaster, 1984). Basados en la estructura floral, no existen
barreras morfolégicas a la polinizacién cruzada. Sin embargo, el polen es pesado y pegajoso y
su dispersiéon por el viento es muy limitada. El polen se puede transferir por insectos, en
particular abejas silvestres, abejorros y abejas mieleras.

Literatura reciente sobre algodon muestra que la frecuencia de polinizacion cruzada
disminuye al aumentar la distancia de la planta a la fuente de polen. McGregor (1976) rastreé el
movimiento de polen por medio de marcaje con particulas fluorescentes y encontré que, incluso
entre flores localizadas a 150-200 pies de un campo de algodén rodeado de numerosas
colonias de abejas para asegurar una buena oportunidad de transferencia de polen, las
particulas se detectaron sélo en 1.6% de las flores.

Dadas las caracteristicas fenotipicas, fenoldgicas y reproductivas del cultivo del algodén
(que no se modifican en el algodén B2RF), el cruzamiento de variedades tetraploides de B2RF
con especies silvestres diploides resulta altamente improbable. Ademas, esta diferencia de
ploidia dificulta los entrecruzamientos, ya que pocas especies diploides producen semillas
hibridas cuando son polinizadas con polen de algodon tetraploide.

En caso de presentarse polinizacion efectiva (el polen del algodén sélo es viable
durante 24 horas y presenta poca capacidad de dispersion), las plantas hibridas triploides
resultantes no podrian propagarse. Esto porque aunque usualmente crecen y desarrollan
terminaciones florales, no forman polen viable debido a que los pares estan desbalanceados y
a la segregaciéon de los cromosomas. Esto es de gran importancia porque en la evolucion de
las plantas, la ploidia se ha incrementado a partir de tales hibridaciones y se ha establecido que
el Gossypium tetraploide (algoddén cultivado) se origind de esta manera. Sin embargo, las
observaciones empiricas indican que el proceso en este género es extremadamente raro y esta
ejemplificado por una sola ocurrencia.
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Finalmente, todas las especies conocidas de Gossypium diferentes a las tetraploides
poseen el mismo numero de cromosomas (n=13). No se ha generado en la naturaleza otra
ploidia en este género que haya sobrevivido hasta nuestros dias. Esto es particularmente
importante para México debido a que las especies tetraploides y diploides han coexistido por
mas de un millén de afios (Wendel, 1989) y no se tienen registro de especies hexaploides, lo
cual apoya la baja probabilidad de entrecruzamiento del algodén cultivado con sus parientes
silvestres.

Las consecuencias ambientales de la transferencia de polen del evento B2RF a otros
algodones es considerada despreciable debido a la limitada movilidad del polen del algodén, la
inocuidad de las proteinas introducidas y la falta de cualquier ventaja selectiva conferida en la
planta de algoddn receptora. Se estima que el flujo génico interespecifico ocurra a niveles muy
bajos, disminuyendo rapidamente a casi cero con el incremento de la distancia entre la fuente
de polen y los receptores. En general, el potencial de entrecruzamiento con parientes silvestres
es poco probable debido al relativo aislamiento de la distribucion de especies del genero
Gossypium, diferentes sistemas de cruzamiento e incompatibilidad genética.

El evento B2RF (MON-15985-7 x MON-88913-8) no exhibe ninguna caracteristica
fenotipica que pudiese incrementar su supervivencia en habitats no agricolas, o en areas
fuera del rango geografico de la producciéon de algodén. En el caso remoto de que se llegasen
a formar hibridos entre este evento y parientes silvestres, la introduccién de la caracteristica de
tolerancia a glifosato a especies en habitats no agricolas no conferiria ventaja competitiva
alguna, dado que la tecnologia funciona como una proteccién ante estimulos externos como la
presion de insectos y aplicaciones de glifosato, en cuya ausencia no habria resultados visibles
en comparacion con algodén convencional (Ver Carpeta de Reportes USDA).

lll.g. Descripcion de uno o mas métodos de identificacion, niveles de
sensibilidad y reproducibilidad

La informacién especifica sobre los métodos de deteccién ha sido presentada a la
SAGARPA-SEMARNAT como parte de diversas solicitudes de algodéon Bollgard®Il/Solucion
Faena Flex® y Solucién Faena Flex® sometidas durante 2006-2007. A continuacion se enlistan
los reportes relacionados con los métodos de deteccion para el algodon Bollgard®Il/Solucion
Faena Flex®, los cuales se presentan en formato electronico como parte de esta solicitud (Ver
Carpeta Métodos de deteccion).
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Protocolos:

Monsanto Company. A recommended procedure for DNA extraction from plant tissues.
Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences (ANEXO 15. Extraccion
de DNA).

Monsanto Company. Recommended procedure for PEG precipitation of genomic plant DNA.
Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences (ANEXO 16.
Purificacion de DNA).

Monsanto Company. A recommended procedure for Real-Time Quantitative TagMan® PCR for
Bollgard 11® cotton, MON 15985. Monsanto Biotechnology Regulatory
Sciences (ANEXO 17. PCR B2).

Monsanto Company. A recommended procedure for Real-Time Quantitative TagMan® PCR for
Roundup Ready® Flex cotton, MON 88913. Monsanto Biotechnology
Regulatory Sciences (ANEXO 18. PCR RF).

lll.h. Existencia potencial de flujo génico del OGM a especies relacionadas
Potencial de flujo génico

Aunque el cruzamiento natural es posible, el algodén es normalmente considerado un
cultivo que se autopoliniza (Niles y Feaster, 1984). Basados en la estructura floral, no existen
barreras morfologicas a la polinizacion cruzada. Sin embargo, el polen es pesado y pegajoso y
su dispersion por el viento es muy limitada. El polen se puede transferir por insectos, en
particular abejas silvestres, abejorros y abejas mieleras.

Literatura reciente sobre algodén muestra que la frecuencia de polinizacion cruzada
disminuye al aumentar la distancia de la planta a la fuente de polen. McGregor (1976) rastreo el
movimiento de polen por medio de marcaje con particulas fluorescentes y encontré que, incluso
entre flores localizadas a 150-200 pies de un campo de algodén rodeado de numerosas
colonias de abejas para asegurar una buena oportunidad de transferencia de polen, las
particulas se detectaron sélo en 1.6% de las flores.

Dadas las caracteristicas fenotipicas, fenolégicas y reproductivas del cultivo del algodon
(que no se modifican en el algoddén B2RF), el cruzamiento de variedades tetraploides de B2RF
con especies silvestres diploides resulta altamente improbable. Ademas, esta diferencia de
ploidia dificulta los entrecruzamientos, ya que pocas especies diploides producen semillas
hibridas cuando son polinizadas con polen de algodoén tetraploide.
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En caso de presentarse polinizacion efectiva (el polen del algoddn sélo es viable
durante 24 horas y presenta poca capacidad de dispersioén), las plantas hibridas triploides
resultantes no podrian propagarse. Esto porque aunque usualmente crecen y desarrollan
terminaciones florales, no forman polen viable debido a que los pares estan desbalanceados y
a la segregaciéon de los cromosomas. Esto es de gran importancia porque en la evolucién de
las plantas, la ploidia se ha incrementado a partir de tales hibridaciones y se ha establecido que
el Gossypium tetraploide (algoddn cultivado) se origind de esta manera. Sin embargo, las
observaciones empiricas indican que el proceso en este género es extremadamente raro y esta
ejemplificado por una sola ocurrencia.

Finalmente, todas las especies conocidas de Gossypium diferentes a las tetraploides
poseen el mismo numero de cromosomas (n=13). No se ha generado en la naturaleza otra
ploidia en este género que haya sobrevivido hasta nuestros dias. Esto es particularmente
importante para México debido a que las especies tetraploides y diploides han coexistido por
mas de un milléon de afos (Wendel, 1989) y no se tienen registro de especies hexaploides, lo
cual apoya la baja probabilidad de entrecruzamiento del algodén cultivado con sus parientes
silvestres.

Las consecuencias ambientales de la transferencia de polen del evento B2RF a otros
algodones es considerada despreciable debido a la limitada movilidad del polen del algodon, la
inocuidad de las proteinas introducidas y la falta de cualquier ventaja selectiva conferida en la
planta de algoddn receptora. Se estima que el flujo génico interespecifico ocurra a niveles muy
bajos, disminuyendo rapidamente a casi cero con el incremento de la distancia entre la fuente
de polen y los receptores. En general, el potencial de entrecruzamiento con parientes silvestres
es poco probable debido al relativo aislamiento de la distribucién de especies del genero
Gossypium, diferentes sistemas de cruzamiento e incompatibilidad genética.

El evento B2RF (MON-15985-7 x MON-88913-8) no exhibe ninguna caracteristica
fenotipica que pudiese incrementar su supervivencia en habitats no agricolas, o en areas fuera
del rango geografico de la produccién de algodon. En el caso remoto de que se llegasen a
formar hibridos entre este evento y parientes silvestres, la introduccion de la caracteristica de
tolerancia a glifosato a especies en habitats no agricolas no conferiria ventaja competitiva
alguna, dado que la tecnologia funciona como una proteccion ante estimulos externos como la
presion de insectos y aplicaciones de glifosato, en cuya ausencia no habria resultados visibles
en comparacion con algodén convencional (Ver Carpeta de Reportes USDA).
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IV. MEDIDAS Y PROCEDIMIENTOS DE MONITOREO DE LA
ACTIVIDAD Y DE BIOSEGURIDAD

IV.a. Medidas y procedimientos de monitoreo de la actividad

Monsanto cuenta con un Protocolo de Bioseguridad, cuyo objetivo principal es el de
proveer los lineamientos de las mejores practicas y recomendaciones generales para el
transporte, manejo, evaluacién y disposicion de materiales Genéticamente Modificados (GM);
este documento se proporciona en esta solicitud y esta a la disposicion de los involucrados en
las evaluaciones de algodén.

Durante todas las operaciones necesarias para el manejo de la tecnologia B2RF, tanto
antes, durante y después de las actividades agricolas, se aplicaran las Medidas de
Bioseguridad descritas en el Protocolo de Bioseguridad para Organismos Genéticamente
Modificados (OGM) (ANEXO 19. PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD GENERAL).

La siembra de algoddén B2RF se realizara unicamente en las zonas autorizadas por la
Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV) y no se sembrara algodén B2RF en las zonas
pertenecientes a ninguna Area Natural Protegida.

Medidas de bioseguridad:

a) Se procedera a la localizacion georreferenciada de los lotes de los agricultores
qgue siembren algodon B2RF.

b) Se realizaran cursos de capacitacion a todo el personal involucrado en el
proceso de produccién con el objeto de que toda persona relacionada con el cultivo
conozca las posibles implicaciones, riesgos y beneficios de uso y manejo del algodén
B2RF.

c) Se proporcionara la asistencia técnica necesaria a los agricultores para un
adecuado manejo del cultivo.

d) Se notificara por escrito a la DGSV sobre cualquier situacion durante el
desarrollo del cultivo que pueda pudiera incrementar o disminuir los posibles riesgos para el
ambiente, la diversidad bioldgica y/o la salud humana.

IV.a.1. Plan de monitoreo detallado

La siembra de algodén GM se realizard unicamente en las zonas autorizadas por los
Permisos de Liberacién al Ambiente, para efectos de los monitoreos propuestos a realizar:
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Se georreferenciaran las aduanas, almacenes y distribuidores, zonas autorizadas vy
lotes de los agricultores que siembren algodon GM.

Monitoreo de Plantas Voluntarias. Después de la cosecha de predios sembrados con
algodén GM, se inspeccion los predios y la zona aledafia a los predios cosechados en
busca de plantas voluntarias. En el caso de detectarse la presencia de plantas
voluntarias, se procede a su destruccién por métodos mecanicos o quimicos con
herbicidas distintos al glifosato.

Monitoreo de resistencia en insectos. Un programa efectivo de manejo de resistencia
en insectos es parte vital del uso responsable de productos de biotecnologia para el
control de insectos. Monsanto estd comprometido a la implementacién de un programa
efectivo de manejo de resistencia en insectos para todos sus productos con tecnologia
B.t. en todos los paises donde se comercializan, incluyendo la promocién del
conocimiento de estos programas con los agricultores. Monsanto trabaja para el
desarrollo y la implementacion de programas de manejo de resistencia en insectos de
una forma balanceada entre el conocimiento cientifico disponible, académicos y la
implementacion practica, con la aceptacion de los agricultores y la implementacion del
programa como componentes criticos. Desde las primeras introducciones en fase
experimental de las tecnologias en México, MONSANTO consideré como alta prioridad
establecer un programa de monitoreo y manejo de la resistencia a estas endotoxinas y
desde 1997 ha apoyado investigaciéon para el monitoreo de resistencia a la toxinas Cry, en
los productos utilizados en México. Dicho programa de manejo de la resistencia se ha
dividido en varias etapas: establecimiento de lineas base de susceptibilidad en especies
objetivo, colectas de poblaciones en las diferentes regiones donde se siembran los
productos para el control de insectos basados en dichas proteinas Cry y el monitoreo de la
respuesta biolégica a la toxina en bioensayos en laboratorio. En el programa participan los
agricultores usuarios de las tecnologias Bollgard®, Bollgard®/Solucién Faena® y Bollgard
[I°/Solucion Faena Flex®, la compafia MONSANTO e instituciones de investigacion
agricola como es el Colegio de Posgraduados (Dr. Concepcién Rodriguez).

Monitoreo y practicas del manejo de resistencia en malezas. Monsanto esta
comprometido al uso apropiado y la efectividad de herbicidas a través de un programa
de manejo responsable de productos y tecnologias consistente en cuatro partes
principales: desarrollar recomendaciones apropiadas para el control de malezas,
continuar la investigaciéon para refinar y actualizar recomendaciones, educacion de la
importancia de las practicas de buen manejo de malezas, y responder a consultas
referentes al control de malezas a través de un programa de evaluacion de desempefio
del producto. Las recomendaciones técnicas son comunicadas a los productores
durante los programas de capacitacion, a través de la Guia Técnica de Uso de los
Productos y mediante de las licencias/contratos para el uso de las tecnologias y
productos Monsanto. Los principales componentes del programa consisten en:

a. Monitorear los predios antes y después de la aplicacion de herbicidas.
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b. Comenzar con un predio limpio, mediante la aplicacién de un herbicida o rastreo.
Controlar malezas en etapa temprana y cuando las malezas son pequefias.

Usar el producto herbicida correcto a la dosis correcta y al tiempo éptimo para
control eficiente.

e. Anadir otro herbicida (por ejemplo un selectivo y/o un residual) y practicas
culturales (por ejemplo barbecho o rotacién de cultivos) como parte del sistema
Solucion Faena Flex® para el programa de control de malezas.

f. Incorporar otros herbicidas en un sistema continuo por medio de la rotacién de
cultivos.

g. Controlar escapes de maleza y evitar que la maleza genere semilla.

h. Limpiar el equipo antes de moverlo de un predio a otro para minimizar la
diseminacion de la semilla de maleza (asi como nematodos, insectos y otras
pestes del algodon).

i. Usar semilla comercial nueva, lo mas limpia posible de semilla de maleza.

e Contactar al representante de Monsanto o al distribuidor local, si suceden problemas en
el control de la maleza.

e Se anexa la Guia de Uso de Productos Monsanto que se entrega a los usuarios de la
tecnologia en las reuniones con el personal involucrado en la operacion de los
programas de algodén biotecnolégico (ANEXO 20. GUIA TECNICA DE USO DE
TECNOLOGIAS MONSANTO).

IV.a.2. Estrategias de monitoreo posteriores a la liberacion

Con fundamento a toda la extensa documentacion cientifica arbitrada sobre la posibles
efectos en una gran variedad de organismos no blanco que han sido expuestos a las proteinas
Cry Bt se ha demostrado que las proteinas Bt expresadas en estos productos no exhiben
efectos ni producen cambios detectables a poblaciones de organismos no blanco expuestos a
los niveles de proteinas Bt expresados en los tejidos vegetales de los cultivos GM (Ver
carpetas de Organismos No Blanco).

A lo largo de los ciclos de siembra autorizados, se han realizado estudios de busqueda
de poblaciones silvestres de Gossypium hirsutum, asi como para verificar la presencia de la
especie Gossypium barbadense en las regiones algodoneras del norte de México. Estos
estudios incluyeron las zonas de predios agricolas y los alrededores de los sitios de liberacion
potencial. En ninguno de los estudios realizados se han encontrado poblaciones silvestres de
especies de algodon (Ver la Carpeta Estudios de Parientes Silvestres México).
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Es muy escasa la probabilidad de que la cruza de las especies diploides produzca
hibridos fértiles al cruzarse con variedades cultivadas tetraploides de Gossypium hirsutum.
Ademas, no se esperan consecuencias de los potenciales eventos de entrecruzamiento entre el
algoddn RF y algodones convencionales. Esto se debe al limitado movimiento del polen del
algodén, la inocuidad de las proteinas conferidas y la carencia de ventaja selectiva que pudiera
ser conferida a poblaciones ferales o especies relacionadas; si la polinizacién ocurriese el gen
se encontraria en la semilla y en la planta receptora no se expresarian los genes introducidos.

También se ofrecera asesoria especializada a los productores y cursos de capacitacién
respecto del uso y manejo de las tecnologias de Monsanto. De esta manera se puede tener un
mejor control de las posibles situaciones en campo.

Por otro lado, la produccién algodonera se lleva a despepites para obtencion de la fibra
y las semillas se destinan a obtencién de aceite y/o pasta empleada como suplemento
alimenticio en nutricién animal. Ademas, como medida de bioseguridad, se realizan monitoreos
de plantas voluntarias y se eliminan por métodos mecanicos o quimicos, disminuyendo de esta
manera la posibilidad de intercambio.f

IV.a.3. Estrategias para la deteccion del OGM y su presencia posterior en la zona de
la liberacion y zonas vecinas, una vez concluida la liberacion

Al final de cada periodo de cultivo, se inspeccionara la zona aledafna a los predios de
algodonero en busca de plantas voluntarias. En el caso de detectarse la presencia de una
planta voluntaria, se procedera a su destruccion mediante métodos mecanicos o0 quimicos con
herbicidas distintos al glifosato.

IV.b. Medidas y procedimientos de bioseguridad

IV.b.1. Medidas y procedimientos para prevenir la liberacion y dispersion del OGM
fuera de la zona o zonas donde se pretende realizar la liberacion

Transporte de la semilla

a) La semilla sera movilizada por via terrestre mediante camiones y para su manejo
se seguirdan las medidas de bioseguridad descritas en el punto 1 (Transporte y
almacenamiento de material vegetal experimental modificado por ingenieria genética) del
Protocolo de Bioseguridad para Organismos Genéticamente Modificados (OGM).

b) Las semillas de algodon B2RF seran transportadas en bolsas de papel
resistentes a la manipulacion, selladas para prevenir cualquier derrame desde el origen
hasta las bodegas y/o sitios autorizados para la liberacion al ambiente.
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c) Al documentar los embarques de semilla, se haran todas las especificaciones

pertinentes a la compania transportadora para que el material sea maniobrado con cuidado
y evitar rompimiento, mutilacién o dafio fisico de las bolsas. Los envases (bolsas) estaran
claramente identificados mediante etiquetas visibles. Para mayor detalle ver el ANEXO 19.
PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD GENERAL.

d) Los envases (bolsas) estaran claramente identificados mediante etiquetas

visibles.

Etiquetado de los envases

Todos los envases individuales estaran etiquetados con la siguiente informacion en

idioma espafiol:

Nombre comercial: Algodon Bollgard®Il/Solucion Faena Flex®.

Nombre del evento: MON 15985 x MON 88913

Identificador inico OECD: MON-15985-7 x MON-88913-8.

Caracteristica: El algodén Bollgard®Il/Solucion Faena Flex® (MON-15985-7 x MON-
88913-8) se obtuvo mediante cruza convencional a partir de los eventos MON-15985-7
y MON-88913-8. El algoddén Bollgard®Il/Solucion Faena Flex® contiene los genes
cry1Ac y cry2Ab de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki que le confieren resistencia al
ataque de insectos del complejo bellotero (Heliothis virescens Fabricius y Helicoverpa
zea Boddie), gusano rosado (Pectinophora gossypiella Saunders), gusano soldado
(Spodoptera exigua Hubner) y gusano cogollero (Spodoptera frugiperda Smith), y dos
copias del gen cp4 epsps de Agrobacterium sp. cepa CP4 que le confieren tolerancia al
herbicida glifosato.

Tipo de material que se envia: Semilla

Contenido neto: Dependiendo del tamano de la semilla, cada bolsa contiene 250,000
semillas con un peso que varia de 21 a 25 kg/bolsa.

Nombre, direcciéon y teléfono del proveedor de la semilla:

Si se utiliza un envase secundario (embalaje) éste también se etiquetara de manera

visible con la informacion del inciso anterior y especificara la cantidad de envases individuales
que contiene.

Documentacion para el transporte de la semilla de algodén B2RF.

a) Lista de inventario de todos los envases, embalajes y materiales que se envian

especificando la fecha de envio.

b) Guia original de transporte especificando claramente la fecha de envio.
c) La guia de transporte y la lista de inventario debe enviarse via fax o correo

electrénico a la persona autorizada para recibir la semilla con anticipacion al envio.
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d)
el envio,

El exportador debe mantener copias de todos los documentos que acompafian
incluyendo copia del permiso de importacion y del certificado fitosanitario

internacional.

e)

Todos los documentos relacionados con el transporte de la semilla de algodén

B2RF deben mantenerse bajo resguardo.

Recepcion de los materiales transportados.

Verificacion de la lista de inventario.

Los materiales deben mantenerse en un lugar seguro hasta que se confirme que
la lista de inventario enviada coincide fisicamente con los materiales recibidos.
Verificar el estado de los envases y confirmar que los sellos de seguridad no
fueron abiertos.

En caso de que los envases hayan sido abiertos se debe comprobar que no se
haya perdido el material, verificando el peso o cantidad de semilla enviada’.

Medidas en caso de una liberacion accidental durante el transporte.

a)

f)

¢)]

En caso de derrame accidental de semilla durante el transporte, la empresa
transportadora tendra indicaciones para que se recoja la semilla derramada y
mantengan el material bajo resguardo hasta que Monsanto sea notificada.
Notificar a todas las personas autorizadas y con capacidad de decisiéon con
relacion al algodon B2RF.

Si es posible, hacer todos los esfuerzos por recuperar el material liberado y
destruirlo inmediatamente.

Se identifica plenamente el sitio del accidente y se establece un programa de
monitoreo por un periodo de un afio para identificar la presencia de plantulas y
proceder a su destruccion inmediata por métodos mecanico o quimico
(herbicidas).

Se debe notificar a la autoridad competente acerca de la liberacion accidental.
Se deben documentar exhaustivamente todas las acciones anteriores incluyendo
la hora y la fecha de cada accion.

Informar a la autoridad competente sobre el plan de accién que se
implementara.

" Cuando se trate de un OGM de importacién se debe considerar que en las inspecciones que realiza la SAGARPA en las aduanas
de entrada al pais generalmente se toman muestras para analisis fitosanitario.
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Procedimiento para el almacenamiento de la semilla de algodén B2RF.

a) El area destinada para almacenar la semilla de algodon B2RF debe ser,
identificada en forma clara.

b) El area destinada para el almacenamiento de la semilla debe ser limpiada
exhaustivamente antes y después del periodo de almacenamiento.

c) Las entradas y salidas de material deben ser debidamente documentadas en el
inventario del almacén.

De esta manera, se minimizan los riesgos de liberaciones no deseadas. En caso de
ocurrir algun accidente o liberacién no deseada, Monsanto se compromete a informar a la
autoridad y a tomar las medidas correspondientes para mitigar dicha liberacion.

IV.b.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 liberacién a dicha zona o zonas

Tomando en cuenta las medidas de bioseguridad sefialadas en los incisos del punto IV.
MEDIDAS Y PROCEDIMIENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD Y DE BIOSEGURIDAD de esta
solicitud, y dadas las caracteristicas fenotipicas, fenolégicas y reproductivas del cultivo del
algoddn (que no se modifican en el algodén B2RF), el cruzamiento de variedades tetraploides
de B2RF con especies silvestres diploides resulta altamente improbable. Aunque el
cruzamiento natural es posible, el algodon es normalmente considerado un cultivo que se
autopoliniza (Niles y Feaster, 1984).

Basados en la estructura floral, no existen barreras morfolégicas a la polinizacion
cruzada. Sin embargo, el polen es pesado y pegajoso y su dispersion por el viento es muy
limitada. El polen se puede transferir por insectos, en particular abejas silvestres, abejorros y
abejas mieleras. Sin embargo, las especies silvestres del género Gossypium son diploides,
mientras que las variedades cultivadas de Gossypium hirsutum y G. barbadense son
tetraploides. Esta diferencia de ploidia dificulta los entrecruzamientos, ya que pocas especies
diploides producen semillas hibridas cuando son polinizadas con polen de algodén tetraploide.

Literatura reciente sobre algodon muestra que la frecuencia de polinizacion cruzada
disminuye al aumentar la distancia de la planta a la fuente de polen. McGregor (1976) rastre6 el
movimiento de polen por medio de marcaje con particulas fluorescentes y encontré que, incluso
entre flores localizadas a 150-200 pies de un campo de algodén rodeado de numerosas
colonias de abejas para asegurar una buena oportunidad de transferencia de polen, las
particulas se detectaron solo en 1.6% de las flores.
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En caso de presentarse polinizacion efectiva (el polen del algodéon sélo es viable
durante 24 horas y presenta poca capacidad de dispersioén), las plantas hibridas triploides
resultantes no podrian propagarse. Esto porque aunque usualmente crecen y desarrollan
terminaciones florales, no forman polen viable debido a que los pares estan desbalanceados y
a la segregaciéon de los cromosomas. Esto es de gran importancia porque en la evolucién de
las plantas, la ploidia se ha incrementado a partir de tales hibridaciones y se ha establecido que
el Gossypium tetraploide (algodon cultivado) se origind de esta manera. Sin embargo, las
observaciones empiricas indican que el proceso en este género es extremadamente raro y esta
ejemplificado por una sola ocurrencia.

Todas las especies conocidas de Gossypium diferentes a las tetraploides poseen el
mismo numero de cromosomas (n=13). No se ha generado en la naturaleza otra ploidia en este
género que haya sobrevivido hasta nuestros dias. Esto es particularmente importante para
México debido a que las especies tetraploides y diploides han coexistido por mas de un millén
de anos (Wendel, 1989) y no se tienen registro de especies hexaploides, lo cual apoya la baja
probabilidad de entrecruzamiento del algoddn cultivado con sus parientes silvestres.

Las consecuencias ambientales de la transferencia de polen del evento B2RF a otros
algodones son consideradas despreciables debido a la limitada movilidad del polen del
algododn, la inocuidad de las proteinas introducidas y la falta de cualquier ventaja selectiva
conferida en la planta de algoddén receptora. Se estima que el flujo génico interespecifico ocurra
a niveles muy bajos, disminuyendo rapidamente a casi cero con el incremento de la distancia
entre la fuente de polen y los receptores. En general, el potencial de entrecruzamiento con
parientes silvestres es poco probable debido al relativo aislamiento de la distribucion de
especies del genero Gossypium, diferentes sistemas de cruzamiento e incompatibilidad
genética.

Finalmente, el evento B2RF (MON-15985-7 x MON-88913-8) no exhibe ninguna
caracteristica fenotipica que pudiese incrementar su supervivencia en habitats no agricolas, o
en areas fuera del rango geografico de la produccion de algodén. En el caso remoto caso de
que se llegasen a formar hibridos entre este evento y parientes silvestres, la introduccién de la
caracteristica de tolerancia a glifosato a especies en habitats no agricolas no conferiria ventaja
competitiva alguna, dado que la tecnologia funciona como una proteccién ante estimulos
externos como la presién de insectos y aplicaciones de glifosato, en cuya ausencia no habria
resultados visibles en comparacion con algodén convencional (Ver Carpeta de Reportes
USDA).

No se permitira el acceso a los predios donde se establezcan los estudios
experimentales a ninguna persona que no esté debidamente acreditada por Monsanto.
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IV.b.3. Medidas para la erradicacion del OGM en zonas distintas a las permitidas

La siembra de algodén B2RF se realizara unicamente en las zonas autorizadas por la
Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV) y no se sembrara algodén B2RF en las zonas
pertenecientes a ninguna Area Natural Protegida.

Por otro lado, los agricultores cooperantes firman una Licencia (ANEXO 21. Licencia
agricultores) para el uso de la tecnologia genética de Monsanto. Al firmar, el agricultor se
compromete a utilizar dicha tecnologia de conformidad con los términos y condiciones
establecidos en la GUIA TECNICA DE USO DE TECNOLOGIAS MONSANTO (ANEXO 20).

Uno de los pilares del programa de seguimiento y manejo responsable de tecnologias
(Stewardship) de Monsanto es el de proveer capacitacién a todas las personas involucradas
con el manejo organismos genéticamente modificados asi como soporte técnico a los
agricultores usuarios de cultivos biotecnolédgicos. Dichos entrenamientos y capacitaciones se
llevan a cabo mediante presentaciones en reuniones con personal técnico de
Monsanto, agentes aduanales, responsables de almacenes, distribuidores, despepites y
agricultores y/o mediante la distribucidon de materiales impresos conocidos como GUIAS
TECNICAS DE USO DE TECNOLOGIAS MONSANTO (ANEXO 20).

Adicionalmente y como parte de un programa continuo se llevan a cabo cursos de
capacitacion a todo el personal involucrado en el proceso de produccion sobre mejores
practicas agricolas, responsabilidades regulatorias, beneficios y uso responsable del algodén
biotecnolégico. En cada evento se genera un registro de asistencia que funciona como
evidencia y como memoria institucional.

Como parte de las actividades previas al ciclo de siembra de algodén PV-2012 en la
region de Tamaulipas Sur, se llevaran a cabo una serie de eventos que nos permitiran
asegurar que todos los involucrados en el manejo del algodéon GM estan al tanto del manejo
correcto asi como de sus responsabilidades para cumplir con los requisitos regulatorios.

Sin embargo, en caso de derrame accidental de semilla durante el transporte:

a) La empresa transportadora tendra indicaciones para que se recoja la semilla
derramada y mantengan el material bajo resguardo hasta que Monsanto sea
notificada.

b) Notificar a todas las personas autorizadas y con capacidad de decisiéon con
relacion al algodon B2RF.

c) Si es posible, hacer todos los esfuerzos por recuperar el material liberado y
destruirlo inmediatamente.

d) Se identifica plenamente el sitio del accidente y se establece un programa de
monitoreo por un periodo de un afo para identificar la presencia de plantulas y
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proceder a su destruccion inmediata por métodos mecanico o quimico
(herbicidas).
e) Se debe notificar a la autoridad competente acerca de la liberacién accidental.

Monsanto cuenta con un PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD, cuyo objetivo principal es
el de proveer los lineamientos de las mejores practicas y recomendaciones generales para el
transporte, manejo, evaluacién y disposicion de materiales Genéticamente Modificados (GM);
este documento se proporciona en esta solicitud y esta a la disposicion de los involucrados en
las evaluaciones de algodon.

Durante todas las operaciones necesarias para el manejo de la tecnologia B2RF, tanto
antes, durante y después de las actividades agricolas, se aplicaran las medidas de
bioseguridad descritas en el Protocolo de Bioseguridad para Organismos Genéticamente
Modificados (OGM) (ANEXO 19. PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD GENERAL).

IV.b.4. Medidas para el aislamiento de la zona donde se pretenda liberar el OGM

La semilla de algodon B2RF se sembrara en campos de agricultores participantes en la
Etapa Experimental y las practicas culturales y agrondmicas se realizaran siguiendo las
practicas comerciales de produccién de algodén y/o las guias técnicas para el cultivo del
algodonero desarrolladas por investigadores del INIFAP en la region (Tabla 5). Ademas el
transporte desde las aduanas hasta el productor se realizara en estricto apego a los
lineamientos del PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD GENERAL (ANEXO 19).

Por otro lado, la produccién algodonera (GM y convencional, sin distincion) se lleva a
despepites para obtencion de la fibra y las semillas se destinan a obtencién de aceite y/o pasta
empleada como suplemento alimenticio en nutricion animal. Ademas, como medida de
bioseguridad, se realizan monitoreos de plantas voluntarias y se eliminan por métodos
mecanicos o quimicos, disminuyendo de esta manera la posibilidad de intercambio. Por lo
tanto, juzgamos que no es necesario aislar los predios, ya que la tecnologia ha demostrado su
seguridad en estudios de laboratorio y en los programas agronémicos conducidos en las
regiones algodoneras de México y el mundo.

Page 123 of 146



INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON BOLLGARD®II/SOLUCION FAENA FLEX® (MON-15985-7 x MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR CICLO PRIMAVERA — VERANO 2012.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

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

La semilla de algodon B2RF se sembrara en campos de agricultores participantes en el
programa experimental y las practicas culturales y agronémicas se realizaran siguiendo las
practicas comerciales de produccién de algodén y/o las guias técnicas para el cultivo del
algodonero desarrolladas por investigadores del INIFAP en la region (Tabla 5). Ademas el
transporte desde las aduanas hasta el productor se realizara en estricto apego a los
lineamientos del PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD GENERAL (ANEXO 19).

Por otro lado, las lineas de algodon B2RF han sido modificadas genéticamente para
expresar las proteinas Cry1Ac y Cry2Ab de Bacillus thuringiensis y CP4 EPSPS de
Agrobacterium tumefaciens cepa CP4. Estas proteinas les confieren resistencia a insectos
lepidopteros y tolerancia al herbicida glifosato, respectivamente. Antes de introducir las
variedades de algodén B2RF al mercado se han estudiado exhaustivamente en relacion a su
inocuidad para el consumo humano y animal. Las instituciones responsables de esta
evaluacion en los Estados Unidos (USDA-APHIS, FDA, EPA) y México (Secretaria de Salud)
han dictaminado la inocuidad del algodén B2RF y aprobado su consumo humano y animal.

En estos paises, Monsanto ha presentado las evidencias cientificas que demuestran
que los productos derivados del algodon B2RF son sustancialmente equivalentes en
composicion, propiedades funcionales, nutricionales y de seguridad en relacion a los derivados
de las variedades de algoddén convencionales y difieren unicamente en su resistencia a
insectos lepidépteros y su capacidad de tolerar la accidon del herbicida glifosato. Asimismo,
Monsanto (el promovente) cuenta con autorizacion por parte de la Secretaria de Salud para
comercializar la semilla de algodén B2RF para su procesamiento industrial y para consumo
humano y/o alimentacién de ganado (ANEXO 22. Permiso de Secretaria de Salud para
B2RF).

IV.b.6. Métodos de limpieza o disposicion final de los residuos de la liberaciéon

a) Cosecha del algodén Bollgard®Il/Soluciéon Faena Flex® (B2RF).

El algodon B2RF sera cosechado como tradicionalmente se ha hecho por productores
de algododn, ya que se ha demostrado que no existen diferencias en componentes agronémicos
y calidad entre el algodén B2RF y convencional. Monsanto cuenta con autorizacion por parte
de la Secretaria de Salud para comercializar la semilla de algodon B2RF para su
procesamiento industrial y/o alimentacién de ganado.
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Las lineas de algoddn B2RF han sido modificadas genéticamente para expresar las
proteinas Cry1Ac, Cry2Ab y CP4 EPSPS de las bacterias Bacillus thuringiensis y
Agrobacterium sp. cepa CP4, respectivamente, lo cual les confiere resistencia a insectos
lepiddpteros y tolerancia al herbicida FAENA FUERTE CON TRANSORB®. Antes de introducir
las variedades de algodén B2RF al mercado se han estudiado exhaustivamente en relacion a
su inocuidad para el consumo humano y animal. Las instituciones responsables de esta
evaluacion en los Estados Unidos (USDA-APHIS, FDA, EPA) y México (Secretaria de Salud)
han dictaminado la inocuidad del algodon B2RF y aprobado su consumo humano y animal. En
estos paises, Monsanto ha presentado las evidencias cientificas que demuestran que las
variedades de algodon B2RF son substancialmente equivalentes en composicion, propiedades
funcionales, nutricionales y de seguridad en relaciéon a los derivados de las variedades de
algoddén convencionales y difieren Unicamente en su resistencia a insectos lepidépteros y su
capacidad de tolerar la accion del herbicida Faena Fuerte con Transorb®.

b) Manejo de cosecha.

Las empresas despepitadoras firmaran un convenio en los mismos términos que los
agricultores para que la semilla de algodén B2RF cosechada no sea enajenada a terceros y se
destine a su procesamiento industrial o alimentacion de ganado. Despepites autorizados en la
regién de Tamaulipas (Cuadro 3):

Cuadro 3. Despepites autorizados para la region de Tamaulipas Sur.

Region Despepite Direccion Latitud Longitud
Unioén de Carretera 120, km 92, Ejido
Tamaulipas Algodoneros las Alvaro obregon, Valle 25.57267 -97.81892
Yescas Hermoso, Tamaulipas. C.P.
87500

c) La industrializacién de la semilla de algodén.

Cuando el algododn llega a la planta beneficiadora, ésta inmediatamente es pesada para
saber la cantidad de algodon entregada por cada productor, que debe llegar con un maximo del
11% de humedad, el algoddn en este estado se le llama algoddn rama, que es depositado en
bodegas, luego, éste a través de tuberias llega a la desmotadoras, las cuales son alimentadas
por tornillos sin fin, la maquina desmotadora separa casi completamente la fibra de la semilla,
luego la fibra es compactada para formar pacas, de un peso que varia entre los 181.81 y
227.27 kg, luego se clasifican las fibras de las pacas de acuerdo a la calidad (en base a la
elasticidad, grosor y largo de la fibra), el rendimiento para convertir algodén rama en algodén
oro, es aproximadamente de 113.63 - 119.54 kg de algodon rama para 45.45 kg de algodon
oro.
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La semilla esta recubierta por una vellosidad llamada linter, la semilla con linter es
vendida para consumo animal, cuando es separado el linter de la almendra el linter es utilizado
para la elaboracién de colchones, almohada, etc., y de la almendra se extrae el aceite
comestible, obteniendo también como resultado, la torta de semilla de algodon.

Otro de los aprovechamientos de la planta del algodon, es la extraccion de aceite de la
semilla. Dentro de cada capullo de algoddn se localizan de seis a diez semillas, cuyo peso es
de alrededor de las dos terceras partes del peso total del capullo. Los productos obtenidos en
promedio durante el proceso de extraccion de aceite son: aceite 16.5%, pasta o harinolina
45.5%, cascarilla 25%, borra 8% y materia desechable 5%.

d) Manejo de los restos del cultivo.

Los restos de las plantas de algoddn son eliminados después de la cosecha mediante
una practica cultural conocida como desvare, en el marco de las acciones de la campana
contra plagas del algodonero coordinadas por la SAGARPA. Esta practica tiene como objetivo
eliminar posibles larvas invernantes de gusano rosado y adultos de picudo del algodoén
presentes en los restos de las plantas de algodoén. La practica de desvare es obligatoria para
todos los agricultores.

V. ANTECEDENTES DE LIBERACION DEL OGM EN OTROS
PAISES, CUANDO ESTO SE HAYA REALIZADO, DEBIENDO
ANEXAR LA INFORMACION PERTINENTE CUANDO ESTA SE
ENCUENTRE AL ALCANCE DEL PROMOVENTE

V.a. Descripcion de la zona en donde se realizé la liberacion

El evento de algodon B2RF se ha liberado y se han realizado cientos de ensayos de
campo llevadas a cabo desde 2002 a la fecha, en Australia, Argentina, Brasil, Colombia, India,
Sudafrica, Estados Unidos (incluyendo Puerto Rico) y México, para probar sus caracteristicas
agrondomicas, parametros fenotipicos y eficacia. El evento B2RF se produjo cruzando algodoén
B2 (MON-15985-7) con algodon RF (MON-88913-8) mediante métodos tradicionales de
fitomejoramiento (http://cera-gmc.org/).
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El algodén biotecnolodgico B2RF ha sido liberado en las regiones algodoneras del norte
de México durante varios ciclos agricolas (Tabla 7). A continuacion se resumen las liberaciones
de esta tecnologia en las diferentes regiones.

Tabla 7. Permisos de liberacion al ambiente correspondientes a los ciclos agricolas en los que se ha
liberado la tecnologia RF en las regiones agricolas del norte de México.

PERMISO NUMERO DE FECHA DE
AUTORIZACION AUTORIZACION

Region del Sur de Sonora
Certificado fitosanitario de
liberacion al ambiente 776 25/02/2004
(experimental)
Certificado fitosanitario de
liberacion al ambiente 6415 16/12/2004
(experimental)
Permiso de liberacion al

ombiente (experimental) B00.01.04.- 13595 19/12/2007
Permiso de liberacion al

ambionto (experimental) B00.01.04.- 7541 16/01/2009
Permiso de liberacion al | g4 04 03.02.01.- 0177 19/01/2010
ambiente (piloto)

Permiso de liberacion al | 544 4 03 02.01.- 11710 20/12/2010

ambiente (piloto)
Regidn del Valle de Mexicali y San Luis Rio Colorado
Certificado fitosanitario de
liberacion al ambiente 776 25/02/2004
(experimental)
Certificado fitosanitario de
liberacion al ambiente 6415 16/12/2004
(experimental)
Permiso de liberacion al

ambiente (experimental) B00.01.04.- 1517 14/02/2008
Permiso de liberacién al

ambiente (experimental) B00.01.04.- 7540 18/12/2008
Permiso de liberacion al

ambiente (piloto) B00.04.03.02.01.- 01317 05/03/2010
Permiso de liberacion al | g4 04 03 02.01.- 0603 4/02/2011

ambiente (piloto)
Region del Norte de Tamaulipas
Certificado fitosanitario de
liberacion al ambiente 776 25/02/2004
(experimental)
Certificado fitosanitario de
liberacion al ambiente 6415 16/12/2004
(experimental)
Permiso de liberacion al

s (oxpormmontal) B00.01.04.- 02395 7/03/2008
Permiso de liberacion al

e toxorimental) B00.01.04.- 01116 18/02/2009
Permiso de_liberacion al | gog 04 03.02.01.- 0605 4/02/2011

ambiente (piloto)
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Region de la Comarca Lagunera
Certificado fitosanitario de
liberacion al ambiente 776 25/02/2004
(experimental)
Certificado fitosanitario de
liberacion al ambiente 6415 16/12/2004
(experimental)
Permiso de liberacion al

ambiente (experimental) B00.01.04.-0039 04/04/2007
Eﬁrg?éi?ed&ﬂi‘ii?ﬁlﬁﬂé'n B00.01.04.-1446 11/02/2008
z;rt;?eifﬁed&:izfr?ﬂg’;taa'l) B00.04.03.02.01.-1123 18/02/2009
z;rt‘)?;?e ?;"o"ta?radé” | B00.04.03.02.01-1898 24/03/2010
Permiso de liberacion al | g4 04 03 02.01.- 0606 4/02/2011

ambiente (piloto)
Regidn del Estado de Chihuahua
Certificado fitosanitario de
liberacion al ambiente
(experimental)
Certificado fitosanitario de
liberacion al ambiente 6415 16/12/2004
(experimental)
Permiso de liberacion al

776 25/02/2004

ambiente (experimental) B00.01.04.- 03811 17/04/2007
zﬁrgréi?ed&liiﬁﬁﬁﬂﬁ,) B00.01.04.- 02394 03/03/2008
E;ﬁ;i?ed&llﬁ‘:ﬁﬂ‘;:tﬂ,) B00.04.- 1121 18/02/2009
Zﬁrg?;?,?ed(ep'i‘f;iﬁj‘:“"” a B00.04.- 1970 25/032010
Permiso de tberacion al B00.04.03.02.01.- 1373 25/02/2011

ambiente (piloto)
Region del Norte de Sonora
Certificado fitosanitario de
liberacion al ambiente 776 25/02/2004
(experimental)

Certificado fitosanitario de
liberacion al ambiente 6415 16/12/2004
(experimental)

Permiso de Liberacion al

Ambiente (experimental) B00.01.04.-05807 31/05/2007
Permiso de Liberacion al
Ambiente (experimental) B00.01.04.-01516 14/02/2008
Permiso de Liberacion al
Ambiente (experimental) B00.04.-1118 03/03/2009
Permiso de liberacion al B00.04.03.02.01.- 1376 25/02/2011

ambiente (piloto)
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V.b. Efectos de la liberacion sobre la flora y fauna

Los estudios sobre comportamiento agronémico, caracterizacion bioquimica y
caracteristicas fenotipicas y fenolégicas del algodén biotecnolégico B2RF, realizados en las
zonas algodoneras del norte de México desde 2004 a la fecha, demuestran que ninguno de los
atributos reproductivos, capacidad de supervivencia o latencia se modifica como resultado de
las caracteristicas conferidas por la modificacion genética. Esto debido a que las unicas
caracteristicas nuevas son la resistencia a lepidopteros y tolerancia a glifosato, producto de la
insercion de las proteinas Cry1Ac, Cry2Ab y CP4 EPSPS. En este sentido, las plantas de
algodén B2RF no son diferentes de las plantas convencionales, que a su vez también son
completamente dependientes del hombre y no pueden prosperar por si mismas dadas sus
limitaciones de dispersion de polen y semilla.

Por otro lado, las proteinas Cry1Ac, Cry2Ab y CP4 EPSPS no tienen efecto sobre el
metabolismo normal de la planta y no se espera que la expresion de las caracteristicas
acumuladas produzca efectos interactivos o sinérgicos porque involucran distintos mecanismos
de accion. Asi, la proteina CP4 EPSPS pertenece a la familia de las sintasas EPSPS,
involucradas en la ruta bioquimica del shikimato para la produccion de aminoacidos aromaticos
en los cloroplastos de las plantas tolerantes al glifosato. Por otro lado, las proteinas Cry son
proteinas insecticidas selectivas que actuan en el intestino de los insectos blanco (lepiddpteros)
e interactian con receptores especificos, que no estan presentes en las células epiteliales del
intestino de humanos, peces, aves e insectos no blanco. Estas proteinas estan localizadas en
lugares diferentes en la célula, las proteinas CP4 EPSPS y Cry2Ab se localizan en los
cloroplastos mientras que Cry1Ac en el citoplasma.

No se espera que las caracteristicas de proteccién contra insectos y de tolerancia a
glifosato otorguen al algodén ventajas adaptativas en habitats naturales, en condiciones
naturales 6 dentro de un agroecosistema. La similitud de las caracteristicas de las plantas
B2RF con el algodon convencional se ha ratificado durante varios afios en ensayos de campo,
y programas comerciales donde se han autorizado, lo que nos permite concluir que no existen
ventajas adaptativas o un mayor potencial de convertirse en plaga en los mencionados
eventos como consecuencia de la modificacién genética (Ver carpeta de Reportes USDA
y el CD entregado junto con este documento con informacién relativa al “Estudio de los
posibles riegos que la liberacion de OGM’s pudieran causar a la Sanidad vegetal”).

Las caracteristicas reproductivas no han sido alteradas en el evento apilado B2RF, ni
en los eventos individuales B2 y RF, a partir de los cuales se ha obtenido mediante
cruzamiento convencional, como consecuencia del proceso de transformacién ni como
consecuencia del proceso de apilamiento de las caracteristicas introducidas mediante
cruzamiento convencional, cuando se los compara con el algodén convencional.

Page 129 of 146



INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON BOLLGARD®II/SOLUCION FAENA FLEX® (MON-15985-7 x MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR CICLO PRIMAVERA — VERANO 2012.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

Inocuidad de las proteinas introducidas Cry1Ac, Cry2Ab y CP4 EPSPS
Cry1Ac y Cry2Ab

Los unicos productos de algoddn utilizados para alimento humano son el aceite de
semilla de algodéon y las fibras de algodén procesadas (National Cottonseed Products
Association, 1989). Los analisis de aceite refinado de semilla de algodon GM confirmaron que
no hay proteina detectable en aceite de semilla de algodén, a un limite de deteccion para el
ensayo de 1.3 ppm de proteina total. Esto es consistente con otros informes que concluyen
sobre la ausencia de proteina en aceite de semilla de algodon (Cottonseed Oil, 1993). Los
analisis de fibras procesadas también confirmaron que no habia proteina detectable (Sims et
al., 1996). Por lo tanto, el consumo humano significativo de las proteinas Cry1Ac y Cry2Ab
presentes en las variedades de algoddon B2 es extremadamente improbable. Ademas, pruebas
directas con individuos alérgicos a proteinas contenidas en la harina derivada de cultivos
oleaginosos (ej. soya, cacahuete y girasol) con el aceite de estos respectivos cultivos, han
establecido que el aceite refinado no produce una respuesta alérgica (Bush et al., 1985; Halsey
et al., 1986; Taylor et al., 1981). Esto es consistente con la ausencia de proteina detectable en
el aceite (Tattrie y Yaguchi, 1973). Esta informacion proporciona una base sélida para concluir
que el aceite de semilla de algodon B2 no causa preocupacion significativa sobre
alergenicidad, basandose en la falta de exposicion significativa a proteinas.

La ausencia de un impacto medioambiental significativo de la familia de proteinas Bt ha
sido demostrada a través del largo historial de uso seguro de productos microbianos de
aplicacion foliar. En todos los casos donde los efectos de las proteinas Bt han sido
determinados en organismos no blanco, las concentraciones a las cuales se establece el nivel
de efecto no observado (NOEL, por sus siglas en inglés) excedid por mucho la maxima
concentracion medioambiental de la proteina, indicando asi un riesgo bajo a los organismos no
blanco (Ver Carpetas de Organismos No blanco).

Se realizaron estudios para determinar si las proteinas Cry1Ac y Cry2Ab presentan un
riesgo para especies no blanco, incluyendo mamiferos, aves, peces, insectos y otros
invertebrados terrestres. Estas proteinas fueron sometidas a evaluaciones de toxicidad usando
los modelos animales de ratén (Mus musculus), codorniz (Colinus virginianus), bagre (Ictalurus
punctatus), lombriz de tierra (Eisenia fetida) y en cinco especies de invertebrados terrestres
benéficos que representan clases de insectos que pudieran estar expuestas a las proteinas
Cry1Ac y Cry2Ab del algodén biotecnoldgico: larvas y adultos de abejas (Apis mellifera),
colémbolo (Folsomia candida), crisopa (Chrysoperla carnea), mariquita (Hippodamia
convergens) y la avispa parasita (Nasonia vitripennis). Los resultados de estos estudios
muestran que Cry1Ac y Cry2Ab2 presentan riesgo minimo a estos insectos benéficos (ANEXO
13. Resumen de solicitud Bollgard® US EPA; ANEXO 14. Resumen de solicitud
Bollgard®Il US EPA).
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Las consecuencias medioambientales de la introduccién del evento de algodén B2RF
han sido consideradas y no existe razén para creer que tenga un impacto negativo en
organismos no blanco. Ademas, existe evidencia para pensar que este evento reducira el
impacto ambiental del cultivo del algodén mediante la reduccion de aplicaciones de insecticidas
sintéticos y del riesgo de desarrollo de resistencia en lepidopteros al Bt.

CP4 EPSPS

La bacteria Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 es un microorganismo presente
comunmente en el suelo y en la rizésfera de las plantas. Unicamente el gen cp4 epsps de esta
bacteria fue transferido para producir las lineas de algodoén tolerantes al herbicida Faena
Ultra®. La secuencia del ADN transferido y de la proteina producida es completamente
conocida y se encuentra presente en todas las plantas y en la mayoria de los microorganismos
gque comunmente son parte de nuestra dieta, y no existe evidencia de que esta proteina pueda
causar algun efecto negativo en la salud humana o de cualquier otro vertebrado.
Adicionalmente, no se espera que los humanos estén expuesto a la proteina CP4 EPSPS
expresada por el algodon B2RF, ya que el aceite derivado del algodén utilizado para el
consumo humano no contiene esta proteina (Fuchs, 1994).

La proteina CP4 EPSPS no presenta homologia con las secuencias de aminoacidos de
las proteinas toxicas y alergénicas de las bases de datos Pir Protein, Swissprot (Bairoch y
Boeckmanm, 1993) y Genpept (Benson et al., 1993). La secuencia de aminoacidos o regiones
de alta homologia entre dos o mas proteinas puede proveer informacién importante sobre la
actividad biologica de una proteina. Es decir, la secuencia de aminoacidos puede proveer
informacion acerca de las propiedades estructurales, hidrofébicas e hidrofilicas,
inmunogenicidad, estabilidad y la posible funcion de la proteina identificada. El uso de bases de
datos ha demostrado ser una excelente herramienta para predecir la funcion biolégica de
proteinas desconocidas. La secuencia de la proteina CP4 EPSPS fue comparada con las
secuencias peptidicas identificadas como “alérgenos” y “toxinas” de todas las bases de
proteinas disponibles para identificar si la proteina CP4 EPSPS tiene alguna homologia con
alérgenos o toxinas. Los resultados muestran que no existe ninguna homologia significativa
entre las secuencias de los alérgenos y toxinas conocidas y la secuencia de la proteina CP4
EPSPS. La conclusién de que esta proteina no es téxica esta apoyada en los resultados de
estudios de toxicologia aguda en ratones, donde no se encontré ninguna evidencia de efectos
toxicos en los animales de prueba cuando se administré una dosis de 572 mg/kg de la proteina
CP4 EPSPS (Naylor, 1993).
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La introduccién de variedades de algodon B2RF tolerantes al herbicida glifosato no
presenta ningun riesgo de provocar reacciones alérgicas. El aceite de la semilla de algodon es
el producto mas utilizado para el consumo humano y los analisis del aceite derivado de
variedades B2RF confirmaron que no existe proteina CP4 EPSPS detectable en el aceite para
uso industrial (Fuchs, 1994). Con base en estos resultados no se espera un consumo humano
significativo de esta proteina. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la proteina CP4
EPSPS no muestra homologia con ninguna de las secuencias de los alérgenos en las tres
bases de datos de proteinas actuales (Mitsky, 1993; Genpet, Pir protein y Swissprot) y, por lo
tanto, se concluye que la proteina CP4 EPSPS no presenta ningun potencial alergénico para
los humanos. Adicionalmente, la proteina CP4 EPSPS es rapidamente desnaturalizada por el
calor y la digestién enzimatica y acida en fluidos gastricos simulados (ANZFA, 2001b).

La proteina CP4 EPSPS purificada en dosis agudas de 572 mg/kg de peso corporal no
produjo efectos adversos en ratones. Esta dosis representa mas de 1000 veces el consumo
potencial previsto de CP4 EPSPS en alimentos derivados de todos los cultivos GM que
expresan esta enzima bajo desarrollo por Monsanto en ese tiempo (soya, papa, tomate, maiz)
(Harrison et al., 1996).

Las instituciones responsables de esta evaluacién en los Estados Unidos (USDA-
APHIS, FDA, EPA) y México (Secretaria de Salud) han dictaminado la inocuidad del algodén
B2RF y aprobado su consumo humano y animal.

Potencial como maleza

El algodon (Gossypium hirsutum L.) ha sido caracterizado extensivamente y tiene una
larga historia de produccién agricola segura. Las semillas son las unicas estructuras
supervivientes y es poco probable que el algodén sobreviva como maleza debido a que esta
especie ha sido el resultado de procesos de seleccion artificial dirigida (ver el punto I,
Caracteristicas fenotipicas, en este reporte).

La informacion colectada a través de estudios de campo en México y otros paises,
indica que el desempefo agrondmico del evento B2RF es similar al de la linea parental
convencional. A través de esta informacién se ha concluido que dicho evento no presenta
ningun riesgo adicional de convertirse en maleza, con respecto al cultivo convencional (Ver
carpeta de Reportes USDA).

Baker (1965) desarrollé un consenso general respecto a los rasgos comunes de
malezas: ciclo anual, alta produccion de semillas, alto porcentaje de germinacién y poca
dormancia, varias generaciones por afio, gran capacidad de dispersion y extrema
susceptibilidad a un herbicida en particular. El algodéon no posee estas caracteristicas de
maleza y se define tradicionalmente como un cultivo que se autopoliniza (Niles y Feaster,
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1984). Basados en la estructura floral de las plantas de algodén, no existen barreras
morfologicas a la polinizacion cruzada. Sin embargo, el polen es pesado y pegajoso y su
dispersion por el viento es muy limitada. Ademas, el polen del algodén sélo es viable durante
24 horas, lo cual presenta una barrera adicional a la reproduccion y confirma el inexistente
potencial de que el algodon se convierta en una maleza, ya que no cumple con las
caracteristicas de alta dispersion que poseen este tipo de plantas.

La falta de efectos no intencionales sobre la germinacion y dormancia, factores
predominantes que limitan el potencial de maleza, confirma que es improbable que B2RF se
convierta en maleza. Por otro lado, las consecuencias agronémicas de las plantas voluntarias
de algoddn serian minimas, ya que estas plantas se controlan faciimente por medios
mecanicos o por uno o varios herbicidas registrados para algodén.

Las consecuencias ambientales de la transferencia de polen de B2RF a ofros
algodones se consideran insignificantes debido a la limitada capacidad de movimiento del polen
de algodon, la seguridad de las proteinas introducidas, y la falta de ventajas selectivas
conferidas a la planta receptora. Sélo se esperaria transferencia de genes a otros algodones
cultivados y en ese caso, en los niveles bajos, biologicamente normales para Gossypium
hirsutum. Por lo tanto su capacidad de convertirse en maleza es nula.

El algodén B2RF es fenotipicamente igual que los algodones convencionales, tanto en
México como en otras regiones del mundo. Los estudios sobre comportamiento agronémico,
caracterizacion bioquimica y caracteristicas fenotipicas y fenoldgicas realizadas en las regiones
algodoneras del norte de México desde 2004 a la fecha, demuestran que ninguno de los
atributos reproductivos, capacidad de supervivencia o latencia se modifica como resultado de
las caracteristicas conferidas por la modificacién genética.

No se espera que las caracteristicas de proteccidn contra insectos y de tolerancia a
glifosato otorguen al algoddén ventajas adaptativas en habitats naturales, en condiciones
naturales o dentro de un agroecosistema. La similitud de las caracteristicas de las plantas
biotecnoldgicas con el algoddn convencional se ha ratificado durante varios afos en ensayos
de campo y programas comerciales donde se han autorizado, lo que nos permite concluir que
no existen ventajas adaptativas o un mayor potencial de convertirse en plaga en este evento
como consecuencia de la modificacién genética.

Debido a lo anterior, el algodon B2RF (MON-15985-7 x MON-88913), no es
considerado como una maleza y no representa un riesgo de convertirse en maleza mas
alla de lo que representarian los algodones convencionales.
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Potencial de flujo génico

Aunque el cruzamiento natural es posible, el algodon es normalmente considerado un
cultivo que se autopoliniza (Niles y Feaster, 1984). Basados en la estructura floral, no existen
barreras morfolégicas a la polinizacién cruzada. Sin embargo, el polen es pesado y pegajoso y
su dispersiéon por el viento es muy limitada. El polen se puede transferir por insectos, en
particular abejas silvestres, abejorros y abejas mieleras.

Literatura reciente sobre algodén muestra que la frecuencia de polinizacion cruzada
disminuye al aumentar la distancia de la planta a la fuente de polen. McGregor (1976) rastreé el
movimiento de polen por medio de marcaje con particulas fluorescentes y encontré que, incluso
entre flores localizadas a 150-200 pies de un campo de algodéon rodeado de numerosas
colonias de abejas para asegurar una buena oportunidad de transferencia de polen, las
particulas se detectaron sélo en 1.6% de las flores.

Dadas las caracteristicas fenotipicas, fenolégicas y reproductivas del cultivo del algodén
(que no se modifican en el algoddn B2RF), el cruzamiento de variedades tetraploides de B2RF
con especies silvestres diploides resulta altamente improbable. Ademas, esta diferencia de
ploidia dificulta los entrecruzamientos, ya que pocas especies diploides producen semillas
hibridas cuando son polinizadas con polen de algodon tetraploide.

En caso de presentarse polinizacion efectiva (el polen del algodén sélo es viable
durante 24 horas y presenta poca capacidad de dispersién), las plantas hibridas triploides
resultantes no podrian propagarse. Esto porque aunque usualmente crecen y desarrollan
terminaciones florales, no forman polen viable debido a que los pares estan desbalanceados y
a la segregaciéon de los cromosomas. Esto es de gran importancia porque en la evolucién de
las plantas, la ploidia se ha incrementado a partir de tales hibridaciones y se ha establecido que
el Gossypium tetraploide (algoddn cultivado) se origind de esta manera. Sin embargo, las
observaciones empiricas indican que el proceso en este género es extremadamente raro y esta
ejemplificado por una sola ocurrencia.

Finalmente, todas las especies conocidas de Gossypium diferentes a las tetraploides
poseen el mismo numero de cromosomas (n=13). No se ha generado en la naturaleza otra
ploidia en este género que haya sobrevivido hasta nuestros dias. Esto es particularmente
importante para México debido a que las especies tetraploides y diploides han coexistido por
mas de un millén de afos (Wendel, 1989) y no se tienen registro de especies hexaploides, lo
cual apoya la baja probabilidad de entrecruzamiento del algodon cultivado con sus parientes
silvestres.
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Las consecuencias ambientales de la transferencia de polen del evento B2RF a otros
algodones es considerada despreciable debido a la limitada movilidad del polen del algodén, la
inocuidad de las proteinas introducidas y la falta de cualquier ventaja selectiva conferida en la
planta de algodén receptora. Se estima que el flujo génico interespecifico ocurra a niveles muy
bajos, disminuyendo rapidamente a casi cero con el incremento de la distancia entre la fuente
de polen y los receptores. En general, el potencial de entrecruzamiento con parientes silvestres
es poco probable debido al relativo aislamiento de la distribucion de especies del genero
Gossypium, diferentes sistemas de cruzamiento e incompatibilidad genética.

El evento B2RF (MON-15985-7 x MON-88913-8) no exhibe ninguna caracteristica
fenotipica que pudiese incrementar su supervivencia en habitats no agricolas, o en areas
fuera del rango geografico de la producciéon de algodén. En el caso remoto de que se llegasen
a formar hibridos entre este evento y parientes silvestres, la introduccién de la caracteristica de
tolerancia a glifosato a especies en habitats no agricolas no conferiria ventaja competitiva
alguna, dado que la tecnologia funciona como una proteccién ante estimulos externos como la
presion de insectos y aplicaciones de glifosato, en cuya ausencia no habria resultados visibles
en comparacion con algodén convencional (Ver Carpeta de Reportes USDA).

V.c. Estudio de los posibles riesgos de la liberacion de los OGMs
presentado en el pais de origen (descripcion de las medidas y
procedimientos de monitoreo de bioseguridad)

El algodén B2RF fue desarrollado utilizando métodos de cruzamiento convencional a
partir de variedades de algoddén que expresan los genes Bollgard®Il (MON-15985-7) y Solucion
Faena Flex® (MON-88913-8) de manera independiente, por lo tanto posee los genes cry1Ac,
cry2Ab y cp4 epsps y expresa las proteinas Cry1Ac, Cry2A y CP4 EPSPS provenientes de las
lineas parentales B2 y RF. Estas proteinas le confieren resistencia a insectos lepiddpteros y
tolerancia la herbicida glifosato.

En Estados Unidos, pais de origen, se han realizado estudios acerca de la seguridad de
la liberacién del algoddn biotecnoldgico evento B2RF y se han sometido documentos con los
resultados a la Agencia de Proteccion Ambiental de dicho pais (EPA, Environmental Protection
Agency, por sus siglas en inglés) y a la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA,
Food and Drug Administration, por sus siglas en inglés), en los cuales se expone la seguridad
ambiental y de consumo de las proteinas insertadas en el evento B2RF.
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Para la proteina Cry1Ac expresada en los algodones biotecnolégicos que contienen la
tecnologia Bollgard® o Bollgard®Il, se sometid informacion ante la EPA acerca de la
caracterizacion del gen cry71Ac y la proteina que expresa (Cry1Ac), niveles de expresion y
seguridad de la proteina para mamiferos, toxicidad para organismos no blanco y seguridad
ambiental de dicha proteina (ANEXO 13. Resumen de solicitud Bollgard® US EPA).

Para la proteina Cry2Ab expresada en los algodones biotecnolégicos que contienen la
tecnologia Bollgard®Il, se sometio informacién ante la EPA acerca de la seguridad de la
proteina Cry2Ab que incluyd estudios de caracterizacion y expresion de la proteina Cry2Ab,
digestién in vitro, similitud con secuencias de alérgenos y toxinas, analisis de toxicidad aguda
oral en ratones y consumo humano aproximado (ANEXO 14. Resumen de solicitud
Boligard®Il US EPA).

Para la proteina CP4 EPSPS expresada en los algodones biotecnologicos que
contienen la tecnologia Solucion Faena® o Solucién Faena Flex® (como B2RF), se sometio
informacion a la FDA acerca de la seguridad de la proteina CP4 EPSPS que incluyd estudios
de desarrollo del evento, caracterizacion y niveles de expresion de la proteina, consumo
aproximado, alergenicidad, similitud con secuencias de alérgenos y toxinas, simulaciones de
digestién gastrica in vitro, composicién proximal y nutricional (ANEXO 23. Evaluaciéon
Solucién Faena Flex® US FDA).

V.d. En caso de que el promovente lo considere adecuado. Otros estudios
o consideraciones en los que se analicen tanto la contribuciéon del OGM a
la solucion de problemas ambientales, sociales, productivos o de otra
indole

En los ANEXOS 13, 14 y 23 se discuten estudios muy completos acerca de lo
relacionado a la caracterizacion y seguridad del evento B2RF. Ademas, los estudios costo-
beneficio realizados en los programas experimentales y pilotos en las regiones algodoneras del
norte de México, demuestran el beneficio econdmico producto de la diferencia en rendimiento y
ahorros en aplicaciones de insecticidas, herbicidas y actividades culturales.
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V.e. En caso de importaciéon, copia legalizada o apostillada de las
autorizaciones o documentacién oficial que acredite que el OGM esta
permitido conforme a la legislacion del pais de origen

A continuacion se presenta la documentacién que acredita que el OGM esta permitido
en el pais de origen para su liberacion al ambiente:

a) Desregulacion del algodon Bollgard®Il (MON-15985-7 x MON-88913-8) por parte de la
Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés)
el 8 de septiembre de 2008 (ANEXO 24. Bollgard®Il EPA).

b) Desregulacion del algodon Bollgard®Il (MON-15985-7 x MON-88913-8) por parte de la
Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus
siglas en inglés) del 8 de septiembre de 2008 (ANEXO 25. Bollgard®Il FDA).

c) Desregulacion del algodén Bollgard®Il (MON-15985-7 x MON-88913-8) por parte del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés) del 8
de septiembre de 2008 (ANEXO 26. Bollgard®Il USDA).

d) Desregulacion del algodén Solucién Faena Flex® (MON-88913-8) por parte de la
Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus
siglas en inglés) del 8 de septiembre de 2008 (ANEXO 27. Soluciéon Faena Flex®
FDA).

e) Desregulacion del algodén Solucion Faena Flex® (MON-88913-8) por parte del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés) del 8
de septiembre de 2008 (ANEXO 28. Soluciéon Faena Flex® USDA).

VI. CONSIDERACIONES SOBRE LOS RIESGOS DE LAS
ALTERNATIVAS TECNOLOGICAS CON QUE SE CUENTE
PARA CONTENDER CON EL PROBLEMA PARA EL CUAL SE
CONSTRUYO EL OGM, EN CASO DE QUE TALES
ALTERNATIVAS EXISTAN

El algoddn biotecnolégico B2RF (MON-15985 x MON-88913-8) se produjo por medio de
cruza convencional a partir de los eventos Bollgard®Il (MON-15985-7) y Solucion Faena Flex®
(MON-88913-8). Por lo tanto posee las proteinas insertadas en cada linea parental. Las
proteinas Cry1Ac y Cry2Ab heredadas de Bollgard®Il le confieren la resistencia al ataque de
larvas de insectos lepidopteros; y la proteina CP4 EPSPS heredada de Solucion Faena Flex®
le confiere la tolerancia al herbicida de amplio espectro, glifosato.
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El algodon B2RF ofrece a los agricultores alternativas adicionales para aumentar la
eficiencia del control de maleza y del control de plagas blanco en el cultivo de algodén.
Hablando en general, B2RF no requiere cambios en las practicas agronémicas, sin embargo,
se esperan cambios especificos en las practicas respecto a los rasgos de resistencia a insectos
y tolerancia al herbicida glifosato. Estas caracteristicas proveen los beneficios del producto. Los
mayores beneficios del uso de la tecnologia B2RF para los productores son:

l. Control de un amplio espectro de especies de maleza: los herbicidas Roundup®
controlan de manera eficiente y segura la maleza de hojas anchas y gramineas, incluso las
especies resistentes a otros herbicidas (Franz et al., 1997).

Il. Mayor flexibilidad para el control de maleza: en los cultivos tolerantes a
glifosato, éste es aplicado sobre la maleza después de la emergencia del cultivo. Las
aplicaciones son necesarias solo cuando la infestacion de maleza alcanza niveles de dafio
economico, pudiendo reducir la productividad y la calidad del producto.

M. Alta compatibilidad con técnicas de conservacion de suelo: los beneficios del
barbecho, preparacién conservacionista de suelo, como plantio directo (Maschio, 2004;
Embrapa, 2003; Mello, 2002), incluyen la mejora de la calidad del suelo, el aumento de la
infiltracién de agua, la reduccién de la erosion y de sedimentos en las fuentes de agua, la
reduccion de la perdida de nutrientes y pesticidas para las aguas de superficie, la mejora del
habitat para la vida silvestre, la mejora de la retencién de carbono en el suelo, la reduccién del
uso de combustible y la utilizacion de practicas agricolas mas sustentables (Warburton y
Klimstra, 1984; Edwards et al., 1988; Hebblethewaite, 1995; Reicosky, 1995; Reicosky y
Lindstrom, 1995; Keeling et al., 1998; CTIC, 1998; CTIC, 2000).

V. Uso de un herbicida con bajo riesgo para la salud humana: en las condiciones
de uso de los productos registrados y en las recomendaciones técnicas, el glifosato no causa
efectos adversos sobre la salud humana (U.S. EPA, 1993; WHO, 1995; Williams et al., 2000).

V. Disminucién de los costos para el control de maleza: el costo del control
realizado con glifosato es competitivo en relacion al costo de opciones alternativas de control,
especialmente en funcién de la gran eficacia del control de maleza. Tanto grandes como
pequenos productores se benefician de esta tecnologia de manera semejante.

V1. Reduccién de la necesidad de pulverizar insecticidas convencionales para el
control de las principales plagas de algodén, como Heliothis virescens, Pectinophora
gossypiella y Helicoverpa zea y otros insectos del orden Lepidoptera. A través de la expresidon
de la proteina Cry1Ac y Cry2Ab, los algodones B2RF controlan los dafios causados por estos
insectos a lo largo de la temporada y proporciona un mayor rendimiento con un menor numero
de aplicaciones de insecticidas de amplio espectro.

VII. Una menor exposicion a los insecticidas reduce el riesgo para la salud humana.

Disminucién de los costos para el control de plagas blanco: el costo del control realizado
con la reduccidon en el uso de insecticidas en relacion al costo de opciones alternativas de
control. Tanto como pequenos productores se benefician de esta tecnologia de manera
semejante.
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Los resultados en paises donde el algodon es producido por pequefios productores
demuestran que esta tecnologia trae beneficios tanto para los pequefios agricultores, con
producciéon menos sofisticada, como también para los grandes agricultores, que practican una
produccion técnicamente mas avanzada.

Las alternativas al uso de los eventos biotecnolégicos de Monsanto son el uso de
insecticidas y herbicidas alternos con el impacto al ambiente que esto supone.

ViI. NUMERO DE AUTORIZACION EXPEDIDA POR SALUD
CUANDO EL OGM TENGA FINALIDADES DE SALUD PUBLICA
O BIORREMEDIACION

Se anexa la documentacion que acredita que las variedades de algodon
Bollgard®Il/Solucion Faena Flex® estdan permitidas para su industrializacién y consumo
humano en México (ANEXO 22. Permiso de Secretaria de Salud para B2RF).

VIII. LA PROPUESTA DE LA VIGENCIA PARA EL PERMISO Y LOS
ELEMENTOS EMPLEADOS PARA DETERMINARLA

La presente solicitud de liberacién al ambiente en ETAPA EXPERIMENTAL para el
organismo genéticamente modificado algodén B2RF (evento MON- 15985-7 x MON-88913-8)
contempla el ciclo Primavera — Verano de 2012 en la region agricola de Tamaulipas Sur.

La siembra de algodén B2RF esta sujeta al periodo oficial de siembra establecido por la
Delegacion Estatal de la SAGARPA. Por tal motivo, se solicita atentamente que la vigencia
del permiso no se asigne de acuerdo a una fecha especifica, sino que se adapte al periodo de
siembra que determine dicha entidad, tomando en cuenta como finalizacion del ciclo
agricola la etapa de despepite y asimismo se considere la entrega de reportes finales a
partir del altimo dia de despepite.
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A. La cantidad de semilla a movilizar (importar), la ruta, las
medidas de bioseguridad y condiciones de manejo durante el
transporte

Para el ciclo agricola PV-2012 en la region Tamaulipas Sur se solicitan 25,000
hectareas y 359,375 kg de semilla de algodén B2RF para sembrarse a una densidad de 14
kg/ha (Cuadro 2, pag. 85 de esta solicitud).

Ruta de movilizacion

Monsanto importa la semilla de algodén biotecnologico de Estados Unidos de Ameérica
de acuerdo a la cantidad especificada en el permiso correspondiente y se almacena en los
almacenes especificados en las solicitudes de permiso de liberacion al ambiente.

En ocasiones hay excedentes de semillas en algunas regiones y faltantes en
otras, por lo que solicitamos atentamente el poder movilizar y comercializar la semilla
entre los almacenes y regiones donde se hayan aprobado permisos para esta tecnologia
(B2RF) por la autoridad. Para esto la promovente proporcionard a la autoridad registros
actualizados de inventarios de semilla en las regiones donde se cuente con permiso de
liberacion al ambiente.

Lugar de origen de la semilla:

Delta & Pine Land Delta & Pine Land Delta & Pine Land Delta and Pine Land
100 Main St. Highway 70 15790 S. Highway 87  Co.
Scott, MS 38772 Aiken, TX 79221 Eloy, AZ 85231 610 2nd Street.

Indianola, MS 38751
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Destinos intermedios:

Agencias aduanales.

ADUANA DIRECCION MUNICIPIO LATITUD LONGITUD (-} LATITUD LONGITUD (-}
Aeropuerto Internacional Miguel
Hidalgo.Municipio de Tlajomulco de
1 GUADALAJARA Zuﬁiga. Guadalajara, Jal. CP 45659 Tlajomulco de Zuﬁiga 20°31'28.98"N 103°17'58.76"W 20.524717° |-103.299656°
Boulevard Miguel Alemdn Valdés esq.
Agustin, Millan, Col. San Pedro
Totoltepec, Toluca, Edo. De México. CP
2 TOLUCA 50200 Toluca 19°20°15.90"N 99°34'16.60™W 19.337750° |-99.571278°
Carretera Nuevo Laredo-Piedras
Negras Km. 12.5, Puente Internacional
3 NUEVO LAREDO de Comercio Mundial Nvo. Laredo Il |Nuevo Laredo 27°35'42.67"N 99°32'41.42"W 27.595186° |-99.544839°
Puente Internacional 2 “Judrez-
Lincoln”, Av. Leandro Valle y 15 de
junio, Plataforma Fiscal, Sector Centro,
Muevo Laredo, Tamps, CP 83000 MNuevo Laredo
Accion Civica y Divisidn del Morte s/n,
Col. Doctores. 87340, Matamoros
Tamps. Teléfonos: (01 868) 8 1101 01: 8
4 MATAMOROS 1101 30 Matamoros 25°52"47"N 97°30"15" W 25.879722° -97.504167°
Puerto Fronterizo Mogales Ill. Nuevo
Corredor Fiscal Km. 12, 84000, Nogales.
Son. Teléfonos: (01 631) 31103 01; 3 11
5 NOGALES 0302 MNogales 31°19'7"N 110° 56' 45" W 31.318611° |-110.945833°
BLVD. Abelardo L. Rodriguez. Col.
Alamitos, S/#. CP 21210. Teléfonos: (01
6 MEXICALI 686) 551-52-11 Mexicali
Seccidn Aduanera del Puente
Internacional Zaragoza Isleta S/MN Col.
7 CD. JUAREZ Waterfil , Cd. Judrez, Chih, Mexico Cd. Juarez Pendiente
Destino final:
Centros de distribucion para la region de Tamaulipas Sur.
Centro de
Region Distribucion Direccion Estado Latitud Longitud
MONSANTO
Mexicali, San Km. 12.5 Carretera islas
Luis Rio SAM Logistica Agrarias S/N, Col. Abasolo, Baja 32°38°4.91” N 115° 20’ 54.04” O
Colorado, Mexicali, Baja California, CP California
Sonora Norte 21600.
Comarca Accel Logistica Luis F. Garcia No. 279, Zona
Lagunera Industrial, Torreén, Coahuila, Coahuila 25°35'17.62” N 103°23 47.13” O
CP 27019.
Distribuidora Agricola Ave. Ferrocarril Norte #400 col.
Chihuahua Miller Lotes Urbanos, Cd. Delicias, Chihuahua 28°12°6.24 N 105°28' 7.18” O
Chihuahua, CP 33000.
Semillas y Carretera Internacional
Sonora Sur Agroproductos Km.1616, Zona Industrial, Los Sinaloa 25°47° 6.46” N 108° 53 43.78” O
Monsanto, S.A. de C.V. | Mochis, Sinaloa CP 81200.
Centro de Av. Lauro Villar Km. 7.5 Cd.
Tamaulipas Distribucion Industrial, Matamoros, Tamaulipas | 25° 50’ 29.82”" N 97° 26’ 43.27” O
Matamoros Tamaulipas CP 87499.
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Almacenes de distribuidores para la region de Tamaulipas Sur.

Regién Distribuidor Direccidn Latitud Longitud
MIRANDA ANTILLON Av. Ferrocarril Norte #400, Col.
Chihuahua ROBERTO (MILLER) Lotes Urbanos, Delicias, 28.201503 -105.468721
Chihuahua.
SEMILLAS Domicilio conocido, Col. El
Chihuahua PRODUCTIVAS, S.A. Oasis, Municipio de Ojinaga. 28.92701 -104.67381
DE C.V. (FERTIFUM)
ALGODONES Carretera Juarez — Porvenir
Chihuahua GUTIERREZ, S.A. DE Km. 45, Municipio de 31.41652 -106.1503
C.V. Guadalupe, Chihuahua.
Comarca SOCIEDAD Cuatrociénegas S/N, Parque
Lagunera COOPERATIVA Industrial Lagunero, Gémez 25.55623 -103.47279
AGROPECUARIA Palacios, Durango. CP 35070.
INSUMOS Carretera a San Luis Rio
Mexicali AGRICOLAS Colorado, crucero al Ejido 32.5457 -115.2123
BONATERRA, S.A. Nuevo Ledn, Col. Pélvora,
Mexicali, Baja California.
TECNIAGRO DEL RIO | Km. 21 Carretera San Luis —
Mexicali COLORADO, S. DE Riito, Ej. Lagunitas, San Luis 32.3538 -114.9224
R.L. Rio Colorado, Sonora.
AGROS DE CAJEME, Boulevard Norman Bourlaugh
Sonora Sur S.A.DE C.V. #1415 Sur. Cd. Obregén, 27.47869 -109.93193
Sonora.
Av. Francisco |. Madero No.
Tamaulipas JEMAGO 101 Col. Popular, Cd. Rio 25.98003 -98.07366
Bravo, Tamaulipas. CP 88980
TECNIAGRO DEL RIO | Km. 21 Carretera San Luis —
Sonora Norte COLORADO, S. DE Riito, Ej. Lagunitas, San Luis 32.3538 -114.9224
R.L. Rio Colorado, Sonora.
Oficina y Bodega: Blvd.
Macario Gaxiola No. 755-A Pte. N 25° 47 35.2” W 108° 58’ 29.9”
Fraccionamiento El Parque.
Los Mochis, Sin. C.P. 81200
Bodega Zona Industrial: Blvd.
AGROPRODUCTOS Topolobampo S/N Zona N 25°47 35.8” W 108° 57’ 10.6”
Sinaloa ALFER, S.A. DE C.V. Industrial Jiquilpan. Los Mochis,
Sin. C.P. 81255
Bodega Guasave: Av. Nifios
Héroes S/N Guasave, Sin. C.P. N 25° 34’ 43.1” W 108° 27’ 44.0”
81200
Bodega Culiacan: Ferrocarril
del Pacifico #12221 Aguaruto, 24.77354 -107.50769
Culiacan, Sin.
Sinaloa AGROSERVICIOS Oficina y Bodega: Blas
CASAS GRANDES, Valenzuela No. 51 Col. Centro. N 25° 34’ 3.1 W 108° 27’ 50.0”
S.A.DE C.V. Guasave, Sinaloa. C.P. 81000
Oficina y Bodega: Carretera a
El Dorado Sur No. 4625, N 24° 41’ 54.6” W 107° 26’ 40.8”
NUEVA Campo El Diez. Culiacan, Sin.
Sinaloa AGROINDUSTRIAS Bodega Los Mochis: Blvd.
DEL NORTE, S.A. DE Adolfo Lopez Mateos No. 2095 N 25° 34’ 38.1” W 108° 27’ 56.2”

C.V.

Nte. Col. Las Fuentes, Los
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Region Distribuidor Direccion Latitud Longitud

Mochis, Sin. C.P. 81223

Bodega Guasave: Blvd. Central

No. 1134, Col. Ejidal. Guasave, N 25° 34’ 38.1” W 108° 27’ 56.2”
Sin C.P. 81020
Oficina Los Mochis: Fuente de
Marte No. 375 Local 20 Los N 25° 48’ 29.8” W 108° 58’ 53.1”
INDUSTRIAL Mochis, Sin. C.P. 81223
Sinaloa ALGODONERA Bodega Zona Industrial:
COREREPE, S.A. DE Carretera Internacional México- N 25° 47 16.6” W 108° 53’ 43.5”
C.V. Nogales km 1,619.5 Los
Mochis, Sin.
DEL FUERTE Oficina: Av. Independencia No. Es sélo oficina
Sinaloa COTTON, S.A. DE C.V. | 1600, Col. Jardines del Valle

Bodega: Calle 0 y Carretera
Internacional. A. Ruiz Cortinez, N 25° 41’ 54 .4” W 108° 42’ 2.8”
Guasave, Sin.

Bodega: Carretera
Internacional y Calle 2. A. Ruiz N 25°42' 1.6” W 108° 42’ 3.2”
Cortinez, Guasave, Sin.

Transporte de la semilla

a)

b)

La semilla sera movilizada por via terrestre mediante camiones y para su manejo se
seguiran las medidas de bioseguridad descritas en el punto 1 (Transporte y
almacenamiento de material vegetal experimental modificado por ingenieria genética)
del PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD GENERAL PARA ORGANISMOS
GENETICAMENTE MODIFICADOS (OGM).

Las semillas de algodon B2RF seran transportadas en bolsas de papel resistentes a la
manipulacién, selladas para prevenir cualquier derrame desde el origen hasta las
bodegas y/o sitios autorizados para la liberacion al ambiente.

c) Al documentar los embarques de semilla, se haran todas las especificaciones

d)

pertinentes a la compania transportadora para que el material sea maniobrado con
cuidado y evitar rompimiento, mutilacion o dafio fisico de las bolsas. Los envases
(bolsas) estaran claramente identificados mediante etiquetas visibles. Para mayor
detalle ver el ANEXO 32. PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD GENERAL.

Los envases (bolsas) estaran claramente identificados mediante etiquetas visibles.
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Etiquetado de los envases

Todos los envases individuales estaran etiquetados con la siguiente informacion en

idioma espafiol:

Nombre comercial: Algodén Bollgard®Il/Soluciéon Faena Flex®.

Nombre del evento: MON 15985 x MON 88913

Identificador iunico OECD: MON-15985-7 x MON-88913-8.

Caracteristica: El algodén Bollgard®Il/Solucion Faena Flex® (MON-15985-7 x MON-
88913-8) se obtuvo mediante cruza convencional a partir de los eventos MON-15985-7
y MON-88913-8. El algodén Bollgard®Il/Solucion Faena Flex® contiene los genes
cry1Ac y cry2Ab de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki que le confieren resitencia al
ataque de insectos del complejo bellotero (Heliothis virescens Fabricius y Helicoverpa
zea Boddie), gusano rosado (Pectinophora gossypiella Saunders), gusano soldado
(Spodoptera exigua Hubner) y gusano cogollero (Spodoptera frugiperda Smith), y dos
copias del gen cp4 epsps de Agrobacterium sp. cepa CP4 que le confieren tolerancia al
herbicida glifosato.

Tipo de material que se envia: Semilla

Contenido neto: Dependiendo del tamano de la semilla, cada bolsa contiene 250,000
semillas con un peso que varia de 21 a 25 kg/bolsa.

Nombre, direccion y teléfono del proveedor de la semilla:

Si se utiliza un envase secundario (embalaje) éste también se etiquetara de manera

visible con la informacion del inciso anterior y especificara la cantidad de envases individuales
que contiene.

Documentacioén para el transporte de la semilla de algodén B2RF.

Lista de inventario de todos los envases, embalajes y materiales que se envian
especificando la fecha de envio.

Guia original de transporte especificando claramente la fecha de envio.

La guia de transporte y la lista de inventario debe enviarse via fax o correo electrénico a
la persona autorizada para recibir la semilla con anticipacién al envio.

El exportador debe mantener copias de todos los documentos que acompafian el envio,
incluyendo copia del permiso de importacion y del certificado fitosanitario internacional.
Todos los documentos relacionados con el transporte de la semilla de algodon B2RF
deben mantenerse bajo resguardo.

Recepcion de los materiales transportados.

a) Verificacién de la lista de inventario.

b) Los materiales deben mantenerse en un lugar seguro hasta que se confirme que
la lista de inventario enviada coincide fisicamente con los materiales recibidos.

c) Verificar el estado de los envases y confirmar que los sellos de seguridad no
fueron abiertos.
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d) En caso de que los envases hayan sido abiertos se debe comprobar que no se
haya perdido el material, verificando el peso o cantidad de semilla enviada®.

Medidas en caso de una liberacién accidental durante el transporte.

a)

g)

En caso de derrame accidental de semilla durante el transporte, la empresa
transportadora tendra indicaciones para que se recoja la semilla derramada y
mantengan el material bajo resguardo hasta que Monsanto sea notificada.

Notificar a todas las personas autorizadas y con capacidad de decision con relacion al
algodén B2RF.

Si es posible, hacer todos los esfuerzos por recuperar el material liberado y destruirlo
inmediatamente.

Se identifica plenamente el sitio del accidente y se establece un programa de monitoreo
por un periodo de un ano para identificar la presencia de plantulas y proceder a su
destruccion inmediata por métodos mecanico o quimico (herbicidas).

Se debe notificar a la autoridad competente acerca de la liberacion accidental.

Se deben documentar exhaustivamente todas las acciones anteriores incluyendo la
hora y la fecha de cada accion.

Informar a la autoridad competente sobre el plan de accién que se implementara.

Procedimiento para el almacenamiento de la semilla de algodén B2RF.

a)
b)

c)

El area destinada para almacenar la semilla de algodéon B2RF debe ser, identificada en
forma clara.

El area destinada para el almacenamiento de la semilla debe ser limpiada
exhaustivamente antes y después del periodo de almacenamiento.

Las entradas y salidas de material deben ser debidamente documentadas en el
inventario del almacén.

De esta manera, se minimizan los riesgos de liberaciones no deseadas. En caso de

ocurrir algun accidente o liberacién no deseada, Monsanto se compromete a informar a la
autoridad y a tomar las medidas correspondientes para mitigar dicha liberacion.

8 Cuando se trate de un OGM de importacién se debe considerar que en las inspecciones que realiza la SAGARPA en las aduanas
de entrada al pais generalmente se toman muestras para analisis fitosanitario.
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B. El diseino experimental que se llevara a cabo durante la
liberacion en fase experimental

Los protocolos que se han utilizado durante las evaluaciones experimentales en las regiones
algodoneras del norte de México son los siguientes:

1.- PROTOCOLO DE EVALUACION AGRONOMICA DE VARIEDADES DE ALGODON
(ANEXO 29).

2.- PROTOCOLO DE EVALUACION DE DINAMICA (DOMINANCIA Y FLUCTUACION) DE
MALEZA EN PLANTACIONES DE ALGODON GENETICAMENTE MODIFICADO EN
MEXICO (ANEXO 30).

3.- PROTOCOLO EXPERIMENTAL DE EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE
LEPIDOPTEROS BLANCO DE LA TECNOLOGIA BOLLGARD® Y BOLLGARD®II (ANEXO
31).
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