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I. Nombre, denominacidn o razén social del promovente y, en su caso, nombre del representante legal;

Promovente:
PHI México S.A. de C.V.

Representantes legales:

Ing. Juan José Virgen Suarez
L.C.P. Edgardo Garcia Vazquez
Lic. Maria de la Paz Galvan Alfaro
PHI México S.A. de C.V.

II. Domicilio para oir y recibir notificaciones, asi como el nombre de la persona o personas autorizadas para recibirlas;

Lic. Sandra Patricia Pifa Salinas

Gerente de Biotecnologia, Regulacion y Relaciones Industriales
PHI México, S.A. de C.V.

Carr. Guadalajara-Morelia, KM 21 8601-A

Tlajomulco de Zuiiga, Jalisco.

CP. 45645. Tel. (33) 3679-7979

Sandra.pina@pioneer.com

M.C. Juan Enrique Campos White

Gerente de Investigacién NRSP

PHI México, S.A. de C.V.

Centro de Investigacidn Puerto Vallarta

Camino Viejo a Valle de Banderas Km. 3 num. 19
Santa Rosa Tapachula, Nayarit C.P. 63731

Tel. (329) 291 0090 ext. 103
enrigue.campos@pioneer.com

M.C. Liliana Irene Sanchez

Supervisor Senior de Investigacion Operaciones
PHI México, S.A. de C.V.

Centro de Investigacidn Puerto Vallarta

Camino Viejo a Valle de Banderas Km. 3 num. 19
Santa Rosa Tapachula, Nayarit C.P. 63731

Tel. (329) 291 0090 ext. 113
liliana.sanchez@pioneer.com

Ing. Lizeth Felix Valdez

Asociado de investigacion Regulacién

PHI México, S.A. de C.V.

Centro de Investigacidn Puerto Vallarta

Camino Viejo a Valle de Banderas Km. 3 num. 19
Santa Rosa Tapachula, Nayarit C.P. 63731

Tel. (329) 291 0090 ext. 110
lizeth.felix@pioneer.com

M.C. Sharon E. Hernandez Rodriguez
PTR-Regulacién.

PHI México, S.A. de C.V.

Centro de Investigacidn Puerto Vallarta

Camino Viejo a Valle de Banderas Km. 3 num. 19
Santa Rosa Tapachula, Nayarit C.P. 63731

Tel. (329) 291 0090 ext.150.
sharon.hernandez@pioneer.com




Biol. Ana Lucia Padilla Santacruz
Especialista en permisos.

PHI México, S.A. de C.V.

Carr. Guadalajara-Morelia, KM 21-8601-A
Tlajomulco de Zuiiiga, Jalisco.

CP. 45645. Tel. (33) 3679-7979
lucia.padilla@pioneer.com

M.C. Eduardo A. Mendoza Beas
Asistente de Regulacion.

PHI México, S.A. de C.V.

Carr. Guadalajara-Morelia, KM 21-8601-A
Tlajomulco de Zuiiiga, Jalisco.

CP. 45645. Tel. (33) 3679-7979
eduardo.mendoza@pioneer.com

M.C. Ashanty Valenzuela

Especialista en permisos.

PHI México, S.A. de C.V.

Carr. Guadalajara-Morelia, KM 21-8601-A
Tlajomulco de Zuiiiga, Jalisco.

CP. 45645. Tel. (33) 3679-7979
ashanty.valenzuela@pioneer.com

IV. Modalidad de la liberacion solicitada y las razones que dan motivo a la peticion;

Con fundamento en los Articulos 42, 43, 70 y 71 de la LBOGM, vy Articulos 5, 6 ,7 y 16 del Reglamento de la LBOGM se
presenta la Solicitud de Liberaciéon Experimental al Ambiente para maiz genéticamente modificado DAS-@15@7-1 x MON-
@@6@3-6 en la Estacion Experimental Puerto Vallarta (NRSP), Estado de Nayarit en el ciclo Otofio-Invierno (O-1) 2012-2013.

La presente Solicitud de Liberacion Experimental al Ambiente tiene los siguientes objetivos:

Generar datos que permitan estimar si la modificacion genética del evento DAS-@15@7-1 x MON-@@6@3-6 ha alterado la
equivalencia agronémica en comparacion con su control no modificado.

Realizar la exportacion no comercial del TOTAL de material y/o producto de maiz generado para continuar con estudios
experimentales de seleccién, mejoramiento genético y avance generacional.

Demostrar que los ensayos con maiz GM se pueden conducir de manera segura en México mediante la aplicacion de las
medidas de bioseguridad propuestas por la empresa y las que establezcan las autoridades competentes.

V. Seiialar el 6rgano de la Secretaria competente, al que se dirige la solicitud;
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA).
VL. Lugar y fecha, y

Guadalajara, Jalisco; Enero 2012

VII. Firma del interesado o del representante legal, o en su caso, huella digital.

Ver escrito libre.



1) CARACTERIZACION DEL OGM

a) Identificador tnico del evento de transformacion.

Nombre cientifico: Zea mays L.

Nombre comun: Maiz

Nombre Comercial: NK603 x HX1

Identificador Unico de la OCDE: DAS-@15@7-1 x MON-@@6@3-6.

El maiz DAS-@15@7-1 (1507) fue generado por la insercién de un gen crylF sintético truncado de Bacillus thuringiensis (Bt)
var. aizawai y un gen para fosfinotricina acetiltransferasa (pat) aislado de Streptomyces viridochromagenes. La proteina Cry1F
confiere resistencia a algunos insectos lepiddpteros. La proteina PAT confiere tolerancia al ingrediente activo glufosinato de
amonio.

El maiz MON-@@6@3-6 (NK603) fue generado por la insercién de dos copias del gen cp4 epsps que codifica para la enzima 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) de Agrobacterium tumefaciens cepa CP4. La proteina CP4 EPSPS confiere
tolerancia a los herbicidas con el ingrediente activo glifosato.

El maiz GM que fue convertido es un hibrido marca Pioneer™, que fue convertido mediante la cruza convencional con las
lineas parentales GM DAS-@15@7-1 y MON-00603-6 para generar el maiz con los eventos apilados DAS-@15@7-1 x MON-
PP603-6

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

Ver punto (c)

c) Especificacion de la existencia de especies sexualmente compatibles

El genero Zea incluye ademds del maiz otras especies silvestres conocidas colectivamente como teocintles. Los teocintles
presentes en México son: Zea diploperennis y Zea perennis, dos especies perennes que se encuentran localizadas en algunas
zonas del estado de Jalisco. Ademas existen subespecies de Zea mays, Zea mays spp, mexicana, un teocintle silvestre anual
ampliamente distribuido en las regiones altas del centro de México y el Zea mays spp. parviglumis, un teocintle silvestre del
sur y occidente de México (Figura 1). Existen otros teocintles silvestres: Zea luxurians y Zea mays spp huhuetenangensis, los
cuales no se han reportando en México. Todos los teocintles con excepcidn del tetraploide Z. perennis pueden cruzarse con
el maiz para formar hibridos fértiles (Wikes, 1977, Doebley, 1990). Sin embargo, estudios recientes indican que la direccién
de la polinizacién en su gran mayoria es del teocintle (spp. mexicana) hacia el maiz (Baltasar et al., 2005) debido a la
presencia de barreras genéticas de incompatibilidad (Evans y Kermicle, 2001) y factores fisicos de las plantas de teocintle los
cuales no permiten que el polen de maiz polinice los estigmas del teocintle.



Tabla 1.Lista de especies emparentadas con el maiz.

Poblaciones de teocintle en México y Guatemala que rara vez se presentan en un solo lugar= ‘ Indeterminada=.
Estable= A Poca= O Garrison, H.1995.

Poblacién y Nombre
su estado comun Lugar Extension Habitat

Limitado a las tierras no

Durango @ maicillo. Valle de Guadiana, a 10 km No més de 20 km?,
de Durango, en el estado cultivadas a lo largo de los
de Durango. canales de riego.

Chalco H accece 0 Valle de México desde La poblacién principal se Se le encuentra casi
acece Amecameca hasta concentra en un drea de exclusivamente en las milpas
(inconveniente Xochimilco, Chalco y 300 km? alrededor de Chalco. como una “imitacion” del
o desagradable).  Los Reyes. Poblaciones L.a semilla ha viajado a maiz, pero también como
aisladas alrededor de Texcoco. Toluca y Puebla en el estiércol  maleza a lo largo de los
del ganado lechero. caminos.

Oaxaca @ Cocoxie San Francisco de Honduras, a No méas de 20 km?, aunque Crece en las laderas y en las
(correcaminos) 5 km de San Pedro Juchatengo, pueden existir areas aisladas milpas que rodean al pueblo.
en |a Sierra Madre del sur de externas. Es preciso explorar
Oaxaca. més el estado de Oaxaca

para detectar poblaciones.

Guatemala O milpa silvestre, Distribuido en forma discontinua Una vez estuvo distribuido Se presenta en pequefios

teocintle. en el sureste de Guatemala en los  en forma continua y sitios aislados a lo largo.de
cerros y valles de Jutiapa, Jalapa  abarcaba 500 6 mas km?, los campos o en otras dreas
y Chiquimula. pero ahora la distribucién es protegidas del pastoreo.

fragmentada y la poblacién
mas grande abarca cuanto
més 1 km?,

Tamaio de las poblaciones: Balsas > Mesa Central > Chalco > Nabogame > Durango = Oaxaca.
Necesidad mas importante: Mas exploracién en Oaxaca y Chiapas.



Distribucion puntual de todas las especies relacionadas con Zea mays
subsp.mays en México
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Figura 1. Distribucion Puntual de todas las especies relacionadas con Zea mays subsp mays en México.

Sistema de Informaciéon de Organismos Vivos Modificados (SIOVM). Proyecto GEF-CIBIOGEM de Bioseguridad
www.conabio.gob.mx

Otro pariente cercano del género Zea es el Tripsacum, un género de siete especies, todas las cuales se pueden cruzar
artificialmente con Zea. Sin embargo, la progenie resultante de estas cruzas es generalmente estéril.

Sélo Z mays spp. mexicana forma hibridos frecuentes con el maiz. Incluso donde el teocintle y el maiz crecen en la misma
localidad y forman hibridos, cada uno de ellos mantiene las constituciones genéticas distintas, lo que sugiere que seria muy
raro que llegase a ocurrir una introgresidn, y en muy contadas ocasiones da lugar a cambios que se pueden mantener en
cualquier poblacidn. Por ejemplo, los hibridos que se forman entre el teocintle y el maiz producen espiguillas que no tienden
a dispersar la semilla y que son, por lo tanto, altamente seleccionadas considerando su naturaleza.

La evidencia molecular reciente ha confirmado que existe cierto flujo genético limitado entre el maiz y el teocintle lo cual
puede ocurrir en cualquier direccidn, pero que se presenta a una frecuencia muy baja (Doebley, 1990). Incluso si el polen
genéticamente modificado fuese a fertilizar el teocintle para formar un hibrido viable, cualquier gen del maiz debera conferir
una ventaja selectiva muy fuerte sobre los teocintles silvestres a fin de continuar en la poblacion de teocintle. La resistencia a
las plagas de lepiddpteros, tales como el barrenador del tallo, es poco probable que confiera esa ventaja selectiva tan fuerte,
especialmente debido a que la resistencia a los insectos herbivoros es comun entre las especies silvestres. Ademas, los
fitomejoradores han hecho adelantos importantes en el desarrollo de hibridos de maiz comerciales con mayor resistencia a
los insectos (Dicke y Guthrie, 1988). Estos hibridos han estado ampliamente disponibles en América del Norte pero no ha
habido un incremento perceptible en la conveniencia del teocintle.



d) Descripcion de los habitats donde el OGM puede persistir o proliferar en el ambiente de liberacion

El maiz (Zea mays L.) es una graminea originaria y domesticada en México y se ha cultivado en Norteamérica por miles de
afios (CFIA, 1994). En la actualidad, el maiz se siembra en la mayoria de los paises del mundo y es el tercer cultivo de
importancia econdmica a nivel mundial (después del trigo y el arroz).

Bajo condiciones climaticas adecuadas o mediante el aporte del riego, el maiz es muy productivo, y aunque es originario de
zonas semiaridas, las variedades mejoradas actuales solo resulta rentable cultivarlas en climas con precipitaciones suficientes
o bien en regadio. Puede crecer en zonas desde el nivel del mar hasta los 4000 metros, en una gran variedad de suelos.
Requiere un clima relativamente célido y agua en cantidades adecuadas; la mayoria se cultivan en regiones de temporal, de
clima caliente y de clima subtropical himedo. En temporal se siembra de abril a junio y su desarrollo se prolonga hasta
agosto o septiembre. Sin embargo, al ser el maiz una planta altamente domesticada, esta no puede proliferar sin los cuidados
necesarios que requiere como cultivo.

Cruzamiento con el maiz cultivado: durante las épocas de siembra, es probable que otras compaiiias semilleras o agricultores
siembren maiz en los alrededores de los sitios, existiendo la posibilidad de entrecruzamiento. Debido a todas las medidas de
bioseguridad que se utilizardn en los experimentos, se eliminard la posibilidad de transferencia de material genético de los
ensayos propuestos a campos de agricultores locales.

Cruzamiento con especies silvestres: El género Zea incluye, ademas del maiz, otras especies silvestres, conocidas
colectivamente como teocintles. En México se encuentran presentes: Zea diploperennis y Zea perennis, dos especies
perennes que se encuentran localizadas en el Estado de Jalisco. Ademas, existen subespecies de Zea mays; Zea mays ssp,
mexicana, un teocintle silvestre anual ampliamente distribuido en las regiones altas del centro de México y el Zea mays spp.
parviglumis, un teocintle silvestre del sur y occidente de México. Existen otros teocintles silvestres: Zea luxurians y Z. mays
spp. Huehuetenangensis. Todos estos, con excepcion del tetraploide Z. perennis, pueden cruzarse con el maiz para formar
hibridos fértiles (Wilkes, 1977; Doebley, 1990). Existen estudios que indican que la direccién de la polinizacién en su gran
mayoria es del teocintle (ssp. mexicana) hacia el maiz (Baltazar et al., 2005), debido a la presencia de barreras genéticas de
incompatibilidad (Evans and Kermicle, 2001) y factores fisicos en las plantas de teocintle los cuales no permiten que el polen
del maiz polinice los estigmas del teocintle (Baltazar and Schoper, 2001 y 2002; Baltazar et al., 2003). Otro pariente cercano
al genero Zea es el Tripsacum, un género de siete especies, todas las cuales se pueden cruzar artificialmente con Zea. La
progenie resultante de estas cruzas es generalmente estéril.

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

Organismo receptor

Nombre Comun; Maiz
Nombre Cientifico; Zea mays L
Clase: Angiosperma

Subclase; Monocotiledonea
Orden; Graminales

Familia: Poaceae

Subfamilia: Panicoideae

Tribu: Maydeae

Género: Zea

Especie: mays

Organismos donadores

Agrobacterium tumefaciens
Arabidopsis thaliana

Bacillus thuringiensis var. aizawai
Oryza sativa

Streptomyces viridochromogenes.
Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV)



Tabla 2.Clasificacion Taxondmica de organismos donantes de genes

Clasificacion Plantas donadoras de genes
Nombre comtin Arroz Arabidopsis

Reino: Plantae Plantae

Divisidn: Magnoliophyta Magnoliophyta
Clase: Liliopsida Magnoliopsida
Subclase: Commelinidae Dilleniidae

Orden: Poales Capparales

Familia: Poaceae Brassicaceae
Subfamilia: Ehrhartoideae

Tribu: Oryzeae

Género: Oryza Arabidopsis Heynh
Especie: 0. sativa A. thaliana (L.) Heynh
Nombre Binomial Oryza sativa Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

Tabla 3. Clasificacidn Taxondmica de organismos donantes de genes (cont.)

Clasificacion Microorganismos Donadores de Genes
Nombre comun . Lo Streptomyces Agrobacterium Virus del mosaico de
Bacillus thuringiensis . . .
viridochromogenes tumefaciens la coliflor
Reino: Eubacteria Bacteria Bacteria -
Filo: Firmicutes Actinobacteria Proteobacteria -
Clase: Bacilli --- Proteobacteria alfa ---
Orden: Bacillales Actinomycetales Rhizobiales -
Familia: Bacillaceae Streptomycetaceae Rhizobiaceae Caulimoviridae
Género: Bacillus Streptomyces Agrobacterium Caulimovirus
. Lo - . Virus del mosaico de
Especie: B. thuringiensis S. viridochromogenes A. tumefaciens .
la coliflor
Nombre . L Streptomyces Agrobacterium Virus del mosaico de
) ) Bacillus thuringiensis . . .
Binomial viridochromogenes tumefaciens la coliflor

f)  Paisy localidad donde el OGM fue colectado, desarrollado o producido

Todos los experimentos de transformacién y construccidn genética fueron desarrollados en los laboratorios de las empresas
Pioneer Hi-Bred International ubicada en 7100 NW 62nd Ave. P.O. Box 1014, Johnston, I.A. U.S.A. y Mycogen Seeds c/o Dow
AgroSciences. LLC, ubicada en 9330 Zionsville Road, Indianapolis, I.N. U.S.A.

La linea apilada 1507 x NK603 fue desarrollado por Pioneer Hi-Bred International, Inc (USA). La linea parental con el evento
1507 ha sido desarrollada conjuntamente por Dow AgroSciences LLC (USA) y Pioneer Hi-Bred International, Inc (USA), y la
linea con el evento NK603 fue desarrollado por Monsanto Company (USA). La linea apilada 1507 x NK603 es un hibrido
creado a través del cruzamiento convencional de las lineas puras 1507 y NK603.

g) Referencia documental sobre origen y diversificacion del organismo receptor

Aylor, D., Baltasar, M.B. and Schoper J. 2005. Some physical properties of Teosinte (Zea mays subs. Parviglumis) Pollen. J. Exp
Bot 56:2401-2407 .

Doebley, J. 1990. Molecular evidence of gene flow among Zea species. BioScience 40:443-448.

Evans, M.M.S. and Kermicle, J.L. 2001. Teosinte crossing barrierl, a locus governing hybridization of teosinte with maize.
Theor Appl Genet 103:259-265.

Wilkes, H.G. 1977. Hybridization of maize and teosinte in Mexico and Guatemala and the improvement of maize. Econ Bot
34:254-293.

Eckardt, N.A. 2003. Maize genetics 2003. Meeting Report. The Plant Cell Rep. 15 (5) 1053-1055.

Weber A, Clark RM, Vaughn L, Sdnchez-Gonzalez Jde J, Yu J, Yandell BS, Bradbury P, Doebley J.2007. Major regulatory genes
in maize contribute to standing variation in teosinte (Zea mays ssp. parviglumis). Genetics. 177(4):2349-59.

Doebley, J. 2004.The genetics of maize evolution. Annu Rev Gen. 2004;38:37-59.



h) Mapa de la construccion genética, tipo de herencia de los caracteres producto de los genes insertados, expresion de
las proteinas y localizacion de las mismas

Tipo de herencia de los caracteres producto de los genes insertados

EVENTO DAS-§15@7-1

Los resultados del analisis de la segregacién Mendeliana proporcionan evidencias de la herencia estable del material genético
introducido. La segregacion Mendeliana de la linea Bt Cry1F 1507 fue realizada y analizada en dos etapas (ver Figura 9). La
linea de maiz Hi-ll original transformada conteniendo el evento TC 1507, fue cruzada con una linea homocigota elite para
producir la semilla F1. La semilla F1 fue retrocruzada a la linea homozigota dos veces mas para producir la semilla BC2F1. La
aplicacion del herbicida glufosinato en cada generaciéon ayudo a eliminar las plantas susceptibles y obtener semilla
homocigota.

Fue sembrada la semilla de la generacién BC2F1, y se le aplicé glufosinato. La segregacidn esperada fue de 1:1 (resistente:
susceptible) para tolerancia a glufosinato. En la Tabla 6 se ilustran los resultados de la linea BC2F1.

A continuacion, se describe la segregacion en generaciones subsecuentes: después de tres retrocruzas, semilla de la linea Bt
Cry1F 1507 (BC3F1) fue sembrada y polinizada. Se espera que la semilla resultante (BC3F2) contenga 3 partes resistentes y
una parte susceptible. Luego, fue sembrada y asperjada con glufosinato para remover las plantas homocigotas susceptibles.
Las plantas remanentes (una parte homocigota resistente y dos partes heterozigotas resistentes) fueron cruzadas a una linea
susceptible para hacer la semilla F1. Esta semilla fue sembrada y asperjada con glufosinato para confirmar la segregacion
esperada, 2:1 resistente: susceptible. Los resultados de la linea F1 se presentan en la Tabla 6.

Después de que los hibridos fueron asperjados con glufosinato y de registrar su resistencia, 200 larvas del gusano barrenador
Europeo fueron utilizadas para infestar cada planta F1 sobreviviente a la aspersién del glufosinato. Todas las plantas que
mostraron tolerancia al herbicida glufosinato fueron también resistentes al ataque del gusano barrenador Europeo. Estos
resultados indican que el evento TC 1507 es una insercion estable y es heredada en forma Mendeliana como un gen
dominante. Los resultados de los andlisis Southern indicando que el gen parcial crylF esta presente en plantas de la
retrocruza BC4, apoya la conclusion que esta genéticamente ligado a copias completas de los genes crylF y pat presentes en
la linea de maiz Bt CrylF 1507. Analisis adicionales Southern de aproximadamente 20 plantas de una serie de lineas
homocigotas confirmaron que ambas copias del gen crylF estan presentes en las plantas utilizadas en la prueba.

Tabla 4. Segregacidon Mendeliana de la linea Bt Cry1F 1507.

Generacion Relacion 1 Relacion x? Valor -p Diferencia
observada Esperada o 2
Significativa
BC2F1 248 :278 263 :263 1.711 0.1909 No
F1 910 : 493 935.3:467.7 2.903 0.0884 No
! Los datos estan expresados como el nimero de plantas resistentes al glufosinato: nimero de plantas susceptibles al
glufosinato.

2 Significante al nivel alfa = 0.05

Expresion de las proteinas y su localizacion

Gen crylF

El gen cry1F codifica para la sintesis de la proteina Cry1F, que actla por union selectiva a los sitios especificos localizados en
el revestimiento del intestino medio de especies de insectos susceptibles. Posterior a la unién, se forman poros que
interrumpen el flujo de iones del intestino medio, causando pardlisis intestinal y finalmente la muerte por septicemia
bacteriana. Cry1F es letal sélo cuando es consumida por las larvas de algunos insectos lepidépteros y su especificidad de
accion es directamente atribuible a la presencia de sitios de unidn especificos en los insectos objetivos. No hay sitios de
unién para para delta-endotoxinas de B. thuringiensis en la superficie de las células intestinales de mamiferos, por lo tanto, el
ganado y los seres humanos no son susceptibles a estas proteinas.

Ver localizacion del gen crylF en el mapa de la insercion en la Figura 2.



Gen pat

La proteina fosfonitrocina acetiltransferasa (PAT), confiere tolerancia a una forma de fosfinotricina sintetizada como la del
glufosinato de amonio. Mediante el proceso de acetilacidn, fosfinotricina se convierte en una forma inactiva que no es toxica
a las plantas de maiz. Glufosinato de amonio es un herbicida no-selectivo, no sistémico y de amplio espectro. Las plantas de
maiz tolerantes al glufosinato de amonio pueden ser facilmente identificadas en el campo a través de aplicaciones foliares
del herbicida. Mas detalles en este tema se puede encontrar en el documento concentrado acerca de los genes y sus
proteinas que confieren tolerancia al herbicida fosfinotricina publicado por el OECD (OECD, 1999).

Ver localizacion del gen crylF y pat en el Mapa de la Insercidn en la Figura 7.
Gen cp4 epsps

El gen codifica para una forma tolerante a glifosato de la enzima 5-sintasa enolpyruvlyshikimate-3-fosfato (EPSPS) que fue
aislado de la bacteria del suelo Agrobacterium tumefaciens cepa CP4. El glifosato se une especificamente al la enzima EPSPS y
la inactiva; la enzima EPSPS participa en la biosintesis de los aminodcidos aromaticos tirosina, fenilalanina y triptéfano, y esta
presente en todas las plantas, bacterias y hongos.*

La localizacidn del gen cp4 epsps se encuentran en el compendio de informacion que Semillas y Agroproductos Monsanto
S.A. de C.V. ha presentado a las autoridades competentes, y al cual se ha dado autorizacién de acceso mediante el oficio
presentado el en anexo VIII.

*CERA. (2010). GM Crop Database. Center for Environmental Risk Assessment (CERA), ILSI Research Foundation, Washington
D.C. http://cera-gmc.org/index.php?action=gm_crop database

i)  Descripcion del método de transformacion

EVENTO DAS-@15@7-1xMON-@@603-6
Los eventos 1507 y NK603 en maiz transgénico fueron transformados con construcciones genéticas separadas y fueron

apilados mediante técnicas de cruzamiento tradicional para obtener el hibrido 1507xNK603 conteniendo las inserciones
moleculares de los dos eventos.

EVENTO MON-@@®6(®3-6
La informacién confidencial referente al desarrollo del evento MON-@@6@3-6 se encuentra en el compendio de informacién
que la empresa Semillas y Agroproductos Monsanto S.A. de C.V. ha presentado a las Secretarias competentes, al cual se ha

dado autorizacién de acceso de acuerdo al oficio presentado en el Anexo VIII.

j)  Descripcidn, nimero de copias, sitios de insercion y expresion de las secuencias irrelevantes para la expresion de la
modificacion genética y en su caso la identificacion de los efectos no esperados.

Numero de copias del gen crylF

1 copia completa y 1 copia incompleta adicional que carece del promotor ubiquitina por lo que no es funcional.

Numero de copias del gen pat

1 copia completa

Ver caracterizacion molecular en el inciso i) del apartado |

EVENTO MON-@@6(®3-6

La informacidén confidencial referente al desarrollo del evento MON-@@6@3-6 se encuentra en el compendio de informacién

que la empresa Semillas y Agroproductos Monsanto S.A. de C.V. ha presentado a las Secretarias competentes, al cual se ha
dado autorizacién de acceso de acuerdo al oficio presentado en el Anexo VII.
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k) Rutas metabdlicas involucradas en la expresion del transgen y sus cambios

EVENTO DAS-@#15@7-1

El gen cryla2, aislado de la bacteria comun del suelo Bacillus thuringiensis (Bt) var. aizawai, produce la proteina insecticida
Cry1F, una delta-endotoxina. De las proteinas Cry, solo Cry1F actta por union selectiva a los sitios especificos localizados en
el revestimiento del intestino medio de especies de insectos susceptibles. Posterior a la unién, se forman poros que
interrumpen el flujo de iones del intestino medio, causando pardlisis intestinal y finalmente la muerte por septicemia
bacteriana. Cry1F es letal sélo cuando es consumida por las larvas de algunos insectos lepidépteros y su especificidad de
accion es directamente atribuible a la presencia de sitios de union especificos en los insectos blancos. No hay sitios de uniéon
para para delta-endotoxinas de B. thuringiensis en la superficie de las células intestinales de mamiferos, por lo tanto, el
ganado y los seres humanos no son susceptibles a estas proteinas.

Muchas &-endotoxinas naturales son producidas como inclusiones cristalinas para-esporas conteniendo proto-toxinas de un
tamafio aproximado de 120-140 kDa (Schnepf et al., 1998). Al momento de ser ingeridas por insectos susceptibles, esta clase
de proto-toxinas se disuelven en el intestino del insecto y con ayuda del medio alcalino y ciertas proteasas son liberadas las
toxinas activas presentes en la parte terminal de la molécula. Las toxinas activadas tienen un tamafio aproximado de 65-70
kDa. El proceso de intoxicacion se inicia al momento en que las toxinas se adhieren a receptores especificos en el intestino
medio del insecto las cuales finalmente se insertan dentro de la membrana. Acto seguido la toxina se oligomeriza
produciendo orificios pequefios en las células de la membrana del intestino medio provocando que las células se rompan
ocasionando la muerte del insecto.

La parte terminal, de las 8-endotoxinas Cry1F, resistente a las proteasas se compone de tres estructuras (Grochulski et al.,
1995). La estructura 1, formadora de poros, consiste de un grupo de siete hélices-a anti paralelas en las cuales la hélice 5 se
encuentra encerrada por el resto de las hélices; la estructura 2, consiste de tres hojas-f3 antiparalelas unidas en un tipo de
“llave griega”, los espirales provenientes de la estructura 2, son responsables de unir o ligar los receptores en el insecto con
las toxinas (Tabashnik et al., 1996). La estructura 3, es un sandwich-3 formado de dos hojas antiparalelas-f3. Esta estructura
es responsable de estabilizar la toxina y estudios recientes indican que la estructura 3 también esta relacionada con la uniéon
o0 atraccidn de la toxina con los receptores presentes en el sistema digestivo del insecto (De Maagd et al., 1996; Lee et al.,
1995; Bosch et al., 1994).

La fosfinotricina, el ingrediente activo del herbicida glufosinato de amonio, inhibe la enzima glutamina sintetasa de la planta,
lo que resulta en la acumulacion de los niveles letales de amoniaco en las plantas sensibles dentro de las horas de aplicacion.
Cabe mencionar que el amoniaco es producido por las plantas como resultado de procesos metabdlicos normales (CFIA,
2002).

Se ha reportado que la proteina PAT muestra una muy alta especificidad de sustrato contra el L-glufosinato, el ingrediente
activo del herbicida glufosinato de amonio, sin embargo, no selecciona por sustrato al D-glufosinato, un isémero éptico del L-
glufosinato. Por consiguiente, ni las proteinas Cry ni las proteinas PAT interfieren en las rutas metabdlicas del organismo
receptor.

El gen de tolerancia al glufosinato de amonio insertado en el maiz con la linea 1507xNK603 codifica para la enzima
fosfinotricina acetiltransferasa (PAT). Esta enzima desintoxica la fosfinotricina por acetilacion en un compuesto inactivo. La
fosfinotricina acetiltransferasa tiene una alta especificidad de sustrato y los datos incluidos en la solicitud demuestran que no
acetilan otras enzimas o proteinas.

EVENTO MON-@®6(®3-6

La informacién confidencial referente al desarrollo del evento MON-@@6(®3-6 se encuentra en el compendio de informacién
que la empresa Semillas y Agroproductos Monsanto S.A. de C.V. ha presentado a las Secretarias competentes, al cual se ha

dado autorizacién de acceso de acuerdo al oficio presentado en el Anexo VIII.

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

EVENTO DAS-@15@7-1

CrylF
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Se determind la dependencia del tiempo en la pérdida de la biodisponibilidad de la proteina tras la incorporacion de la
proteina Cry1F en un suelo tipico para el cultivo de maiz, ésta fue determinada bajo condiciones de laboratorio (Halliday,
1998). Los resultados de este estudio indican que cuando la proteina Cry1F se aplica al suelo muestra una disminucién 20
veces mayor en la actividad bioldgica dentro de los 28 dias de periodo de prueba. La estimacion de la DT, fue 3.13 dias.

La proteina CrylF ha mostrado que se degrada facilmente en el medio ambiente. Se encontré en los experimentos de
degradacién de la proteina Cry1F en los suelos, que tiene un valor de DTs, (tiempo para degradar el 50% de las propiedades
insecticidas originales) de 3.13 dias. Las proteinas alergénicas son normalmente resistentes a la digestidn y el tratamiento
térmico, a diferencia de la proteina CrylF que ha demostrado que se degrada facilmente en el fluido gastrico simulado
(digerido dentro de 1 minuto a una proporcién molar de 1:100 CrylF: pepsina), y se desactiva después de la exposicidn a
75°C durante 30 minutos (CFIA, 2002).

Se realizdé un estudio adicional para investigar el potencial de digestion de la proteina Cry1F bajo condiciones simuladas
gastrointestinales (Evans, 1998). La digestibilidad del material se determiné usando el método in vitro gastrointestinal en
vertebrados, mediante exposicién de la proteina en concentraciones que oscilaron de 1:1 pepsina: CrylF a 1:1,000,000
pepsina:Cry1F. Convertido a molaridad, este corresponde a rangos de 1:2 a 1:1, 883,000, respectivamente. A molalidades de
1:100, una proteolisis completa de la proteina Cry1F ocurre dentro de cinco minutos. La proteina CrylF fue proteolizada a
aminoacidos y péptidos pequefios. Se puede concluir con estos resultados que la proteina Cry1F es muy susceptible a la
digestidn en condiciones gastricas simuladas en la presencia de pepsina.

Produccidn de aleloguimicos

Con la intencién de descartar la posible produccion de cualquier nuevo aleloquimico en el maiz con la linea 1507 que puedan
ser secretadas de las raices y tener un efecto adverso en el entorno de plantas, fue cultivada lechuga en el suelo residual
utilizado en los campos de pruebas aislados para el cultivo del maiz con la linea 1507 y maiz no recombinante, en donde se
examinaron la tasa de germinacidn y el crecimiento. Como resultado de ello, para la tasa de germinacién, en los dos hibridos
examinados, no se observo ninguna diferencia estadisticamente significativa entre las parcelas de las tierras plantadas con la
recombinante y la no-recombinante. Para el peso fresco de las lechugas, en una variedad, se observé una diferencia
significativa (p = 0,033) (parcela recombinante: 0.63g, la parcela no-recombinante: 0.43g). Sin embargo, basandonos en el
hecho de que no se observé diferencia significativa de la tasa de germinacidn, el crecimiento de la lechuga en la parcela
recombinante no era necesariamente lenta o insuficiente, y no se observé diferencia significativa en la otra variedad, por lo
tanto se consideré que el gen introducido no causa la produccion de cualquier sustancia nociva inesperada. Para su
confirmacion, se realizo la prueba sobre la base del método de Sandwich para identificar los efectos de las raices de maiz con
la linea 1507 y el maiz no-recombinante en la tasa de germinacion, la longitud de la radicula, y la longitud de hipocotilo de la
lechuga. Como resultado, en todos los elementos examinados, se observd que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre el recombinante y el no-recombinante (JBCH, 2002).

Basandose en los resultados descritos anteriormente, se confirmé que la linea 1507 no implica la produccién de cualquier
aleloquimico en el cuerpo en la planta que sean secretadas de las raices y que pueden afectar a plantas de los alrededores
(JBCH, 2002).

Ademas, como resultado de la prueba no se observaron diferencias sobre el nimero de hongos filamentosos, el nimero de
bacterias y el nimero de actinomices en el suelo utilizado para el cultivo del maiz con la linea 1507 y el maiz no-
recombinante. Sobre la base de este resultado, se confirmé que el maiz con la linea 1507 no implica la produccién de
sustancias nocivas en el cuerpo de las plantas que sean secretadas de las raices y pueden afectar a los microorganismos en el
suelo (JBCH, 2002).

Se examinaron también los posibles efectos de las plantas de maiz muerto sobre otras plantas basados en los resultados de
las pruebas de campo aislado realizadas en Japdn, estas pruebas se evaluaron utilizando el método de Sandwich, y se
llevaron a cabo también un total de 46 experimentos de campo en los EUA. En las pruebas de campo aisladas, se utilizé tierra
preparada con la adicidn de los residuos de la linea 1507 y tierra con los residuos de la planta de maiz no recombinante,
luego entonces se utilizé la lechuga como planta prueba de la cual se evalué la tasa de germinacidn y crecimiento. Como
resultado de ello, no se observaron diferencias estadisticamente significativas para la tasa de germinacién de las dos
variedades de los hibridos evaluados (JBCH, 2002).

Ademas, en los 46 experimentos de campo realizados en EE.UU., los breeders visitaron los campos en el siguiente afio de
cultivo para la observacion de posibles efectos. Como resultado de la observacién, en todos los campos utilizados para el
cultivo del maiz con la linea 1507, no se observd un efecto aparente en el crecimiento de los cultivos que pudieran ser
atribuidas al cultivo del maiz recombinante (JBCH, 2002).
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PAT

La proteina PAT fue analizada para digestibilidad in vitro utilizando fluidos gastricos simulados conteniendo pepsina
proteolitica (Glatt, 1999). Para cada punto en tiempo, 8 ug de la proteina PAT fueron mezclados con liquido gastrico simulado
(pH 2.0) conteniendo aproximadamente 0.3% pepsina (peso/volumen). Proteinas y fragmentos digeridos (si presentes) que
fueron separados electroforeticamente y visualizados con azul de Comassie en el gel. Bajo condiciones de este estudio, la
proteina microbiana PAT fue completamente digerida en cinco segundos bajo condiciones gastrointestinales simuladas
indicando muy poca estabilidad del ambiente simulado gastrointestinal.

EVENTO MON-@@6@3-6

La informacién confidencial referente al desarrollo del evento MON-@@6(®3-6 se encuentra en el compendio de informacién
que la empresa Semillas y Agroproductos Monsanto S.A. de C.V. ha presentado a las Secretarias competentes, al cual se ha
dado autorizacién de acceso de acuerdo al oficio presentado en el Anexo VIIl.

m) Patogenicidad o virulencia de los organismos donadores y receptores

EVENTO DAS-§15@7-1

El maiz (Zea mays L.) no es un organismo patogénico y su domesticaciéon como cultivo agricola tiene un largo historial.
Ademas, el maiz no presenta anti-nutrientes reconocidos que se consideren nocivos para el medio ambiente para la salud
animal y humana (White y Pollak, 1995).

La fuente del gen cry1F es Bacillus thuringiensis (Bt), un grupo diverso de bacterias formadoras de esporas Gram positivas.
Las proteinas Bt han sido utilizadas por varios afios en agricultura para el control de insectos. Las proteinas Bt han
demostrado ser especificas para el control de ciertas especies lepiddpteras, pero no téxicas a humanos o animales.

Las variedades de Bacillus thuringiensis no tienen antecedentes de causar alergias. En los casi 30 afios de su uso comercial,
no se han presentado reportes de alergenicidad a Bt (EPA, 1995). Las formulaciones microbianas a base de Bt han sido
utilizadas en un gran niumero de cultivos que incluyen, vegetales frescos, y hasta el momento no ha habido reportes de
alergenicidad. Esto establece que la proteina Cry1F no tiene riesgo de producir alergias.

La fuente del gen pat es Streptomyces viridochromogenes, que es una bacteria presente cominmente en el suelo que no es
patogénica a humanos. Mas aun, a esta bacteria no se le conoce como un alergeno (Van Wert, 1994).

El Virus del Mosaico de la Coliflor es un caulimovirus de ADN con un rango de huéspedes principalmente restringido a plantas
cruciferas (Base de datos ICTV, 1998). Las secuencias de ADN que se originan a partir del Virus del Mosaico de la Coliflor, el
promotor 35S y el terminador, no presentan caracteristicas patogénicas (USDA, 1995). Agrobacterium tumefaciens bacteria
comunmente encontrada en el suelo; no se considera patogénica para humanos y animales (Valentine, 2003).

ALERGENICIDAD

Se llevo a cabo un analisis bioinformatico para evaluar el potencial alergénico de las secuencias de las proteinas Cry1Fy PAT.
Las secuencias de 605 residuos aminodcidos de la proteina Cry1F y 183 residuos aminodcidos para la proteina PAT, fueron
comparadas con una base de datos de 1471 secuencias alergénicas conocidas y putativas que comprenden el conjunto de
datos FARRP10 de la Universidad de Nebraska (actualizacién 1/2010 para la proteina Cry1F y Enero, 2010 para la proteina
PAT). Se evaluaron las potenciales identidades entre Cry1F y PAT con las proteinas en la base de datos de alergenos mediante
la herramienta de alineacién FASTA34 usando los pardmetros estandar. Para indicar el potencial de reactividad cruzada se
us6 como parametro el 35% o mas como marco de identidad sobre secuencias de 80 o mas aminoacidos de longitud entre la
proteina en cuestion y cualquier alérgeno (FAO/WHO 2001; Codex 2003). No se encontraron coincidencias mayores a 35%
sobre >80 residuos para ninguna de las secuencia protéicas (Cry1F y PAT). Adicionalmente, las secuencias de las proteinas
Cry1F y PAT fueron evaluadas para 8 o mas coincidencias de aminoacidos idénticos contiguos para los alergénos contenidos
en la base de datos arriba descrita; como resultado, no se encontraron coincidencias para ninguna de las proteinas en
cuestion.
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Es importante mencionar, que las formulaciones conteniendo poteinas Cry se han utilizado en un gran nimero de cultivos,
incluyendo vegetales frescos, sin ningln reporte de alergenicidad. Esto establece bases sélidas para determinar la ausencia
de alergenicidad de la proteina Cry1F.

TOXICIDAD

Andlisis bioinformatico

Para buscar la potencial similitud con toxinas conocidas, las secuencias de aminodcidos de las proteinas Cry1F y PAT fueron
comparadas con el conjunto de datos NCBI Entrez Protein usando el algoritmo BLASTP 2.2.13 (15/10/2010), el cual incorpora
entradas no redundantes de traducciones de nucledtidos de GenBank y RefSeq junto con secuencias del SWISS-PROT
(http://www.expasy.org/sprot/), PIR (http://pir.georgetown.edu/), PRF (http://www.prf.or.jp/index-e.html) y PDB
(http://www.wwpdb.org/). Se us6 un valor E =1.0 para generar una significancia bioldgica similar entre las proteinas de
interés y las proteinas en el conjunto de datos NCBI. La matriz de valores usada fue la estandar (BLOSUM®62), el filtro de baja
complejidad fue apagado y el nimero de alineaciones arrojadas fue ajustado al valor maximo (2000).

La secuencia de la proteina Cry1F arroj6 508 resultados con un valor esperado (E) menor a 1.0. Solo 47 secuencias arrojadas
mediante la busqueda BLASTP fueron de organismos diferentes a Bacillus thuringiensis; 14 de esas secuencias son de otras
familias de Bacillus. La 33 secuencias protéicas restantes, incluyendo 21 proteinas hipotéticas fueron de varias especies.
Cinco de las 12 secuencias no hipotéticas estan registradas como delta-endotoxinas bacterianas o proteinas cristal de tipo
pesticida debido a que poseen uno o mpas dominios conservados, mientras que las 7 secuencias restantes tienen
descripciones variadas. Seis de las 7 secuencias aparentemente presentan la mimsma secuencia de la bacteria
Saccharomyces cerevisiae y esta cerca del limite de significancia (E=0.99), mientras que la séptima parece tener un registro
perdido “sefial de la via de traslocacion doble-arginina” del pryecto de secuenciacion de Ralstonia eutropha. Ninguna de las
secuencias de proteinas arrojadas por la busqueda BLASTP representa problemas de seguridad que pudieran aparecer por la
expresion de Cry1F en plantas genéticamente modificadas.

La busqueda BLASTP usando la secuencia de la proteina PAT como consulta arrojé 1555 resultados con un valor esperado (E)
menor a 1.0. Las dos alineaciones con puntuaciones mas altas se atribuyen a las proteinas PAT de Streptomyces
viridochromogenes (100% de identidad a la secuencia en consulta) (Straueech et al., 1988) y la proteina Bar de Streptomyces
hygroscopicus (84% de identidad a la secuencia en cosulta) (Thomson et al., 1987). Ambas proteinas han sido objeto de
extensivas evaluaciones de seguridad y han sido consideradas seguras para su expresidn en plantas transgénicas (Hérouet et
al.,, 2004). Muchas de las secuencias resultantes de la blusqueda representan contrucciones sintéticas, que consisten
primariamente de vectores de transformacion conteniendo porciones de las proteinas PAT o Bar antes mencionadas.

De las secuencias restantes, 485 fueron anotadas como fosfinotricina acetiltransferasas. La mayoria de los alineamientos PAT
restantes son secuencias caracterizadas como acetiltransferasas, N-acetiltransferasas, o GCN5 o GNAT acetiltransferasas
conocidas o putativas. Adicionalmente, multiples resultados fueron sortasas, acetiltransferasas, proteinas resistentes a
antibidticos o toxinas, acetiltransferasas alanina-proteina-ribosomal, o histona acetiltransferasas. Treinta y un de los
alineamientos restantes poseen dominios adicinales o no contienen ningin dominio relacionado a acetiltransferasas,
mientras que 179 secuencias estan registradas como hipotéticas, predichas, desconocidas o no nombradas. Ninguno de los
1555 registros representa problemas de seguridad que pudieran aparecer por la expresidn de PAT en plantas GM.

Toxicidad oral aguda

E