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SOLICITUD DE PERMISO PARA LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL
DEL ORGANISMO GENETICAMENTE MODIFICADO ALGODON SOLUCION FAENA FLEX®
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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.
Representantes legales:

Dr. Jesus Eduardo Pérez Pico.

Ing. José Javier Gandara Espinosa.
M. en C. Luis Adrian Castillo Ledn.
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;

Av. Prolongacion Paseo de la Reforma No. 1015, Torre A, Piso 21.
Colonia Desarrollo Santa Fe.

Delegacion Alvaro Obregon.

01376 México, D.F.

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

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

b) Ing. José Javier Gandara Espinosa.

c) 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

Dr. JestUs Eduardo Director de Asuntos

] . Regulatorios de eduardo.perez.pico@monsanto.com
Pérez Pico. . .
Latinoamérica Norte
Ing. José Javier Gerente de Asuntos

jose.javier.gandara@monsanto.com

Gandara Espinosa. Regulatorios
M. en C. Luis Adrian | Coordinador de Asuntos

luis.adrian.castillo@monsanto.com

Castillo Leén Regulatorios
Biol. Giovani Medina | Coordinador de Asuntos : : .
. ! giovani.medina@monsanto.com
Palacios Regulatorios
Ing. César Adrian Coordinador de Asuntos

cesar.adrian.espinosa@monsanto.com

Espinosa Mancinas. | Regulatorios

IV. MODALIDAD DE LA LIBERACIC')N 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 afios, del algodén Bollgard®,
Bollgard®/Solucién Faena® y Solucién Faena® y en la experiencia acumulada con las nuevas
tecnologias Bollgard®ll, Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® y 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 SOLUCION FAENA FLEX® (RF).
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 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 algodon RF se han llevado a cabo estudios de evaluacion experimental
agrondmica, fenoldgica y fenotipica de la tecnologia algodén RF, organismos no blanco,
toxicidad, manejo de resistencia de malezas, beneficios ambientales y econdmicos en las
regiones algodoneras del norte de México. Estos estudios sustentan la seguridad ambiental y
los beneficios econémicos que dicho evento biotecnoldgico representa para la produccién de
algoddén en México.

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

Conforme al Capitulo lll, 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

México, Distrito Federal a 12 de octubre de 2012.

VIl. 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 Solucion Faena Flex® (RF), evento MON-88913-8, se desarrollo via
transformacion con Agrobacterium tumefaciens de la variedad de algodon Coker 312, para
insertar un constructo con doble copia del gen cp4 epsps que codifica la enzima CP4 EPSPS.
Esta proteina le confiere la caracteristica de tolerancia a los herbicidas no selectivos de la
familia Faena® (glifosato). En este evento, que contiene un inserto Unico, las caracteristicas de
la insercién y de las secuencias flanqueantes estan conservadas. Aparte de la tolerancia al
herbicida, conferida por la insercion del evento RF, no hay diferencias biolégicamente
significativas entre el algodén RF y su contraparte convencional.

Para la transformacion se utilizé el vector binario PV-GHGT35 (Figura 1), que contiene
dos cassettes de expresion del gen cp4 epsps en tandem de 8.1 kb. A partir del borde derecho,
la primera secuencia codificante esta regulada por un promotor transcripcional quimérico P-
FMV/TSF1, las secuencias lider L-TSF1 e intrén I-TSF1, un péptido de transito al cloroplasto
(ctp2) y la secuencia terminadora de la transcripciéon E9. La segunda secuencia codificante esta
regulada por un promotor transcripcional quimérico P-35S/ACTS8, las secuencias lider L-Act8 e
intron I-Act8 y las mismas secuencias del péptido de transito y terminador que las utilizadas en
el primer cassette. La secuencia del gen cp4 epsps usada para producir RF es la misma que la
que contiene el algodén Solucién Faena® (SF) (MON-1445-2).

Existe poca probabilidad de recombinaciéon en el inserto de RF, por lo tanto, también
poca probabilidad de cambios en las caracteristicas moleculares del inserto (himero de inserto,
numero de copias de los genes, ausencia de secuencias adicionales e integridad del inserto
individual).

El organismo receptor para la tecnologia RF fue la variedad de algodon (Gossypium
hirsutum) denominada Coker 312. Esta variedad se desarrollé mediante técnicas de
mejoramiento convencional por la compafnia 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).
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Figura 1. Mapa del plasmido vector PV-GHGT35.
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Cuadro 1. Origen e historia de seleccion de la variedad Coker 312.

ETAPA ANO ACTIVIDAD
1 1948 Cruza: Coker 100 Staple x Deltapine 15
2 1950-1959 Programa de seleccién de lineas a través de generaciones sucesivas para producir la linea

Coker 60-111.

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

3 1960-1966 denominada Coker 310.

Seleccion de lineas en Coker 66-115 para producir la linea Coker 68-312, denominada Coker

4 1966-1968 312,

El algodén Coker 68-312 se evalué en pruebas de campo con replicas y con pruebas contra
enfermedades a través del denominado cinturén algodonero de Estados Unidos. La semilla
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 seleccion 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.

5 1968-1971

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

6 1971 Texas, para su distribucion a los agricultores para siembra en 1972 dentro de esta area.

La variedad de algodén 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
tejidos (Trolinder y Goodin, 1987; Umbeck et al., 1987). La caracteristica RF ha sido desde
entonces transferida a diversas variedades comerciales de algodén, utilizando técnicas de
mejoramiento tradicionales.

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

De acuerdo a la OCDE, el algodon Solucion Faena Flex®, tolerante a glifosato tiene un
identificador unico: MON-88913-8.

Nombre comun: Algodon.

Nombre comercial: Algodén Solucién Faena Flex®.

Nombre del evento: MON-88913-8.

Identificador tunico OECD: El identificador Unico del algodén Solucién Faena Flex® es
MON-88913-8 y se encuentra disponible en el sitio de internet del Biosafety Clearing
House (http://bch.biodiv.org/) y en el sitio de internet del Biotrack Database de la OECD
(http://www.oecd.org/).
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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 regiéon Norte de México (Tabla 1).

En adicion 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.cqi).

Tabla 1. Especies de Gossypium reportadas en la literatura para el Norte de México.

Especie Localidad Namero de Ano'd(? Uso
cromosomas descubrimiento
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

' La Red Mundial de Informacion sobre Biodiversidad (REMIB) es un sistema computarizado de informacion bioldgica (incluye
bases de datos de tipo curatorial, taxondmico, ecolégico, cartografico, bibliografico, etnobioldgico, 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 investigaciéon que albergan las colecciones cientificas.
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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 preparacién:
Herborizado (http://www.conabio.gob.mx/remib/cgi-bin/remib_distribucion.cqi).

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).

La especie Gossypium hirsutum es la principal especie de algoddon cultivado y
representa aproximadamente el 90% de la produccion mundial de fibra y aceite de algodén. Por
lo tanto, estas dos observaciones se deben muy probablemente a dos plantas voluntarias de
cultivos de algodon comerciales y no a parientes silvestres. Ademas, estas especies se
localizaron en areas no agricolas hace mas de 20 anos, 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 Bioldgicas, México (ENCB, IPN)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/encb-ipn.html

¢ 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

Page 15 of 120


http://www.conabio.gob.mx/remib/cgi-bin/remib_distribucion.cgi
http://www.conabio.gob.mx/remib/cgi-bin/remib_distribucion.cgi
http://www.conabio.gob.mx/remib/cgi-bin/remib_distribucion.cgi
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ie-xal.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/encb-ipn.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/bangev-uach.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ll-tex.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ie-bajio.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/uam-i.html

INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON SOLUCION FAENA FLEX® (MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR, PRIMAVERA - VERANO 2013.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

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 Restauracién Ecolégica y Reforestacién de México
(IE-DF,UNAM)
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ie-df-unam.html

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

o Ww3TROPICOS, 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

e 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

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

e Ejemplares tipo de plantas vasculares del Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldégicas, 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

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

¢ 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

o Programa de repatriacién de datos de ejemplares mexicanos
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/jbny.html

o 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 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
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.

2 Anfidiploide (alopoliploide): poliploide formado tras la unién de dos conjuntos de cromosomas distintos y su posterior duplicacion.
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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 algodén 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).

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 I6culos. Cada l6culo 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.
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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
evolucion del género es en el sentido de pasar de formas con hojas enteras hacia formas con
hojas partidas (lobuladas), por tal razon, es posible que G. davidsonii sea la especie mas
ancestral que surgi6é en las primeras fases de la evolucion 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 l6culos. 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).

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 Iéculos 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 I6culos. Las
semillas miden de 8 a 10 mm de largo con fibras grisaceas muy pequenas 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 aporté los genes de esterilidad genético-
citoplasmica y los genes restauradores de la fertilidad que hicieron posible la formacién de
genotipos hibridos de algoddn con propdsitos comerciales (Meyer, 1973). Habita en pendientes
fuertes y suelos muy delgados y pedregosos.

G. laxum Phillips, se encuentra en el caidén del Zopilote del Estado de Guerrero. Las hojas
presentan de tres a cinco l6bulos 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 loculo 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 loculos.
Cada loculo contiene varias semillas muy pubescentes, la fibra es muy corta y de color blanco o
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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 l6bulos 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 l6culos. 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.

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 |6bulos 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 loéculos con varias semillas. La semilla esta 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 Iébulos 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 léculos. Cada léculo 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
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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 intraespecificos y posiblemente interespecificos mediados por
insectos. El transporte del polen por el viento nunca se ha reportado en el género
Gossypium, lo cual es explicado por la textura y consistencia del polen producido en antesis.
El polen de algodén es pesado y su 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 y las
flores de algodén, como las de todos los miembros de Malvaceae, son receptivas
unicamente el dia 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 tamafo
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.
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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 so6lo por curiosidad por algunos habitantes de dreas 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 algodén
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.

Se pueden hacer algunas generalizaciones respecto a las especies del género
Gossypium. 1) todas las especies de Gossypium presentan autopolinizacion aunque pueden
presentarse ciertos cruzamientos intraespecificos y posiblemente interespecificos mediados por
insectos, 2) el transporte del polen por el viento en el género Gossypium nunca se ha
reportado, lo cual es explicado por la textura y consistencia del polen producido durante la
antesis, 3) el polen de G. hirsutum es viable por no mas de 24 horas y, 4) cada 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 algodén 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. Esto constituye una barrera genética al flujo de genes entre variedades
tetraploides y diploides.

A esta barrera genética se debe afadir 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 distribucidn de la especie alotetraploide G.
barbadense se encuentra limitada principalmente al sureste de México lejos de las zonas
productoras de algodon comercial en el norte de la Republica Mexicana (Figura 2).
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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. Algodén Gossypium barbadense.

Figura 2. Distribucion puntual de Gossypium barbadense L. en México. Los puntos sobre el mapa senalan
los registros de colecta de G. barbadense.

I.d. Habitats de persistencia o proliferacién

Ruiz-Corral et al. (1999) realizaron una revisiéon 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:

Distribucion:

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. Es una planta de tipo fotosintético C3°.

% 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.

Page 23 of 120



INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON SOLUCION FAENA FLEX® (MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR, PRIMAVERA - VERANO 2013.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

Fotoperiodo:

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

Altitud:
0-600 m.
Requerimientos hidricos:

El algoddn 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 atmdsferas secas, siempre que no falte humedad en el suelo.
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 floracion.
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.
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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 y
100% para 27 mmhos/cm.

pH: Su rango de pH va de 4.8 a 7.5, con un 6ptimo de 5.6.

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 taxondémica 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

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

Variedad comercial: Coker 312.
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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
cruzase 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.

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 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).
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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
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 algodoén cultivado y representa aproximadamente
el 90% de la produccion mundial de fibra y aceite de algoddén. 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).

l.h. Secuencia génica del evento de transformacién (tamano del fragmento,
sitio de insercidon y oligonucledétidos)

El algodén Solucidon Faena Flex® (RF), evento MON-88913-8, se desarrolld via
transformacion con Agrobacterium tumefaciens de la variedad de algodon Coker 312, para
insertar un constructo con doble copia del gen cp4 epsps que codifica la enzima CP4 EPSPS.
Esta proteina le confiere la caracteristica de tolerancia a los herbicidas no selectivos de la
familia Faena® (glifosato). En este evento, que contiene un inserto Gnico, las caracteristicas de
la insercién y de las secuencias flanqueantes estan conservadas (Carpeta Secuencias
Nucleotidicas). Aparte de tolerancia al herbicida, conferida por la insercion del evento RF
(MON-88913-8), no hay diferencias biolégicamente significativas entre el algodén RF y su
contraparte convencional.

* Anfidiploide (alopoliploide): poliploide formado tras la union de dos conjuntos de cromosomas distintos y su posterior duplicacion.
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Para la transformacion se utilizo el vector binario PV-GHGT35 (Figura 1), que contiene
dos cassettes de expresion del gen cp4 epsps en tandem de 8.1 kb. A partir del borde derecho,
la primera secuencia codificante esta regulada por un promotor transcripcional quimérico P-
FMV/TSF1, las secuencias lider L-TSF1 e intron I-TSF1, un péptido de transito al cloroplasto
(ctp2) y la secuencia terminadora de la transcripcion E9. La segunda secuencia codificante esta
regulada por un promotor transcripcional quimérico P-35S/ACTS8, las secuencias lider L-Act8 e
intron |-Act8 y las mismas secuencias del péptido de transito y terminador que las utilizadas en
el primer cassette. La secuencia del gen cp4 epsps usada para producir RF es la misma que la
que contiene el algodén Solucién Faena® (SF) (MON-1445-2).

El numero de insertos (numero de sitios de integracién del T-DNA en el genoma de
algoddn) se evalué mediante la digestion de DNA del evento RF (MON-88913-8) y material
MON-88913-8(-) con la enzima de restriccién Spe | que no corta dentro del inserto de T-DNA.
Esta enzima libera un fragmento de restriccion conteniendo el inserto de DNA completo y DNA
genomico adyacente de la planta (Figura 3). El numero de fragmentos de restriccion
detectados indica el numero de insertos presentes en RF.

DNA proveniente del plasmido PV-GHGT35 previamente digerido con Nco |, mezclado
con DNA de MON-88913-8(-) digerido con Spe | (Figura 3, carriles 7 y 8), produjo bandas de
los tamanos esperado ~9.6 kb y ~4.1 kb. EI DNA de RF digerido con Spe | (Figura 3, carriles 3
y 9) produjo una sola banda de ~13.0 kb. Esto indica que RF contiene un inserto de DNA
localizado en un fragmento de restriccion Spe | de ~13.0 kb. DNA de algodén RF digerido con
una combinacion de las enzimas Spe | y Sca | (Figura 3, carriles 4 y 10) produjo dos bandas
Unicas de ~12.0 kb y ~1.2 kb en el carril 10, representado los fragmentos borde esperados que
indican que solo una copia simple del inserto de DNA esta presente. La banda de ~1.2 kb
esperada en el carril 4 (long run) salié del gel y no es visible en la figura.

El concepto de usar corridas electroforéticas cortas y largas para los analisis de
hibridacion Southern fue para ayudar a diferenciar fragmentos de restriccion de tamano
aproximado que migran muy cerca y para asegurar que los fragmentos de bajo peso molecular
fueran retenidos al final del gel de agarosa. Las corridas largas proveen mejor resolucion para
fragmentos de restriccion de alto peso molecular, y las corridas cortas proveen retenciéon y
resolucion para fragmentos de restricciéon de menor peso molecular. EIl DNA de MON-88913(-)
se digirié con Spe | (Figura 3, carriles 1 y 5) o una combinacién de Spe | y Sca | (Figura 3,
carriles 2 y 6) no produjo sefal de hibridacion. La marca débil que se observa a ~40 kb en el
carril 4 es un artefacto de hibridacion inespecifico. Ya que esto aparece sélo en el carril 4 de la
corrida larga y no en el carril 10 de la corrida corta y no obscurece alguna sefal de hibridacion
esperada, no afecta la interpretacion de este analisis de hibridacion.

Los componentes individuales y el tamafio, fuente y funcién de las secuencias
heredadas se muestran en la Tabla 2. La representacion esquematica del inserto de RF se
presenta en la Figura 4.
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Figura 3. Analisis de hibridacion Southern de RF (MON-88913-8): analisis del nimero de insertos y copias.
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Tabla 2. Resumen de los elementos genéticos contenidos en t-DNA del plasmido PV-GHGT35 utilizado en la
obtencion del algodon Solucion Faena Flex® (RF).

Elemento genético

Funcién

Promotor quimérico constituido por la regién promotora del gen tsf1 de Arabidopsis

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

Scrophularia (FMV).
2 Secuencia lider (exén 1) del gen tsf1 de Arabidopsis thaliana que codifica al factor de

L*-TSF1 -
elongacién EF-1alfa.

I*-TSF1 Intron del gen tsf1 de Arabidopsis thaliana que codifica al factor de elongacion 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 region 3’ no traducida del

T5-E9 gen rbc E9, codificante para la subunidad pequefia 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 exdn flanqueante del gen act8 de Arabidopsis thaliana.
Secuencia de DNA derivado de Arabidopsis thaliana. Péptido de transito al cloroplasto
TS-ctp2 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

2L - Lider

%I - Intrén

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 4. Representacion esquematica del inserto y secuencias genémicas flanqueantes en Soluciéon Faena Flex®.

Mapa lineal mostrando el inserto en Soluciéon Faena Flex® (MON-88913-8) 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 transcripcién.

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; posicion de término: 12200 (longitud total ~ 1.4 kb)
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li. Descripcidon de las secuencias flanqueantes, numero de copias
insertadas, expresion de los mensajeros

SECUENCIAS FLANQUEANTES

Se confirmd la organizacion de los elementos componentes del inserto de DNA en RF
utilizando analisis de PCR. Se amplificaron seis regiones superpuestas de DNA que cubren la
longitud completa del inserto y el DNA gendmico flanqueante inmediato en las regiones de
union en los extremos 5’ y 3'. La localizacion de los productos de PCR generados en relacion al
inserto, asi como los resultados se muestran en la Figura 5. Se verificd por PCR la secuencia
en los extremos 5’ y 3’ utilizando DNA gendmico de algodén RF como templado. La reaccion de
PCR para el fragmento inserto 5’-genoma de la planta se realizd utilizando un primer
disefado para la secuencia de DNA gendmico flanqueante 5’, pareado con un segundo primer
en el extremo 5’ del inserto de DNA. La PCR para el fragmento inserto 3’-genoma de Ila
planta se realiz6 utilizando un primer disefiado para secuencia de DNA gendmico flanqueante
3’, pareado con un segundo primer localizado en el extremo 3’ del inserto de DNA.

Product A  Product B Product C Product D Product E Product F

1123 4|56 7 8 (91011 12131415 16|1718 19 20|21 22 23| 24

3054 bp
-« 2036bp
1636 bp
1018 bp

— - = =T | L=
PEEEY P B OEEEY P B
SEE g s SIZ 3 <
5z y & : s
jn’. 3 = 3] &

Figura 5. Analisis por PCR del inserto en RF (MON-88913-8).
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NUMERO DE COPIAS INSERTADAS

El algodén Solucién Faena Flex® (RF), evento MON-88913-8, se desarrolld via
transformacion con Agrobacterium tumefaciens de la variedad de algodon Coker 312, para
insertar un constructo con doble copia del gen cp4 epsps que codifica la enzima CP4
EPSPS. Esta proteina le confiere la caracteristica de tolerancia a los herbicidas no selectivos
de la familia Faena® (glifosato). En este evento, que contiene un inserto unico, las
caracteristicas de la insercién y de las secuencias flanqueantes estan conservadas. Aparte de
tolerancia al herbicida, conferida por la insercion del evento RF, no hay diferencias
biolégicamente significativas entre el algodon RF y su contraparte convencional.

EXPRESION

Se evaluaron los niveles de la proteina CP4 EPSPS en tejido foliar joven y maduro
(OSL), radicular, semilla y polen colectados de plantas RF de pruebas de campo en cuatro
localidades de Estados Unidos en 2002. Para esto se utilizé un ensayo de ELISA validado y
los niveles de proteina para todos los tejidos se expresaron en microgramos por gramo (Jg/g)
en peso base humeda. El contenido de humedad se midié en todos los tejidos excepto polen.
Los niveles de proteina de los tejidos vegetales fueron convertidos a base seca mediante
calculos. El nivel medio de proteina CP4 EPSPS entre los cuatro sitios experimentales para
tejido foliar joven, OSL1, OSL2, OSL3, raiz y semilla de RF fue de 970, 1400, 690, 630, 99 y
340 ug/g en peso seco, respectivamente (Tabla 3). En el caso de polen para los cuatro sitios
fue 4.0 ug/g peso base humeda. Los niveles de proteina CP4 EPSPS en todos los tejidos del
material MON-88913(-) estuvieron por debajo del limite de cuantificacién del ensayo.

Durante el ciclo agricola PV-2007 se colectaron hojas (en diferentes tiempos: OSLA1,
OSL2, OSL3 y OSL4) de varias tecnologias de algodon biotecnologico en las regiones
algodoneras de Sonora Sur, Mexicali y La Laguna en México, entre ellas hojas de algodon RF
(MON-88913-8). Se realizaron analisis de ELISA validados para determinar los niveles de las
diferentes proteinas insertadas en los eventos, entre ellas CP4 EPSPS. Los resultados de los
niveles de proteina para RF en los tiempo OSL1 — OSL4, fueron 520, 510, 530 y 520 pg/g de
peso en base humeda, respectivamente.

De acuerdo a los resultados, se observaron niveles similares de la proteina CP4 EPSPS
en tejido de RF entre las muestras de diferentes regiones (ANEXO 2. 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 3. MSL-16614
Niveles de proteinas GM en algodén USA 1999) y 2004 (ANEXO 4. MSL-19892 Niveles de
proteinas GM en algodén USA 2004) donde se encontré que la expresion de la proteina
EPSPS fue comparable entre regiones mediante deteccion inmunoldgica.
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Tabla 3. Niveles de proteina en tejidos de RF (MON-88913-8) durante 20027,

Nivel medio Nivel medio
de proteina 2 de proteina 3
Tipo de tejido | CP4 EPSPS Rang‘l’oh()“glg CP4 EPSPS Ra"9°s) (ha/g ("0?’ "gl?)
en ugl/g th P en ug/g ps P Ha'g p
(DE) (DE)’

Tej}gs(:;’"ar 170(64) 64 — 260 970 (460) 270 — 1700 0.23/0.069
osL1? 270 (99) 77 - 410 1400 (540) 480 — 2600 0.23/0.069
OSL2 170 (44) 63 — 260 690 (210) 290 — 1000 0.23/0.069
OSL3 160 (61) 66 — 260 630 (230) 290 — 1100 0.23/0.069

Raiz 31(11) 19— 64 99 (40) 57 — 200 0.23/0.073
Semilla 310 (110) 67 — 550 340 (120) 72— 580 27117
Polen 4.0 (0.22) 3.8-4.3 n/a® nia® 0.23/0.11

T Tejidos producidos en campo en 2002 en los condados de Baldwin, Alabama; Tulare, California; Clarke, Georgia y Hockley,
Texas.

' Los niveles de proteina estan expresados como microgramos (lg) de proteina por gramo (g) de tejido en base a peso htimedo
(pbh). La media aritmética y desviacién estandar (DE) se calcularon para cada tipo de tejido entre sitios.

2 Los valores maximo y minimo se determinaron para cada tipo de tejido entre todos los sitios

%Los niveles de proteina estan expresados como pg/g de tejido en base a peso seco (ps). Los valores de peso seco se calcularon
dividiendo los valores de pbh entre los factores de conversién de ps obtenidos de los datos de los analisis de humedad.

*Los tejidos OSL1 — OSL3 representan hojas en diferentes estadios colectadas a través de la temporada en diferentes tiempos.

5 Debido a las cantidades limitadas de polen de algodén, los niveles de humedad no pudieron ser determinados y los valores se
presentan soélo en peso en base humeda.

La eficacia en cuanto a tolerancia al herbicida se ha mantenido durante el desarrollo de
los eventos de algodoén biotecnolégico SF, desde su comercializacion en 1996 y seguida a
partir de 2002 con el algodén RF; al igual que la calidad de la semilla, que se ha mantenido
después de la transferencia del gen cp4 epsps dentro de distintas variedades comerciales.

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 obtener el algodén Solucién Faena Flex® (MON-88913-8) se utiliz6 como vector
la bacteria Agrobacterium tumefaciens mediante el plasmido PV-GHGT35 (Figura 1).

En el algodon RF 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
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promotores 35S dirigen la expresion de los genes cp4 epsps en todos los tejidos de la planta
durante todo su desarrollo (expresion constitutiva). El algodén GM también presenta elementos
promotores adicionales y secuencias no codificantes para mejorar la expresidén génica, estos
elementos adicionales se han obtenido de otras especies vegetales. La region 3" de las
construcciones que permiten la expresion del mRNA de cp4 epsps también proviene de otras
especies vegetales.

TIPO DE HERENCIA DE LOS CARACTERES

Se realizdé 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 analisis de PCR y secuenciacion para identificar los
sitios de insercién y las regiones flanqueantes 5" y 3" del genoma del algodoén, adyacentes a la
construccion. Esto confirma la organizaciéon correcta de los elementos de la construccion y la
estabilidad del evento en multiples generaciones (ANEXO 5. MSL-19580, Analisis Molecular
de RF).

En resumen, se concluye que el DNA insertado en el evento de algoddén RF se integro
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 comercializacién de las variedades de algodén SFy RF.

Teniendo en cuenta la informacion sobre la integracion del material genético insertado,
estabilidad de numero de copias, segregacién mendeliana de los rasgos a través de multiples
generaciones y expresion similar de las proteinas CP4 EPSPS en varias regiones de diferentes
paises y bajo condiciones ambientales y agronomicas distintas; podemos concluir que la
caracteristica de tolerancia a glifosato es estable en los diferentes eventos de algodon.

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 recombinaciéon 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.
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En el caso altamente improbable en el cual ocurriera recombinacién que involucrara el
inserto en el evento RF, éste seria un proceso de translocacion entre las secuencias que son
homologas entre los insertos de 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 solo 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 la proteina recombinante introducida en RF, 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 segregacion mendeliana también por varias generaciones, el bajisimo potencial de
recombinacion del inserto en el evento RF, y la viabilidad e idoneidad seriamente
comprometidas de las células afectadas por el evento hipotético de translocaciéon gendémica, 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 el inserto de ADN en el algodén RF se integré de manera estable y la
caracteristica conferida es fenotipica y genéticamente estable a través de varias
generaciones y condiciones ambientales.

EXPRESION DEL MATERIAL INSERTADO

Se evaluaron los niveles de la proteina CP4 EPSPS en tejido foliar joven y maduro
(OSL), tejido radicular, semilla y polen colectados de plantas RF de pruebas de campo en
cuatro localidades de Estados Unidos en 2002. Para esto se utilizé un ensayo de ELISA
validado y los niveles de proteina para todos los tejidos se expresaron en microgramos por
gramo (ug/g) en peso base humeda. El contenido de humedad se midié en todos los tejidos
excepto polen. Los niveles de proteina de los tejidos vegetales fueron convertidos a base seca
mediante calculos. El nivel medio de proteina CP4 EPSPS entre los cuatro sitios
experimentales para tejido foliar joven, OSL1, OSL2, OSL3, raiz y semilla de RF fue de 970,
1400, 690, 630, 99 y 340 ug/g en peso seco, respectivamente (Tabla 3). En el caso de polen
para los cuatro sitios fue 4.0 ug/g peso base humeda. Los niveles de proteina CP4 EPSPS en
todos los tejidos del material MON-88913(-) estuvieron por debajo del limite de cuantificacion
del ensayo.
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Durante el ciclo agricola PV-2007 se colectaron hojas (en diferentes tiempos: OSLA1,
OSL2, OSL3 y OSL4) de varias tecnologias de algoddn biotecnolégico en las regiones
algodoneras de Sonora Sur, Mexicali y La Laguna en México, entre ellas hojas de algodon RF
(MON-88913-8). Se realizaron analisis de ELISA validados para determinar los niveles de las
diferentes proteinas insertadas en los eventos, entre ellas CP4 EPSPS. Los resultados de los
niveles de proteina para RF en los tiempo OSL1 — OSL4, fueron 520, 510, 530 y 520 ug/g de
peso en base humeda, respectivamente.

De acuerdo a los resultados, se observaron niveles similares de la proteina CP4 EPSPS
en tejido de RF entre las muestras de diferentes regiones (ANEXO 2. RA 07-RA-60-2 Niveles
de proteinas GM en hoja de algodon México 2007). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en las pruebas de campo en Estados Unidos durante 1999 (ANEXO 3. MSL-16614,
Niveles de proteinas GM en algodén USA 1999) y 2004 (ANEXO 4. MSL-19892 Niveles de
proteinas GM en algodén USA 2004) donde se encontré que la expresion de la proteina
EPSPS fue comparable entre regiones mediante deteccién inmunoldgica.

La eficacia en cuanto a tolerancia al herbicida se ha mantenido durante el desarrollo de
los eventos de algodon biotecnolégico SF, desde su comercializacion en 1996 y seguida a
partir de 2002 con RF; al igual que la calidad de la semilla, que se ha mantenido después de la
transferencia del gen cp4 epsps dentro de distintas variedades comerciales.

LOCALIZACION DE LAS PROTEINAS INTRODUCIDAS

La proteina CP4 EPSPS esta codificada por el gen cp4 epsps en el DNA gendémico vy,
después de la transcripcion a mRNA y la traduccion a proteina en los ribosomas, se transloca a
los cloroplastos, donde ejerce su funcion.

l.Lk. Descripcién del método de transformacion

a) Tecnologia Solucién Faena Flex®.

El algodon RF fue obtenido mediante transformacion mediada por Agrobacterium
tumefaciens empleando el plasmido PV-GHGT35. La linea parental del algodonero RF (evento
MON-88913-8) es la variedad de algodonero Coker 312 y el evento RF se transfiere 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.
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b) Transformacién mediada por Agrobacterium tumefaciens

El sistema de transformacién con A. tumefaciens es bien conocido y ha sido utilizado
durante muchos afos en la modificacion genética de diversas plantas dicotiledoneas. El
plasmido vector fue modificado, de manera tal que el sistema de transformaciéon 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 Agrobacterium 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 nitrébgeno 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 (DNA-T), del plasmido circular Ti (induccién de tumor) de 150 a 250 kb, transferido
por A. tumefaciens dentro del genoma de la planta hospedante.

La comprension de este proceso natural de transformacion y el hecho de que cualquier
DNA externo colocado entre los bordes del DNA-T 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).

I.I. Descripcién, numero de copias, sitios de insercion y expresién de las
secuencias irrelevantes para la expresion de la modificacion genética y en
su caso, la identificacién de efectos no esperados

El algodon RF fue obtenido mediante transformacion mediada por Agrobacterium
tumefaciens empleando el plasmido PV-GHGT35 (Carpeta Secuencias nucleotidicas).

Los componentes individuales y el tamafio, fuente y funcion de las secuencias
heredadas se muestran en la Tabla 2. La representacién esquematica del inserto de RF (MON-
88913-8) y sus sitios de insercion se presentan en la Figura 4.

En resumen, el evento RF (MON-88913-8) contiene las siguientes secuencias:

e Elinserto unico en el genoma del evento RF (MON-88913-8) (Tabla 2 y Figura 4) que
esta compuesto por los siguientes elementos:
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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).

Ademas no se han encontrado efectos no esperados ni proteinas de fusion
producto de la modificaciéon genética de RF.

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

El algodon RF fue obtenido mediante transformacién mediada por Agrobacterium
tumefaciens empleando el plasmido PV-GHGT35, para introducir una construccion que se
compone de dos cassettes de expresion cada uno con una copia del gen cp4 epsps que
codifica la proteina CP4 EPSPS.

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 a 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 inhibicién 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 microbianas (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 expresién alta en algunas plantas.
Estas secuencias incluyen sitios potenciales de poliadenilacién, que generalmente son ricas en
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A+T, con un porcentaje mas alto de G+C del que comunmente se encuentra en los genes de
plantas dicotiledéneas (63% contra ~50%), regiones concentradas de residuos de Gy C, y
codones que no son de uso frecuente en los genes de las plantas dicotiledéneas. Se sintetizod
una version del gen con uso de codones preferenciales por la planta, que fue utilizada en el
vector de transformacién del algoddn. Esta secuencia codificante fue expresada en Escherichia
coli con un vector PRecA 10L (Olins et al., 1988) y la actividad de la enzima EPSPS se
compar6é con la del gen nativo cp4 epsps. Los resultados establecieron que 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 Agrobacterium,
asimismo, su actividad también permanece inalterada.

El promotor que controla la expresion del gen cp4 epsps en el algodon RF 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 regién 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
(conteniendo el CTP) por ribosomas libres en el citoplasma celular. El 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 CTP se degrada
rapidamente (Bartlett ef al., 1982; della-Cioppa et al., 1986).

La secuencia de terminacion transcripcional del mRNA proviene de la regién 3’ no
traducida del gen de la ribulosa 1, 5-bifosfato carboxilasa (rbcS) E9 del chicharo (Pisum
sativum) para controlar la terminacion transcripcional y la poliadenilacién 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 algodén
SF (Barry et al., 1993). Un anticuerpo especifico para la proteina CP4 EPSPS reacciond 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 6 se presenta la secuencia de aminoacidos de la proteina CP4 EPSPS.
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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 LOEMGADIEV INPRLAGGED
301 VADLRVRSST LKGVTVPEDR APSMIDEYPI LAVAAAFAEG ATVMNGLEEL
351 RVKESDRLSA VANGLKLNGV DCDEGETSLV VRGRPDGKGL GNASGAAVAT
401 HLDHRIAMSF LVMGLVSENP VITVDDATMIA TSFPEFMDLM AGLGAKIELS
451 DTKAA

Figura 6. Secuencia deducida de aminoacidos de la proteina CP4 EPSPS presente en el algodén RF.

Dentro de los elementos que se utilizaron durante la transformacién del algodon RF
también se encuentra presente la secuencia del gen aad que codifica la proteina 3'(9)-O-
aminoglicosido adenililtransferasa (AAD). Esta secuencia se encuentra en el plasmido PV-
GHGT35, pero se localizan fuera de los bordes del T-DNA. Por lo tanto, no se esperaba que se
transfirieran al genoma del algodén y su ausencia en RF se ha confirmado mediante analisis
moleculares (ANEXO 6. Evaluacion Solucion Faena Flex FDA).

Proteina AAD

El gen de resistencia a antibiéticos, aad, fue aislado del transposén bacteriano Tn7 y
confiere resistencia a los antibidticos espectinomicina y estreptomicina (Davies y Benveniste,
1974). Este gen codifica la expresion de la enzima 3’(9)-O-aminoglicosido 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 7 se presenta la secuencia de aminoacidos de la proteina
AAD.

1 MHREAVIAEVS TQLSEVVGVI ERHLEPTLLA VELYGSAVDG GLEKPESDIDL

EILRAVEVTI VVHDDIIPWR

51 LVTVTVRLDE TTRRALINDL LE?SKSPGES

101 YPARRELQPG EWQRNDILAG IPEPATIDID LAILLTKARE HSVALVGPAA

GDERNVVLTL SRIWYSAVTG

151I EELPDPVPEQ DLPEALNETL TLWNSPPDWA

KIAPKDVAAD WAMERLPAQY QFPVILEARQA RADQLEEFPVEH

201 YLGQEDRLAS

251 YVEGEITEKVV GK

Figura 7. Secuencia de aminoacidos de la proteina AAD utilizada en el proceso de transformacién pero no
integrad al genoma del algodén RF.
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I.n. Rutas metabdlicas involucradas en la expresién del transgen y sus
cambios

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
Solucién Faena® (SF) y Solucién Faena Flex® (RF). 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 al 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 se produce en el algodén RF y se exporta a los cloroplastos de
sus células, 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 version del gen que utiliza codones con mayor afinidad por las
polimerasas vegetales y se insertd en los vectores utilizados para la transformacion del
algodén. 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 analisis de Western blot y andlisis de secuencia N-terminal. En base al
Western blot se encontr6 que la movilidad electroforética y las propiedades inmunorreactivas
de la proteina aislada del algodéon GM eran equivalentes a las de la proteina de referencia
EPSPS producida en E. coli.

La informacién sobre caracterizacion bioquimica del algodén RF se ha presentado
anteriormente en las solicitudes de Permiso a la Secretaria de Salud y permisos de liberaciones
experimentales de otras regiones. Esta informacion se base en numerosos articulos cientificos
independientes donde se demuestra la inocuidad de la proteina CP4 EPSPS, su nula toxicidad
en mamiferos y su equivalencia sustancial respecto de algodén convencional.
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l.o. Productos de degradacién de la proteina codificada por el transgén en
subproductos

La proteina CP4 EPSPS (CP4 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa) introducida en el
algodon RF, esta bien caracterizada en términos de su actividad bioquimica, modo de accion e
impacto en forma libre y como componente de la planta GM. Esta proteina proviene de
Agrobacterium tumefaciens, una bacteria comun del suelo.

La CP4 EPSPS es una enzima que esta presente en los algodones genéticamente
modificados que contienen alguna de las tecnologias Solucién Faena® (SF) y Solucién Faena
Flex® (RF). 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 esta codificada en el genoma del algodéon RF y se exporta
postraduccionalmente a los cloroplastos, el sitio de sintesis de aminoacidos aromaticos, via
fusién 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 version del gen que utiliza codones con mayor afinidad por las
polimerasas vegetales y se inserté en los vectores utilizados para la transformacion del
algodon. Esta secuencia codificante se expreso 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 analisis de Western blot y analisis de secuencia N-terminal. En base al
Western blot se encontré que la movilidad electroforética y las propiedades inmunorreactivas
de la proteina aislada del algodéon GM eran equivalentes a las de la proteina de referencia
EPSPS producida en E. coli.

Diversos investigadores caracterizaron ampliamente la CP4 EPSPS y los resultados
demostraron que posee propiedades enzimaticas equivalentes a las proteinas EPSPS
enddgenas de plantas y microorganismos (Harrison et al., 1996). El control de plantas dafinas
que se realiza con el glifosato ocurre por la inhibicién de las enzimas EPSPS endégenas de las
plantas (Malik et al., 1989). Esta enzima cataliza una etapa en la via metabdlica del acido
shikimico para la biosintesis de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina) en
plantas y microorganismos (Haslam, 1974; 1993). La via del acido shikimico es también
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responsable por la biosintesis de metabolitos secundarios como el tetrahidrofolato, la
ubiquinona y la vitamina K. Debido a su funcién, las enzimas EPSPS son esenciales para el
crecimiento normal de plantas y microorganismos. Aunque esta via y las proteinas EPSPS
estan ausentes en mamiferos, peces, aves, reptiles y insectos, ellas son de suma importancia
en plantas y microorganismos (Alibhai y Stallings, 2001). Se estima que las moléculas
aromaticas derivadas del 4cido shikimico representan 35% o mas del peso seco de las plantas
(Franz et al., 1997). No existe toxicidad asociada a esta familia de enzimas que presenta una
larga historia de seguridad ambiental y alimenticia, ya que esta presente de manera ubicua en
la naturaleza y en la dieta humana y animal. Ademas de eso, las enzimas EPSPS no son
conocidas por persistir en el ambiente o por afectar el fenotipo del organismo hospedero con
propiedades negativas, como patogenicidad o potencial de desarrollo en plantas dafiinas.

La enzima CP4 EPSPS posee afinidad baja para glifosato, comparada con las otras
proteinas EPSPS silvestres. La comparacién de parametros cinéticos entre la proteina CP4
EPSPS y la EPSPS enddégena elucidaron el mecanismo de inhibiciéon del glifosato. Este
mecanismo ocurre por la inhibicion de la actividad de la EPSPS enddgena a través de la
formacion de un complejo EPSPS-shikimato-3-fosfato (S3P)-glifosato, que acontece apenas
después la ligacion de la EPSPS-S3P. La ligacion de glifosato no demostrd ser competitiva en
relacion a los S3P, sino que es competitiva en relacion al fosfoenolpiruvato (PEP). Por lo tanto,
la proteina CP4 EPSPS posee tolerancia alta a glifosato (K; [glifosato]= 2,7 mM) y ligacion
fuerte con el substrato PEP (K,[PEP]=12uM). Se han descrito varias EPSPS de bacterias que
poseen tolerancia a glifosato (Schulz et al., 1985). EI K.,(PEP) de la enzima CP4 EPSPS es
aproximadamente dos veces mayor que el K,(PEP) de la enzima endégena EPSPS de la
petunia (5uM) también estudiada por Monsanto. En realidad, la enzima CP4 EPSPS exhibe la
menor constante K, (PEP) existente entre todas las EPSPS tolerantes a glifosato identificadas
hasta ahora. La constante k.,"Ki(glifosato)/K,(PEP), que es la medida de eficiencia catalitica de
la EPSPS en presencia de glifosato, es aproximadamente 10 veces mayor para la CP4 EPSPS
y para la mayor EPSPS previamente obtenida de la petunia (G101A), también caracterizada
por Monsanto. Basado en estos parametros cinéticos y en su eficacia para conferir tolerancia a
glifosato en plantas, el gene cp4 epsps fue aislado de la Agrobacterium tumefaciens. cepa CP4.
Asi, cuando el algodén RF, que produce la CP4 EPSPS, es tratado con el herbicida glifosato, la
accion de esta enzima permite que las plantas tolerantes a glifosato sigan desarrollandose
normalmente. Ya que la via biosintética de aminoacidos aromaticos no se encuentra en
animales, como se menciona arriba, el glifosato es un herbicida que sélo actua negativamente
sobre las plantas no resistentes, lo que contribuye a una toxicidad baja para otros organismos y
una mayor seguridad de este producto.

La informacién ofrecida arriba evidencia que la via metabdlica y el modo de accion de la
proteina CP4 EPSPS en el algodon RF son bien conocidos y caracterizados, que esta proteina
o su familia de proteinas ocurren de manera ubicua en la naturaleza y que, por lo tanto, existe
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un historial de uso seguro y exposicion a estas proteinas sin que se hayan reportado efectos
adversos.

Las proteinas EPSPS son dirigidas a los cloroplastos de las plantas donde esta el sitio
especifico de accion metabolica. Muchas de las proteinas de los plastidos son codificadas por
genes nucleares y sintetizadas como moléculas precursoras de alto peso molecular. El tamafio
adicional de estas proteinas precursoras es debido a la presencia de la extensién N-terminal,
que es llamada de péptido de transito. El péptido de transito es necesario y suficiente para
transportar las proteinas a través del citoplasma hacia el cloroplasto de las células (Chua y
Schmidt, 1978; Lubben et al., 1988; Mishkind et al., 1985; Schmidt y Mishkind, 1986).

El gen cp4 epsps insertado en el algodon RF fue conectado a un péptido de transito
para el cloroplasto (ctp2) para que la proteina CP4 EPSPS pudiera ser direccionada hacia el
cloroplasto, que es el sitio de accion de todas las proteinas EPSPS (Kishora y Shah, 1988). La
secuencia N-terminal de la proteina CP4 EPSPS mostré que el péptido de transito fue
removido, indicando que la proteina fue debidamente transportada al cloroplasto (Silvanovich et
al., 2001). En resumen, la proteina CP4 EPSPS presente en RF se transporta a los cloroplastos
donde actua en la ruta metabdlica del shikimato.

Harrison et al. (1996) demostré que la proteina CP4 EPSPS se degrada rapidamente en
fluidos digestivos simulados. La vida media de esta proteina fue de menos de 15 segundos en
el sistema gastrico y menos de 10 minutos en el sistema intestinal, basados en analisis de
manchas Western blot. Por lo tanto, si alguna de las proteinas CP4 EPSPS fuera a sobrevivir el
sistema gastrico, seria rapidamente degrada en el intestino. Como comparativo, se estima que
el 50% del alimento sélido se vacia del estbmago humano en dos horas, mientras que el 50%
del alimento liquido se vacia en aproximadamente en 25 minutos (Sleisenger y Fordtran, 1989).
Basandonos en esta informacion, se espera que la proteina CP4 EPSPS se degrade
rapidamente en el tracto digestivo de mamiferos.

Se realizaron experimentos posteriores para determinar la digestibilidad in vitro de la
proteina CP4 EPSPS en fluido gastrico simulado (FGS). Como en el estudio de Harrison et al.
(1996), la CP4 EPSPS se produjo y purificé de E. coli. La digestibilidad se analizé por tres
métodos: SDS-PAGE (Electroforesis en gel de poliacrilamida y SDS), analisis inmunolégico
Western blot y ensayo de actividad enzimatica de la EPSPS.

Los resultados de estos experimentos demostraron que la proteina CP4 EPSPS
madura, producida en E. coli, se digiri6 rapidamente después de la incubacién en FGS. El
método colorimétrico azul SDS-PAGE demostré que al menos el 98% de la proteina madura
producida en E. coli se digiri6 en el FGS en 15 segundos (Figura 8). No se observaron bandas
degeneradas debidas a la digestion. El analisis de Western blot confirmé que mas del 96% de
la proteina madura producida en E. coli se digirié en el FGS en menos de 15 segundos (Figura
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9). De igual manera, se demostré que la actividad enzimatica EPSPS se redujo a menos del
10% en 15 segundos de incubacion de la proteina CP4 EPSPS en FGS (Tabla 4).
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Figura 8. Analisis de SDS-PAGE mostrando la digestion de la CP4 EPSPS purificada de E. coli en fluidos
gastricos simulados. Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE utilizando un gradiente de poliacrilamida 10 —
20% en un gel con buffer tricina (Tris-Glicina). Las proteinas se detectaron con un colorante Brilliant Blue G. Se
cargaron 500 ng de la proteina CP4 EPSPS producida en E. coli por carril basados en concentraciones predigestion.

Carril Descripcidn de carriles Tiempo de incubacién

1 Marcadores de peso molecular

2 Control experimental sin pepsina (PO) Os
3 Control experimental sin CP4 EPSPS (NO) Os
4 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T =0 O0s
5 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T =1 15s
6 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T =2 30s
7 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T=3 1 min
8 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T =4 2 min
9 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T=5 4 min
10 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T =6 8 min
11 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T=7 15 min
12 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T=8 30 min
13 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T =9 60 min
14 Control experimental sin CP4 EPSPS (N9) 60 min
15 Control experimental sin pepsina (P9) 60 min
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Figura 9. Analisis de Western blot mostrando la digestion de la CP4 EPSPS purificada de E. coli en fluidos
gastricos simulados. Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE utilizando un gradiente de poliacrilamida 10 —
20% en un gel con buffer Tris-Glicina. Se cargdé 1 ng de la proteina CP4 EPSPS producida en E. coli basados en la
pureza y concentraciones de predigestion.

Carril Descripcion de carriles Tiempo de incubacién

1 Marcadores de peso molecular

2 Control experimental sin pepsina (P0) Os
3 Control experimental sin CP4 EPSPS (NO) Os
4 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T =0 Os
5 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T =1 15s
6 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T = 2 30s
7 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T=3 1 min
8 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T=4 2 min
9 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T=5 4 min
10 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T=6 8 min
11 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T=7 15 min
12 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T=8 30 min
13 Proteina CP4 EPSPS en FGS, T =9 60 min
14 Control experimental sin CP4 EPSPS (N9) 60 min
15 Control experimental sin pepsina (P9) 60 min

Tabla 4. Actividad especifica de la proteina CP4 EPSPS producida en E. coli después de la digestion en
fluidos gastricos simulados.

Actividad especifica
Muestra (Unidades/mg de proteina)
Control experimental sin pepsina, in cubado por0's 4.92
Control experimental sin pepsina, in cubado por 60 minutos 2.10
Proteina CP4 EPSPS producida en E. coli incubada en FGS por 0 s 5.63
Proteina CP4 EPSPS producida en E. coli incubada en FGS por 15 s 0.27
Proteina CP4 EPSPS producida en E. coli incubada en FGS por 30 s 0.15
Proteina CP4 EPSPS producida en E. coli incubada en FGS por 60 s 0.15
Control experimental sin CP4 EPSPS, in cubado por 0 s 0.02
Control experimental sin Cp4 EPSPS, in cubado por 60 minutos 0.05
Solucién Buffer (Blanco) 0.01
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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 algodon RF fue obtenido mediante transformacién mediada por Agrobacterium
tumefaciens empleando el plasmido PV-GHGT35 (Carpeta Secuencias nucleotidicas).

Los componentes individuales y el tamafo, fuente y funcién de las secuencias
heredadas se muestran en la Tabla 2. La representacién esquematica del inserto de RF (MON-
88913-8) y sus sitios de insercion se presentan en la Figura 4.

En resumen, el evento RF (MON-88913-8) contiene las siguientes secuencias:

e Elinserto unico en el genoma del evento RF (MON-88913-8) (Tabla 2 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).

La proteina EPSPS nativa del algodén (plantas y microorganismos la poseen) es
homoéloga de la CP4 EPSPS de la bacteria Agrobacterium tumefaciens introducida en el evento
RF. Sin embargo, la EPSPS nativa del algodén 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
transformacién esta presente de manera natural en el algodén convencional.

El evento de algodén Soluciéon Faena Flex® no presenta cambios fenotipicos de
significancia biolégica comparado con algoddn convencional. Los datos que apoyan esta
afirmacion 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),
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para probar sus caracteristicas agronémicas, parametros fenotipicos y eficacia. El algodon RF
(MON-88913-8) se produjo mediante la insercién de una doble copia del gen cp4 epsps en la
variedad de algodon Coker 312 mediante transformacién con Agrobacterium tumefaciens. De
esta manera, las Unicas caracteristicas que difieren entre el algodon RF y las variedades
convencionales son la tolerancia al herbicida glifosato, como se esperaba de acuerdo al disefio
del evento.

l.q. Patogenicidad o virulencia de los organismos receptores y donadores
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 algodén 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 RF, ya que el aceite derivado del algodon 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
Boeckmann, 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 bioloégica 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 funcidn 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 toxica 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).
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La introduccion de variedades de algodén RF 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 de algoddn RF 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 digestidon 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
RF y aprobado su consumo humano y animal.

En cuanto al algodén (Gossypium hirsutum), receptor del evento Solucién Faena Flex®,
no presenta ni ha presentado historicamente 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 seleccidn, incluyendo el mecanismo
de accion de estos genes

El evento RF (MON-88913-8) fue generado mediante la integracion estable de dos
“cassettes” de expresion del gen cp4 epsps en el genoma del algodén utilizando el sistema de
transformacién mediado por Agrobacterium. Los datos muestran que el evento RF contiene una
copia del DNA insertado en un Jocus simple de integracion dentro del fragmento de restriccion
~13.0 kb Spe | que contiene dos “cassettes” de expresion del gen cp4 epsps intactos. No se
detectaron elementos adicionales del vector de transformacion PV-GHGT35 en el genoma del
algoddén RF. La segregacion mendeliana del fenotipo esperado en el algodén 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 /ocus simple.
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Dentro de los elementos que se utilizaron para la transformacion del algodén RF
también se encuentra presente la secuencia del gen de selecciéon aad que codifica la proteina
3'(9)-O-aminoglicosido adenililtransferasa (AAD). Esta secuencia se encuentra en el plasmido
PV-GHGT35, pero se localiza fuera de los bordes del T-DNA. Por lo tanto, no se esperaba que
se transfirieran al genoma del algodon y su ausencia en RF se ha confirmado mediante analisis
moleculares (ANEXO 6. Evaluacion Solucion Faena Flex FDA).

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 a la transformacion
genética de las células de algodon, para seleccionar las bacterias que contenian el plasmido
con el DNA de interés. En la Figura 7 se presenta la secuencia de aminoacidos de la proteina
AAD.

Debido a que el algodén RF contiene dos copias de la enzima CP4 EPSPS, la cual le
confiere resistencia al herbicida no selectivo glifosato, no fue necesario utilizar genes de
seleccion adicionales en la construccion, porque la proteina CP4 EPSPS actia como marcador
de seleccion 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 autorizacién por parte de la Secretaria de Salud de México para
los diferentes eventos de algodon biotecnolégico que garantizan su inocuidad para consumo
humano y animal.

l.s. NOomero de generaciones que mostraron estabilidad en la herencia del
transgén

El evento RF se desarrollo via transformacién con Agrobacterium tumefaciens para
insertar un constructo con doble copia del gen cp4 epsps que codifica la enzima CP4 EPSPS.
La estabilidad del inserto en RF ha sido comprobada por métodos cientificos estandares.

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
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transformacion. Ademas, se realizaron analisis 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 organizacion correcta de los elementos de la construccion y la
estabilidad del evento en multiples generaciones (ANEXO 5. MSL-19580 Analisis Molecular
de RF).

También se realizé un analisis de segregaciéon en el que se ha observado un patron de
herencia Mendeliana de la caracteristica de tolerancia a glifosato después de autopolinizacién o
retrocruzamiento del evento RF con otras variedades de algoddon. Ademas, la tolerancia al
glifosato se ha mantenido durante el desarrollo de este evento desde sus inicios a la fecha, al
igual que la calidad de la semilla que se ha mantenido después de la transferencia de la
construccion con dos copias del gen cp4 epsps dentro de distintas variedades comerciales.

En resumen, se concluye que el DNA insertado en los eventos de algodén RF, se
integré 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 comercializacién de las variedades de algodén RF.

Teniendo en cuenta la informacion sobre la integracion del material genético insertado,
estabilidad de numero de copias, segregacion mendeliana de los rasgos a través de multiples
generaciones y después cruzamiento con multiples variedades para condiciones ambientales y
agronomicas distintas; podemos concluir que la caracteristica de tolerancia a glifosato es
estable en el evento RF. Ver carpeta de Caracterizacion Molecular-Secuencias en el CD
adjunto a este documento.

La recombinacion es poco probable

Es poco probable que ocurra recombinacidon en el inserto de ADN en el evento RF
(MON-88913-8). Este hecho es apoyado por los estudios de estabilidad genética que muestran
que se ha encontrado el evento MON-88913-8 por varias generaciones en el mismo sitio de
insercion sin diferencias en los patrones de bandas observados.

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 recombinacidon 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.
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No se espera aumento de riesgos producto de recombinacién potencial

En el caso altamente improbable en el cual ocurriera recombinacion, que involucrara el
inserto en el evento RF (MON-88913-8), la Unica consecuencia posible seria la modificacién 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 la proteina recombinante introducida
en RF, el riesgo que podria surgir de esta recombinacion hipotética es insignificante.

Conclusion

Tomando en cuenta el bajisimo potencial de recombinacion entre los insertos en el
evento RF, la estabilidad de los elementos genéticos por varias generaciones, la viabilidad e
idoneidad seriamente comprometidas de las células afectadas por el evento hipotético de
translocacion gendémica, y la seguridad demostrada de la proteina introducida en este evento,
el riesgo de tal recombinacién es descartable. Se concluye que el DNA insertado en el algodoén
MON-88913-8 se integré6 de manera estable y la caracteristica conferida es fenotipica y
genéticamente estable a través de varias generaciones y condiciones ambientales. Ver carpeta
de Caracterizaciéon Molecular-Secuencias en el CD adjunto a este documento.
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Il. IDENTIFICACION DE LA ZONA DONDE SE PRETENDA
LIBERAR EL OGM

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

La semilla de algodon RF 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-2013 se tiene contemplado sembrar 2,500 hectareas de algodon RF en
la regidbn de Tamaulipas Sur a partir del mes de junio de 2013 (Cuadro 2), para lo cual se
solicita el mismo poligono que el ciclo anterior (Figura 10) en Etapa Experimental y que fue
aprobado por la autoridad (PV-2012). Esta es la segunda solicitud de liberacion al ambiente
para esta tecnologia en la parte sur del Estado de Tamaulipas. Sin embargo, en _esta misma
solicitud se solicitan 3 poligonos de liberacién (B, C y D) para la tecnologia RF en Etapa
Experimental en el norte del Estado de Tamaulipas (Figura 11) que corresponden a areas
agricolas. Estos poligonos fueron aprobados para el ciclo PV-2012 en Etapa Experimental.

Al respecto aclaramos que la regidbn de Tamaulipas Norte (Figura 12) esta
actualmente en Programa Piloto (PV-2012) y para el ciclo PV-2013 se solicitd Permiso de
Liberacion al Ambiente en Etapa Comercial (Documento 852-2012-MON-REG6, solicitud
086_2012).

Actualmente los poligonos de B2RF y RF para la region de Tamaulipas Norte no son
idénticos (Figura 13) (el poligono de B2RF es mas grande que el de RF), lo cual causa
dificultades a la hora de establecer el refugio (RF) para la tecnologia B2RF. Esta problematica
se deriva de errores en las Tablas de Coordenadas al fusionar los poligonos de Monsanto y
Bayer para la tecnologia B2RF en Tamaulipas Norte durante las solicitudes del ciclo PV-2011.
Dicha fusién de poligonos fue posible debido a que tanto Monsanto como Bayer han liberado la
tecnologia B2RF en la region de Tamaulipas Norte. Sin embargo, derivado de que soélo
Monsanto ha liberado la tecnologia RF en Tamaulipas Norte el poligono es mas pequerio el de
B2RF.

Para resolver esta situacion de poligonos diferentes para las dos tecnologias, es que se
incluyen los poligonos B, C y D (Figura 11) de la regién de Tamaulipas Norte en esta solicitud
de Tamaulipas Sur, ya que pertenecen al mismo Estado. De esta manera, podemos
homogenizar las areas de liberacion para las dos tecnologias en Tamaulipas Norte y resolver
los posibles problemas de establecimiento de refugio (Figuras 11-13). Ademas, en cada region
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se seguiran los tiempos de siembra de acuerdo al periodo oficial de siembra establecido por la
Delegacion Estatal de la SAGARPA. De esta manera la fecha de siembra en Tamaulipas Norte
es del 15 de febrero al 15 de marzo y en Tamaulipas Sur es del 1 de junio al 20 de julio.

Cuadro 2. Cantidad de OGM (RF) a liberar.

REGION CANTIDAD DE
PROPUESTA SUPERFICIE FECHA DE PERIODO DE SEMILLA
cicLo TOTAL DE LOS IMPORTACION
PARA EL PREDIOS (Ha) DE SEMILLA SIEMBRA REQUERIDA
PROGRAMA (kg)*
TAMQB:;{'PAS PV - 2013 2,500 MAYO DE 2013 JUNIO DE 2013 35,938

*Densidad de siembra promedio: 14 Kg/ha.

Tabla 5. Practicas agronémicas para el manejo del cultivo del algodén RF y convencional en la regiéon de
Tamaulipas Sur.

Prac’tlc.as Algodon RF Convencional
agronomicas
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 himedo 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 fenoldgicas de: Cinco riegos de auxilio en las etapas fenoldgicas de:
inicio de floracién, maxima produccién de botones inicio de floracién, maxima produccion de botones
Riegos florales, maxima produccién de bellotas e inicio de florales, maxima produccion de bellotas e inicio de
capullos. Calendario de riego: a los 60, 80, 100 y 120 | capullos. Calendario de riego: a los 60, 80, 100 y 120
dias; o bien a los 50, 70, 90, 110 y 130 dias posteriores | dias; o bien a los 50, 70, 90, 110 y 130 dias posteriores
ala siembra a la siembra
Fertilizacion Al momento de la siembra e inmediatamente antes del | Al momento de la siembra e inmediatamente antes del
primer riego de auxilio 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 de la competencia durante los 30 a 75 dias después de la
CONTROL DE MALEZA* | emergencia del algodéon mediante la aplicacién total emergencia del algodén mediante el uso herbicidas
postemergente del herbicida Faena Fuerte con preemergentes residuales, herbicidas postemergentes y

Transorb® complementado con labores culturales. control mecanico y/o manual.
Control de plagas
INSI'ECTOS Insecticidas Insecticidas
LEPIDOPTEROS
Otras plagas Insecticidas Insecticidas
o Aplicar el defoliante cuando la planta tenga mas del Aplicar el defoliante cuando la planta tenga mas del
Defoliacion
50% de capullos 50% de capullos
Dos pizcas: la primera a los 25 dias después de la Dos pizcas: la primera a los 25 dias después de la
Cosecha aparicion de los primeros capullos y la segunda 25 dias | aparicion de los primeros capullos y la segunda 25 dias
después de la anterior. 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 Solucién Faena Flex® con relacion al algodon
convencional.
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POLIGONO DE LIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS SUR (A)
PARA ALGODON RF DURANTE EL CICLO PV-2013.

A
MONSANTO @ - A
) LOCALIZACION GEOGRAFICA.
B gz (. .'f
«.a%: \q ’r‘
H N \ i ;
: ' :. Nuevo Leon lf
Simbologia B ‘
L

—— Poligono RF Tamaulipas Sur
PV-2013 EXP

San Luis Potosi

iuato

POLIGONOS DE LIBERACION (B, Cy D) EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS NORTE PARA
ALGODON RF DURANTE EL CICLO PV-2013, INCLUIDOS EN LA SOLICITUD EXPERIMENTAL DE

A
MONSANTO :L‘i:\
. TAMAULIPAS SUR PV-2013. LOCALIZACION GEOGRAFICA.

Simbologia o

Poligonos B,C y D TAMAULIPAS NORTE
RF PV-2013

o
E{é -~ B,
M ~ e
e

Tamaulipas

Figura 10. Localizacion geografica del Poligono A, propuesto para la liberacion de la tecnologia RF en la
region de Tamaulipas Sur durante el ciclo agricola PV-2013 en Etapa Experimental.

Figura 11. Localizacién geografica de los Poligonos B, C y D propuestos para la liberacion de la tecnologia
RF en Tamaulipas Norte en Etapa Experimental, incluidos en la solicitud experimental de la regiéon de

Tamaulipas Sur, durante el ciclo agricola PV-2013.
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MONSANTO @

POLIGONO DE LIBERACION EN ETAPA COMERCIAL DE TAMAULIPAS NORTE
PARA ALGODON RF DURANTE EL CICLO PV-2013 Y POSTERIORES.
LOCALIZACION GEOGRAFICA.

Simbologia

Poligono RF Tamaulipas
Norte PV-2013 COMERCIAL

Nuevo Leon

[

/) Tamaulipas

Figura 12. Localizacion geografica del Poligono de Tamaulipas Norte propuesto para la liberacion en Etapa

Comercial de la tecnologia RF, durante el ciclo agricola PV-2013.

DIFERENCIAS ENTRE LOS POLIGONOS DE ALGODON DE LA REGION
DE TAMAULIPAS NORTE PARA ALGODON B2RF y RF PV-2012

MONSANTO @

SIMBOLOGIA

Poligono B2RF Tamaulipas
Norte PV-2012

— Poligono RF Tamaulipas Nueva Leon

Norte PV-2012

Figura 13. Diferencias entre los poligonos de las tecnologias B2RF y RF en la region de Tamaulipas Norte

durante el ciclo agricola PV-2012.
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ll.b. Ubicacion del poligono o poligonos donde se realizara la liberacién

En la Figura 10 se presenta un mapa que describe el poligono de liberacién A
propuesto para la region de Tamaulipas Sur para el ciclo PV-2013 en Etapa Experimental.
Ademas, se solicita la aprobacion de 3 poligonos (B, C y D) localizados en el norte del Estado
de Tamaulipas (Figura 11) que se incluyen en esta Solicitud de Tamaulipas Sur. La finalidad de
solicitar estos tres poligonos es homogenizar la superficie de liberacion de algodon
biotecnoldgico (B2RF y RF) en la regién de Tamaulipas Norte, resolviendo asi la problematica
del establecimiento de areas de refugio (algodén RF) para la reproduccion de lepidopteros no
expuestos a las proteinas Cry expresadas en el algodéon B2RF (Ver punto ll.a. Superficie
total del poligono o poligonos donde se realizara la liberacién y Figuras 11-13).

Se presentan las Tablas 6-9 con las coordenadas geograficas y en UTM de los
poligonos A, B, C y D propuestos en la presente solicitud.

Tabla 6. Coordenadas geograficas y en UTM del poligono A de la region de Tamaulipas Sur propuesto para
la liberacion de algodén RF durante el ciclo PV-2013.

Coordenadas del poligono A Tamaulipas Sur PV-2013
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
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
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Coordenadas del poligono A Tamaulipas Sur PV-2013
EXPERIMENTAL
Longitud Latitud Longitud X Latitud Y
Vértice (LL84) (LL84) (UTM84-14N) (UTM84-14N)
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

Tabla 7. Coordenadas geograficas y en UTM del poligono B de Tamaulipas Norte incluido en la Solicitud
Experimental de la region de Tamaulipas Sur para la liberacion de algodén RF durante el ciclo PV-2013.

Coordenadas del poligono B Tamaulipas Norte PV-2013
EXPERIMENTAL
Longitud Latitud Longitud X Latitud Y
Vértice (LL84) (LL84) (UTM84-14N) (UTM84-14N)
1 -98.5766 26.2310 542290.9051 2901335.105
2 -98.1950 26.0449 580529.5170 2880903.528
3 -97.6680 26.0027 633307.8504 2876662.274
4 -97.5646 25.9230 643756.3735 2867939.725
5 -98.3303 25.9393 567057.3693 2869133.155
6 -98.5737 26.1091 542628.3209 2887831.687
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Tabla 8. Coordenadas geograficas y en UTM del poligono C de Tamaulipas Norte incluido en la Solicitud
Experimental de la region de Tamaulipas Sur para la liberacion de algodén RF durante el ciclo PV-2013.

Coordenadas del poligono C Tamaulipas Norte PV-2013
EXPERIMENTAL
Longitud Latitud Longitud X Latitud Y

Vértice (LL84) (LL84) (UTM84-14N) (UTM84-14N)

1 -97.3956 25.7927 660856.7125 2853705.939

2 -97.3706 25.7734 663391.9131 2851600.0970

3 -97.5405 25.5758 646596.7391 2829514.045

4 -97.5453 25.5780 646109.0959 2829752.272

5 -97.3956 25.7927 660856.7125 2853705.939

Tabla 9. Coordenadas geograficas y en UTM del poligono D de Tamaulipas Norte incluido en la Solicitud
Experimental de la region de Tamaulipas Sur para la liberacion de algodén RF durante el ciclo PV-2013.

Coordenadas del poligono D Tamaulipas Norte PV-2013
EXPERIMENTAL
Longitud Latitud Longitud X Latitud Y
Vértice (LL84) (LL84) (UTM84-14N) (UTM84-14N)
1 -98.5649 25.3290 543793.2197 2801452.693
2 -98.4549 25.1637 554933.3268 2783181.558
3 -98.1539 25.0400 585356.8031 2769641.615
4 -98.9488 25.0451 505164.6901 2769942.598

En las Figuras 14-15 se muestran los Municipios incluidos en los Poligonos A, B, C y
D. En las Figuras 16-17 se muestran los Distritos de Desarrollo Rural comprendidos en los
Poligonos A, B, C y D. En las Figuras 18-19 se muestran las Zonas Agricolas distribuidas en
los Poligonos A, B, C y D, y en las Figuras 20-21 se muestra que en los Poligonos propuestos
no se encuentran Areas Naturales Protegidas. Se anexan Tablas 6-9 con las Coordenadas
de los Poligonos A, B, C y D de la presente solicitud.

ANEXO 7. Tabla con Coordenadas del Poligono A de Tamaulipas Sur RF PV-2013
Experimental (Tabla 6).

ANEXO 8. Tabla con Coordenadas del Poligono B de Tamaulipas Norte RF PV-2013
Experimental, incluido en la Solicitud de Tamaulipas Sur (Tabla 7).

ANEXO 9. Tabla con Coordenadas del Poligono C de Tamaulipas Norte RF PV-2013
Experimental, incluido en la Solicitud de Tamaulipas Sur (Tabla 8).

ANEXO 10. Tabla con Coordenadas del Poligono D de Tamaulipas Norte RF PV-2013
Experimental, incluido en la Solicitud de Tamaulipas Sur (Tabla 9).
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Para el ciclo PV-2013 en Etapa Experimental se solicita una superficie potencial para
siembra de 2,500 hectareas (Cuadro 2, pagina 59), abarcando los poligonos propuestos en la
presente solicitud, donde iniciara la siembra de algodén a partir del mes de febrero en
Tamaulipas Norte y junio en Tamaulipas Sur 2013. 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 afnos. Dicha meta se refiere al consenso alcanzado con el Consejo
Nacional de Productores de Algodén, A. C. y el Comité Nacional Sistema Producto Algodon, A.
C. con lo cual seria posible alcanzar la autosuficiencia de fibra de algodén en México durante
los préximos 3 a 5 afos.

El Poligono A 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, llamatlan, Ozuluama de
Mascareias, Panuco, Tamalin, Tampico Alto, Tancoco y Tempoal en el Estado de
Veracruz y; Ebano, San Vicente Tancuayalab y Tamuin en el Estado de San Luis Potosi.

El Poligono B incluye areas agricolas en los municipios de Gustavo Diaz Ordaz,
Matamoros, Reynosa, Rio Bravo y Valle Hermoso en el Estado de Tamaulipas. El Poligono
C incluye areas agricolas en el municipio de: Matamoros en el Estado de Tamaulipas. Y el
Poligono D incluye areas agricolas en los municipios de: Burgos, Méndez y San Fernando

en el Tamaulipas.

POLIGONO DE LIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS SUR (A)
MONSANTO @ PARA ALGODON RF DURANTE EL CICLO PV-2013.

MUNICIPIOS.

Simbologia

Poligono A RF Tamaulipas Sur
PV-2013 EXP

[ Municipios

Figura 14. Municipios comprendidos en el Poligono de liberaciéon A, propuesto para la Etapa Experimental
durante el ciclo PV-2013 del algod6n RF en la regiéon de Tamaulipas Sur.
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Figura 15. Municipios comprendidos en los Poligonos de liberacion B, C y D propuestos para la Etapa
Experimental durante el ciclo PV-2013 del algodén RF en Tamaulipas Norte, parte de la Solicitud de

Tamaulipas Sur.

POLIGONO DE LIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS SUR (A)
PARA ALGODON RF DURANTE EL CICLO PV-2013.
DISTRITOS DE DESARROLLO RURAL.

MONSANTO @

Muevo Leon’
GALEANA

Simbologia
(1 Poligono A RF PV-2013 EXP
L Dpbr

uls Potasi
RIONERDE

[

SanJUANDECRIQ MXCUHUACA — f ARTINEZ DE LA TORRE

Figura 16. Distritos de Desarrollo Rural comprendidos en el Poligono de liberacion A, propuesto para la

Etapa Experimental durante el ciclo PV-2013 del algoddn RF en la regiéon de Tamaulipas Sur.
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POLIGONOS DE LIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS NORTE (B, Cy D) PARA
MONSANTO ALGODON RF DURANTE EL CICLO PV-2013. INCLUIDOS EN LA SOLICITUD DE TAMAULIPAS SUR.
5 . DISTRITOS DE DESARROLLO RURAL.

=
“*" DIAZ ORDAZ

Simbologia

Poligonos B, Cy D RF
—
Tam Nte Exp PV-2013

CONTROL /?//é

1 DDR

Figura 17. Distritos de Desarrollo Rural comprendidos en los Poligonos de liberacion B, C y D propuestos
para la Etapa Experimental durante el ciclo PV-2013 del algodon RF en Tamaulipas Norte, parte de la

Solicitud de Tamaulipas Sur.

Figura 18.

POLIGONO DE LIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS SUR (A)
MONSANTO @ PARA ALGODON RF DURANTE EL CICLO PV-2013.

v,
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Experimental durante el ciclo PV-2013 del algodén RF en la regiéon de Tamaulipas Sur.

Zonas agricolas comprendidas en el Poligono de liberacion A, propuesto para la Etapa
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POLIGONOS DE LIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS NORTE (B, Cy D) PARA
R i ALGODON RF DURANTE EL CICLO PV-2013. INCLUIDOS EN LA SOLICITUD DE TAMAULIPAS SUR.
4 ZONAS AGRICOLAS.
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Figura 19. Zonas agricolas comprendidas en los Poligonos de liberaciéon B, C y D propuestos para la Etapa
Experimental durante el ciclo PV-2013 del algodon RF en Tamaulipas Norte, parte de la Solicitud de

Tamaulipas Sur.

POLIGONO DE LIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS SUR (A)
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Figura 20. EIl Poligono A de liberacidon durante la Etapa Experimental del algodéon RF, correspondiente a

Tamaulipas Sur, durante el ciclo agricola PV-2013, no contiene Areas Naturales Protegidas.
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Figura 21.

POLIGONOS DE LIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS NORTE (B, Cy D) PARA
MONSANTO [ﬂ ALGODON RF DURANTE EL CICLO PV-2013. INCLUIDOS EN LA SOLICITUD DE TAMAULIPAS SUR.
= . AREAS NATURALES PROTEGIDAS.
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Los Poligonos B, C y D de liberacion durante la Etapa Experimental del algodén RF,

correspondiente a Tamaulipas Norte (incluidos en la solicitud de Tamaulipas Sur), durante el ciclo agricola
PV-2013, no contienen Areas Naturales Protegidas.

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

Los poligonos A — D propuestos para la siembra de algodon RF en Etapa Experimental
en Tamaulipas se sustentan en la siguiente informacion:

No incluyen Areas Naturales Protegidas establecidas oficialmente por la Comision
Nacional de Areas Protegidas (CONANP) y decretadas en el Diario Oficial de la
Federacion.
Con relacién a los cuerpos de agua, los predios de algodén biotecnoldgico se ubicaran
a una distancia no menor a un kildbmetro de estos cuerpos de agua.
En los poligonos propuestos, la infraestructura disponible permite la siembra de

algodoén.
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ll.c.1. Listado de especies sexualmente compatibles y de las especies que tengan
interaccioén en el area de liberacion 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, pagina. 14).

En adicién a la literatura consultada, se realizé 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:

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/cqi-
bin/remib _distribucion.cgi).

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.htmi

® 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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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/lI-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 Restauracién Ecolégica y Reforestacion de México
(IE-DF, UNAM).

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

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

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

¢ wW3TROPICOS, Jardin Botanico de Missouri (MO).
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/missouri.html

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.html

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
Bioldégicas, 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

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

Page 71 of 120


http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/bangev-uach.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ll-tex.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ie-bajio.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/uam-i.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/inbio.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ie-df-unam.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/sesse.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/missouri.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/herbario_cibnor.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/lamolina.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/flora_valle_tehuacan_cuicatlan.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/herbario_universidad_arizona.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/cicy_yucatan.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ibunam_ibcg.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/kew.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/ejemplares_tipo_plantas_vasculares.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/estudio_floristico_ipn.html

INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON SOLUCION FAENA FLEX® (MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR, PRIMAVERA - VERANO 2013.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

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

e 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 repatriacion de datos de ejemplares mexicanos.

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

o Colecciones de George Boole Hinton depositadas en el herbario de Kew: Familia
Leguminosae.
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/rbgk.html

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 algodon silvestre (Palomo-Gil, 1996) (ANEXO 11.
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 cromosomico 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).

Page 72 of 120


http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/estudio_monografico_ipn.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/flora_utildos_comunidades.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/hinton.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/coleccion_ejemplares_herbario%20_tx.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/jbny.html
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/rbgk.html

INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON SOLUCION FAENA FLEX® (MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR, PRIMAVERA - VERANO 2013.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

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
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 produccion mundial de fibra y aceite de algodén. 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).

Dado que en el drea solicitada s6lo se han reportado dos ocurrencias de la
especie Gossypium hirsutum en dareas 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 algodon 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 sefaladas 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, fenoldgicas vy
reproductivas del cultivo del algoddn (que no se modifican en el algodén RF), el cruzamiento de

6 Anfidiploide (alopoliploide): poliploide formado tras la unién de dos conjuntos de cromosomas distintos y su posterior duplicacion.
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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 algodon tetraploide.

En caso de presentarse polinizacion efectiva (el polen del algodén soélo 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 (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 afios (Wendel, 1989) y no se tienen registros de especies hexaploides, lo
cual apoya la baja probabilidad de entrecruzamiento del algoddén 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 célido humedo localizado
hacia el suroeste.

Altitud: la region productiva de algodon en Tamaulipas Norte presenta alturas entre 1y 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
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Veracruz

Clima

Los climas que predominan en el estado son calido subhumedo 53.5% y célido 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 montafia; 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.

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 presidén 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 (montanas de arena) se encuentra
en la ciudad de Veracruz con algunos kildmetros al norte y sur. El Lago de Catemaco se formé
por la obstruccion de un flujo de lava.

http://cuentame.inegi.org.mx/monografias/informacion/ver/territorio/relieve.aspx?tema=me&e=30
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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 regién 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
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
montafas 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 elevaciéon 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
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Il.c.3. Plano de ubicacion senalando vias de comunicacion

POLIGONO DE LIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS SUR (A)
PARA ALGODON RF DURANTE EL CICLO PV-2013.
PRINCIPALES ViAS DE COMUNICACION.

MONSANTO [gl

Simbologia

1 Poligono A RF PV-2013 TAM SUR EXP

Carreteras

—— Autopistas

Figura 22. Principales vias de comunicacion de la zona de liberacion en el Poligono A (region de Tamaulipas

Sur).

POLIGONOS DE LIBERACION EN ETAPA EXPERIMENTAL DE TAMAULIPAS NORTE (B, Cy D) PARA
GRS El ALGODON RF DURANTE EL CICLO PV-2013. INCLUIDOS EN LA SOLICITUD DE TAMAULIPAS SUR.
= J PRINCIPALES ViAS DE COMUNICACION.

o
At £ o
\ < [ b

Simbologia E
\ Lo
7= N
Poligonos B, Cy DRF PV-2013 ¥ | (rl .
TAM NTE EXP o ] E
Carreteras o ;“’"
—— Autopistas

Figura 23. Principales vias de comunicacién de la zona de liberacién en los Poligonos B, C y D (Tamaulipas
Norte, incluidos en la Solicitud 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 RF se desarrollé via transformacién con Agrobacterium tumefaciens para
insertar un constructo con doble copia del gen cp4 epsps que codifica la enzima CP4 EPSPS.
La estabilidad del inserto en RF ha sido comprobada por métodos cientificos estandares.

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 analisis de PCR y secuenciacion para identificar los
sitios de insercién y las regiones flanqueantes 5" y 3" del genoma del algodoén, adyacentes a la
construccion. Esto confirma la organizaciéon correcta de los elementos de la construccion y la
estabilidad del evento en multiples generaciones (ANEXO 5. MSL-19580 Analisis Molecular
de RF).

También se realizé un analisis de segregacion en el que se ha observado un patron de
herencia Mendeliana de la caracteristica de tolerancia a glifosato después de autopolinizacién o
retrocruzamiento del evento RF con otras variedades de algodon. Ademas, la tolerancia al
glifosato se ha mantenido durante el desarrollo de este evento desde sus inicios a la fecha, al
igual que la calidad de la semilla que se ha mantenido después de la transferencia de la
construccion con dos copias del gen cp4 epsps dentro de distintas variedades comerciales.

En resumen, se concluye que el DNA insertado en los eventos de algodon RF, se
integré 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 algodon RF.

Teniendo en cuenta la informacion sobre la integracion del material genético insertado,
estabilidad de numero de copias, segregacion mendeliana de los rasgos a través de multiples
generaciones y después cruzamiento con multiples variedades para condiciones ambientales y
agronomicas distintas; podemos concluir que la caracteristica de tolerancia a glifosato es
estable en el evento RF. Ver carpeta de Caracterizacion Molecular-Secuencias en el CD
adjunto a este documento.
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La recombinacién es poco probable

Es poco probable que ocurra recombinacién en el inserto de ADN en el evento RF
(MON-88913-8). Este hecho es apoyado por los estudios de estabilidad genética que muestran
que se ha encontrado el evento MON-88913-8 por varias generaciones en el mismo sitio de
insercion sin diferencias en los patrones de bandas observados.

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 su 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 recombinacién 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.

No se espera aumento de riesgos producto de recombinacién potencial

En el caso altamente improbable en el cual ocurriera recombinacion que involucrara el
inserto en el evento RF (MON-88913-8), 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 exposicibn a dichas proteinas no cambiaria
significativamente. Debido a la seguridad demostrada de la proteina recombinante introducida
en el algodon RF, el riesgo que podria surgir de esta recombinacion hipotética es insignificante.

Conclusion

Tomando en cuenta el bajisimo potencial de recombinaciéon entre los insertos en el
evento RF, la estabilidad de los elementos genéticos por varias generaciones, la viabilidad e
idoneidad seriamente comprometidas de las células afectadas por el evento hipotético de
translocacion gendémica, y la seguridad demostrada de la proteina introducida en este evento,
el riesgo de tal recombinacion es descartable. Se concluye que el DNA insertado en el algodén
MON-88913-8 se integré de manera estable y la caracteristica conferida es fenotipica y
genéticamente estable a través de varias generaciones y condiciones ambientales. Ver carpeta
de Caracterizaciéon Molecular-Secuencias en el CD adjunto a este documento.
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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 la proteina CP4 EPSPS en tejido foliar joven y maduro
(OSL), radicular, semilla y polen colectados de plantas RF de pruebas de campo en cuatro
localidades de Estados Unidos en 2002. Para esto se utilizé un ensayo de ELISA validado y
los niveles de proteina para todos los tejidos se expresaron en microgramos por gramo (Jg/g)
en peso base humeda. El contenido de humedad se midié en todos los tejidos excepto polen.
Los niveles de proteina de los tejidos vegetales fueron convertidos a base seca mediante
calculos. El nivel medio de proteina CP4 EPSPS entre los cuatro sitios experimentales para
tejido foliar joven, OSL1, OSL2, OSL3, raiz y semilla de algodén RF fue de 970, 1400, 690,
630, 99 y 340 ug/g en peso seco, respectivamente (Tabla 3). En el caso de polen para los
cuatro sitios fue 4.0 ug/g peso base humeda. Los niveles de proteina CP4 EPSPS en todos los
tejidos del material MON-88913(-) estuvieron por debajo del limite de cuantificacion del ensayo.

Durante el ciclo agricola PV-2007 se colectaron hojas (en diferentes tiempos: OSLA1,
OSL2, OSL3 y OSL4) de varias tecnologias de algoddn biotecnoldgico en las regiones
algodoneras de Sonora Sur, Mexicali y la Comarca Lagunera en México, entre ellas hojas de
algodén Solucién Faena Flex® (RF) (MON-88913-8). Se realizaron analisis de ELISA validados
para determinar los niveles de las diferentes proteinas insertadas en los eventos, entre ellas
CP4 EPSPS. Los resultados de los niveles de proteina para RF en los tiempo OSL1 — OSL4,
fueron 520, 510, 530 y 520 ug/g de peso en base humeda, respectivamente.

De acuerdo a los resultados, se observaron niveles similares de la proteina CP4 EPSPS
en tejido de RF entre las muestras de diferentes regiones (ANEXO 2. 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 3. MSL-16614
Niveles de proteinas GM en algodon USA 1999) y 2004 (ANEXO 4. MSL-19892 Niveles de
proteinas GM en algodén USA 2004) donde se encontré que la expresion de la proteina
EPSPS fue comparable entre regiones mediante deteccion inmunoldgica.

La eficacia en cuanto a tolerancia al herbicida se ha mantenido durante el desarrollo de
los eventos de algoddn biotecnoldgico, desde su comercializacién en 1996 y seguida a partir de
2002 con RF; al igual que la calidad de la semilla, que se ha mantenido después de la
transferencia del gen cp4 epsps dentro de distintas variedades comerciales.
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lll.c. Caracteristicas del fenotipo del OGM

El algodon biotecnolégico RF posee dos copias del gen cp4 epsps, que le confiere
tolerancia la herbicida glifosato. Los genes de seleccion y demas secuencias de la construcciéon
genica insertadas en RF no le confieren ninguna caracteristica fenotipica adicional.

El evento de algodon Solucion Faena Flex® (RF) (MON-88913-8) no presenta cambios
fenotipicos de significancia bioldgica comparado con algodén convencional. Los datos que
apoyan esta afirmacion 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 agronémicas, parametros fenotipicos y eficacia. El
evento RF se produjo mediante la insercidon de una doble copia del gen cp4 epsps en la
variedad de algoddén Coker 312 mediante transformacién con Agrobacterium tumefaciens.

En México, se han implementado numerosos ensayos de campo Yy laboratorio para
evaluar comportamiento agronémico y caracteristicas fenotipicas del algodéon RF en las
regiones algodoneras del norte del pais. Se han medido parametros como fecha de
emergencia, porcentaje de emergencia, vigor de la planta, dias a cuadreo, dias a floracién, dias
a apertura de primeras bellotas, altura de planta, y numero de capullos por planta, rendimiento
de algoddén en hueso, rendimiento de algodén en fibra, porcentaje de fibra. Los resultados de
las evaluaciones experimentales y pilotos del algodén RF en las zonas algodoneras del norte
de México no senalaron diferencias fenotipicas de significancia biolégica.

Por lo tanto es posible afirmar que, salvo por la tolerancia al herbicida glifosato, RF
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.

lll.d. identificacidon 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 la caracteristica de tolerancia al herbicida glifosato (gen cp4 epsps), ninguna otra
caracteristica se ha modificado como producto de la modificacion genética del algodén RF.
Este evento de algoddn biotecnoldgico no presenta cambios fenotipicos de significancia
bioldgica comparado con algodén convencional.
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Esta aseveracion 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 agronoémicas,
parametros fenotipicos y eficacia.

Por lo tanto es posible afirmar que, salvo por la tolerancia al herbicida glifosato, RF
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.

lllLe. Comparacidon 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 Soluciéon Faena Flex® no presenta cambios fenotipicos de
significancia biolégica comparado con algoddén convencional. Los datos que apoyan esta
afirmacion 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 agrondmicas, parametros fenotipicos y eficacia. El evento RF
(MON-88913-8) se produjo mediante la insercién de una doble copia del gen cp4 epsps en la
variedad de algoddén Coker 312 mediante transformacién con Agrobacterium tumefaciens.

En México, se han implementado numerosos ensayos de campo y laboratorio para
evaluar comportamiento agronémico y caracteristicas fenotipicas del algodéon RF en las
regiones algodoneras del norte. Se han medido parametros como fecha de emergencia,
porcentaje de emergencia, vigor de la planta, dias a cuadreo, dias a floracién, dias a apertura
de primeras bellotas, altura de planta, y numero de capullos por planta, rendimiento de algodoén
en hueso, rendimiento de algodén en fibra, porcentaje de fibra. Los resultados de las
evaluaciones experimentales y pilotos del algodén RF en las zonas algodoneras del norte de
México no sefalaron diferencias fenotipicas de significancia biolégica.

Por lo tanto es posible afirmar que, salvo por la tolerancia al herbicida glifosato, RF
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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También se ha colectado informacién sobre la respuesta de la planta a la presencia de
estresantes ambientales como plagas y enfermedades. Las interacciones ecoldgicas permiten
concluir que el evento RF no confiere al algodén ningun incremento del potencial de plaga y
tampoco se observaron cambios significativos en las interacciones del algodén con el medio
ambiente. Esta caracterizacién fenotipica apoya la conclusion de que no hay cambios
significativos presentes en RF, mas alla del evento deseado (Ver carpeta de Estudios de
Equivalencia Substancial y Reportes USDA).

lll.f. Declaraciéon sobre la existencia de efectos sobre la diversidad
biolégica y el medio ambiente que puedan derivar de la liberacion del OGM

Los estudios sobre comportamiento agrondémico, caracterizacion bioquimica y
caracteristicas fenotipicas y fenologicas del algodon biotecnolégico RF, 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 modificacién genética. Esto debido a que la unica
caracteristica nueva es la tolerancia a glifosato, producto de la insercion de la proteina CP4
EPSPS de Agrobacterium tumefaciens. En este sentido, las plantas de algodén RF 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.

No se espera que la caracteristica de tolerancia a glifosato otorgue al algodén ventajas
adaptativas en habitats naturales, en condiciones naturales o dentro de un agroecosistema. La
similitud de las caracteristicas de las plantas RF con el algodén 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 6 un mayor potencial de
convertirse en plaga en los mencionados eventos como consecuencia de la modificacion
genética.

Las caracteristicas reproductivas no han sido alteradas en el evento RF como
consecuencia del proceso de transformaciéon cuando se los compara con el algoddén
convencional.
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Inocuidad de la proteina introducida CP4 EPSPS

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 algodén 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 expuesto a la proteina CP4 EPSPS
expresada por el algodon RF, ya que el aceite derivado del algodon 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 biolégica 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).

La introduccion de variedades de algodon RF 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 andlisis del aceite derivado de
variedades RF 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
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los humanos. Adicionalmente, la proteina CP4 EPSPS es rapidamente desnaturalizada por el
calor y la digestién enzimatica y acida en fluidos gastricos simulados (ANZFA, 2001).

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
RF 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 produccidn 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.

La informacion colectada a través de estudios de campo en México y otros paises,
indica que el desempefio agrondmico del evento RF 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) desarrolld un consenso general respecto a los rasgos comunes de
malezas: ciclo anual, alta produccién de semillas, alto porcentaje de germinacién y poca
dormancia, varias generaciones por afio, gran capacidad de dispersibn y extrema
susceptibilidad a un herbicida en particular. El algodon 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 algoddn, no existen barreras
morfologicas a la polinizacion cruzada. Sin embargo, el polen es pesado y pegajoso y su
dispersioén 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 el algodon
RF se convierta en maleza. Por otro lado, las consecuencias agronémicas de las plantas
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voluntarias de algodén serian minimas, ya que estas plantas se controlan faciimente por
medios mecanicos o0 por uno o varios herbicidas registrados para algodon.

Las consecuencias ambientales de la transferencia de polen de algodén RF a otros
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 algoddén RF es fenotipicamente igual que los algodones convencionales, tanto en
México como en otras regiones del mundo. Los estudios sobre comportamiento agronémico,
caracterizacién 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 proteccién 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 GM
con el algodéon 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 este evento como
consecuencia de la modificacién genética.

Debido a lo anterior, el algodén RF (MON-88913-8), 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 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 algodon muestra que la frecuencia de polinizaciéon 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 algodon rodeado de numerosas

Page 86 of 120



INFORMACION CONFIDENCIAL PROPIEDAD DE MONSANTO.
SOLICITUD DE PERMISO DE LIBERACION AL AMBIENTE EN ETAPA EXPERIMENTAL.
ALGODON SOLUCION FAENA FLEX® (MON-88913-8).
REGION AGRICOLA DE TAMAULIPAS SUR, PRIMAVERA - VERANO 2013.
DEPARTAMENTO DE ASUNTOS REGULATORIOS

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 algodon RF), el cruzamiento de variedades tetraploides de algodoén
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 algodon tetraploide.

En caso de presentarse polinizacion efectiva (el polen del algoddn 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 evolucién 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.

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.

Las consecuencias ambientales de la transferencia de polen del evento RF a otros
algodones es considerada despreciable debido a la limitada movilidad del polen del algodén, la
inocuidad de la proteina introducida 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 distribucién de especies del genero
Gossypium, diferentes sistemas de cruzamiento e incompatibilidad genética.

El evento RF (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 de que se llegasen a formar
hibridos entre este evento y parientes silvestres, la introduccidon 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
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(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 identificaciéon, 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 algodon Solucién Faena Flex®
y Bollgard®ll/Solucion Faena Flex® sometidas durante 2004-2009. A continuacién se enlistan
los reportes relacionados con los métodos de deteccion para el algodén Solucion Faena Flex®,
los cuales se presentan en formato electrénico como parte de esta solicitud (Ver Carpeta
Métodos de deteccién).

Protocolos:

Monsanto Company. A recommended procedure for DNA extraction from plant tissues.
Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences. ANEXO 12.

Monsanto Company. Recommended procedure for PEG precipitation of genomic plant DNA.
Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences. ANEXO 13.

Monsanto Company. A recommended procedure for Real-Time Quantitative TagMan® PCR for
Roundup Ready® Flex cotton, MON 88913. Monsanto Biotechnology
Regulatory Sciences. ANEXO 14.

lll.h. Existencia potencial de flujo génico del OGM a especies relacionadas
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 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 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 solo en 1.6% de las flores.
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Dadas las caracteristicas fenotipicas, fenoldgicas y reproductivas del cultivo del algodén
(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 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 evolucién de
las plantas, la ploidia se ha incrementado a partir de tales hibridaciones y se ha establecido que
el Gossypium tetraploide (algodén 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 afios (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 RF 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 algodon 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 RF (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 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 presién de insectos
y aplicaciones de glifosato, en cuya ausencia no habria resultados visibles en comparacién con
algoddn 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 algodon.

Durante todas las operaciones necesarias para el manejo de la tecnologia RF, 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 15. PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD GENERAL).

La siembra de algodon RF se realizara unicamente en las zonas autorizadas por la
Direccién General de Sanidad Vegetal (DGSV) y no se sembrara algodéon RF 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
que siembren algodon RF.

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 RF.

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 situacién 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 Liberaciéon al Ambiente, para efectos de los monitoreos propuestos a realizar:

e Se georreferenciaran las aduanas, almacenes y distribuidores, zonas autorizadas y
lotes de los agricultores que siembren algodon GM.
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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 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 investigacién para refinar y actualizar recomendaciones, educacién 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:

Monitorear los predios antes y después de la aplicacion de herbicidas.

Comenzar con un predio limpio, mediante la aplicacion 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 6ptimo 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
Solucién Faena Flex® (RF) para el programa de control de malezas.

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

cultivos.

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

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.

oo oo

=@

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

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 16. GUIA TECNICA DE USO DE
TECNOLOGIAS MONSANTO).
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IV.a.2. Estrategias de monitoreo posteriores a la liberacién

Con fundamento a toda la extensa documentacion cientifica arbitrada sobre los posibles
efectos en una gran variedad de organismos no blanco que han sido expuestos a la proteina
CP4 EPSPS, se ha demostrado que dicha proteina expresada en estos productos no exhiben
efectos ni producen cambios detectables a poblaciones de organismos no blanco expuestos a
los niveles de proteina CP4 EPSPS expresados en los tejidos vegetales de los cultivos GM.

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).

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
algodén RF y algodones convencionales. Esto se debe al limitado movimiento del polen del
algododn, 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.

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

Al final de cada periodo de cultivo, se inspeccionara la zona aledana 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 o quimicos con
herbicidas distintos al glifosato.
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IV.b. Medidas y procedimientos de bioseguridad

IV.b.1. Medidas y procedimientos para prevenir la liberacién y dispersiéon 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 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 para Organismos Genéticamente Modificados (OGM).

b) Las semillas de algoddon RF 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 liberacién al ambiente.

c) Al documentar los embarques de semilla, se haran todas las especificaciones
pertinentes a la compafiia transportadora para que el material sea maniobrado con cuidado
y evitar rompimiento, mutilaciéon o dafio fisico de las bolsas. Los envases (bolsas) estaran
claramente identificados mediante etiquetas visibles. Para mayor detalle ver el ANEXO 15.
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: Algodén Solucién Faena Flex®.

Nombre del evento: MON-88913-8

Identificador inico OECD: MON-88913-8.

Caracteristica: El algodon Solucion Faena Flex® (MON-88913-8) contiene dos copias

del gen cp4 epsps de tumefaciens cepa CP4 que le brindan tolerancia al herbicida

glifosato.

Tipo de material que se envia: Semilla

e 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.

e 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.
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Documentacioén para el transporte de la semilla de algodén RF.

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 anticipacién al envio.

d) El exportador debe mantener copias de todos los documentos que acompafan
el envio, incluyendo copia del permiso de importacion y del certificado fitosanitario
internacional.

e) Todos los documentos relacionados con el transporte de la semilla de algodén
RF 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.

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 liberacion accidental durante el transporte.

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

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

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
proceder a su destruccidbn inmediata por meétodos mecanico o quimico
(herbicidas).

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

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

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

Procedimiento para el almacenamiento de la semilla de algodén RF.

a) El area destinada para almacenar la semilla de algodén RF 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
liberaciéon 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
algodon (que no se modifican en el algodén RF), el cruzamiento de variedades tetraploides de
algoddn RF con especies silvestres diploides resulta altamente improbable. 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 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 algodon tetraploide.

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 algodon 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.
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En caso de presentarse polinizacion efectiva (el polen del algoddon 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.

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 RF 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 algodoén 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 RF (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 algodon. En el caso remoto caso 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 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).

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

Por otro lado, los agricultores cooperantes firman una Licencia (ANEXO 17. 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 16).

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 biotecnolégicos. 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 distribucién de materiales impresos conocidos como Guias
Técnicas Monsanto (ANEXO 16).

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 algodon PV-2013 en
Tamaulipas, se llevaran a cabo una serie de eventos que nos permiten asegurar que todos los
involucrados en el manejo del algodén 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 RF.

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, evaluaciéon 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 RF, 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 15. PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD GENERAL).

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

La semilla de algodon RF se sembrard 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 regiéon (Tablas 5). Ademas el
transporte desde las aduanas hasta el productor se realizara en estricto apego a los
lineamientos del PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD GENERAL (ANEXO 15).

Por otro lado, la produccion algodonera (GM y convencional, sin distincion) se lleva a
despepites para obtencion de la fibra y las semillas se destinan a obtencidn 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.

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

La semilla de algodon RF se sembrara en campos de agricultores participantes en el
programa 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 15).
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Por otro lado, las lineas de algodon RF han sido modificadas genéticamente para
expresar la proteina CP4 EPSPS de Agrobacterium tumefaciens cepa CP4. Esta proteina les
confiere tolerancia al herbicida glifosato, respectivamente. Antes de introducir las variedades de
algoddn RF 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 RF y aprobado su consumo humano y animal.

En estos paises, Monsanto ha presentado las evidencias cientificas que demuestran
que los productos derivados del algoddén RF son sustancialmente equivalentes en composicion,
propiedades funcionales, nutricionales y de seguridad en relacién a los derivados de las
variedades de algoddn convencionales y difieren Unicamente en su capacidad de tolerar la
accion del herbicida glifosato. Asimismo, Monsanto (el promovente) cuenta con autorizacién por
parte de la Secretaria de Salud para comercializar la semilla de algodén RF para su
procesamiento industrial y para consumo humano y/o alimentacién de ganado (ANEXO 18.
Permiso de Secretaria de Salud para RF).

IV.b.6. Métodos de limpieza o disposicion final de los residuos de la liberacion
a) Cosecha del algodén Solucion Faena Flex® (RF).

El algodén RF sera cosechado como tradicionalmente se ha hecho por productores de
algodén, ya que se ha demostrado que no existen diferencias en componentes agrondmicos y
calidad entre el algodon RF y convencional. Monsanto cuenta con autorizacién por parte de la
Secretaria de Salud para comercializar la semilla de algodéon RF para su procesamiento
industrial y/o alimentacion de ganado.

Las lineas de algodon RF han sido modificadas genéticamente para expresar la
proteina CP4 EPSPS de la bacteria Agrobacterium tumefaciens cepa CP4, lo cual les confiere
tolerancia al herbicida FAENA FUERTE CON TRANSORB®. Antes de introducir las variedades
de algodon RF al mercado se han estudiado exhaustivamente en relaciéon a su inocuidad para
el consumo humano y animal. 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 RF y aprobado su consumo humano y animal. En estos paises,
Monsanto ha presentado las evidencias cientificas que demuestran que las variedades de
algoddn RF son substancialmente equivalentes en composicion, propiedades funcionales,
nutricionales y de seguridad en relacion a los derivados de las variedades de algoddn
convencionales y difieren unicamente en su capacidad de tolerar la accion del herbicida Faena
Fuerte con Transorb®.
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b) Manejo de cosecha.

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

Cuadro 3. Despepites autorizados para la region de Tamaulipas.

Region Despepite Direccion Latitud Longitud

Carretera 120, km 92, Ejido

Union de Alvaro obregén, Valle
Tamaulipas Algodoneros las H T 9 I', CP 25.57267 -97.81892
Yescas ermoso, Tamaulipas. C.P.

87500

c¢) La industrializacion de la semilla de algodon.

Cuando el algodén llega a la planta beneficiadora, ésta inmediatamente es pesada para
saber la cantidad de algodén entregada por cada productor, que debe llegar con un maximo del
11% de humedad, el algoddn en este estado se le llama algodon 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 algoddén rama para 45.45 kg de algodon
oro.

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 algodén.

Otro de los aprovechamientos de la planta del algoddn, 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%.
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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 algodén
presentes en los restos de las plantas de algodon. 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. Descripcidon de la zona en donde se realizé la liberaciéon

El evento de algoddn RF 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
agronomicas, parametros fenotipicos y eficacia. El algodon biotecnoldgico RF ha sido liberado
en las regiones algodoneras del norte de México durante varios ciclos agricolas (Tabla 14). A
continuacion se resumen las liberaciones de esta tecnologia en las diferentes regiones.

En resumen, los resultados de las evaluaciones y antecedentes de siembra de algodén
Bollgard®, Bollgard®/Solucién Faena® y Solucién Faena® durante el periodo 1996 — 2011, y de
Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® y Solucién Faena Flex® durante el periodo 2004 — a la fecha;
permiten estimar el gran potencial de las variedades de algodén Solucién Faena Flex® como
una excelente herramienta para el manejo de plagas y maleza del algodon de una manera mas
econdémica y mas compatible con el ambiente, contribuyendo a reducir los costos de produccion
del cultivo, las aplicaciones de insecticidas y herbicidas residuales, asi como las grandes
cantidades de envases de plastico utilizados para contenerlos en el campo, y obtener un mejor
rendimiento de fibra de algodén. Adicionalmente, durante las evaluaciones, no se ha reportado
ningun efecto adverso en el ambiente en general ni tampoco en la diversidad biolégica, ni en la
sanidad animal, vegetal y acuicola. Estas observaciones son consistentes con los resultados
obtenidos en todas las regiones algodoneras del mundo donde se cultivan variedades de
algodon biotecnoldgico.
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Tabla 10. 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

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

orbionto (exparimental) B00.01.04.- 13595 19/12/2007
Permiso de liberacion al

o Bionto (eXparmontal) B00.01.04.- 7541 16/01/2009
Permiso de liberacion al

orbionto (sitoto) B00.04.03.02.01.- 0177 19/01/2010
Permiso - de liberacion al | g 04 03 02.01.- 11710 20/12/2010

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

cmbiente (experimental) B00.01.04.- 1517 14/02/2008
Permiso de liberacion al

ambionto (experimental) B00.01.04.- 7540 18/12/2008
Permiso - de liberacion al | g 04 03 02.01.- 01317 05/03/2010
ambiente (piloto)

Permiso ~ de liberacion  al B00.04.03.02.01.- 0603 4/02/2011

ambiente (piloto)
Permiso Comercial para la region conjunta de Sonora Sur — Mexicali y San Luis
Rio Colorado

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

B00.04.03.02.01.-11457 13/12/2011

ambiento (exporimental) B00.01.04.- 02395 7/03/2008
Permiso de liberacion al

ambionto (exparimental) B00.01.04.- 01116 18/02/2009
Permiso de liberacion al

ambiente (piloto) B00.04.03.02.01.- 0605 4/02/2011
Permiso - de liberacion  al B00.04.03.02.01.- 11630 16/12/2011

ambiente (piloto)
Regidn de la Comarca Lagunera
Certificado fitosanitario de
liberacién al ambiente 776 25/02/2004
(experimental)

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

ambiente (experimental) B00.01.04.-0039 04/04/2007
Permiso de liberacion al

ambiente (experimental) B00.01.04.-1446 11/02/2008
Permiso de lib ion al

ambionte (experimental) B00.04.03.02.01.-1123 18/02/2009
Permiso de liberacién al

ambionte (piloto) B00.04.03.02.01.-1898 24/03/2010
Permiso de liberacién al

ambiente (piloto) B00.04.03.02.01.- 0606 4/02/2011

Regidn del Estado de Chihuahua

Certificado fitosanitario de

liberacién al ambiente 776 25/02/2004
(experimental)

Certificado fitosanitario de

liberacion al ambiente 6415 16/12/2004
(experimental)

Permiso de liberacion al

ambielnte (e)l(perin:ental) B00.01.04.- 03811 17/04/2007
Permiso de lib ion al

Aot
Permiso de liberacion al

ambiente (experimental) B00.04.- 1121 18/02/2009
Permiso de liberacion al

ambielnte (pilloto) I B00.04.- 1970 25/032010
Permiso de liberacion al B00.04.03.02.01.- 1373 25/02/2011

ambiente (piloto)

Permiso Comercial para la
(Poligonos A, B y C)

region conjunta de Chihuah

ua — Comarca Lagunera

Permiso de liberacién al

ambiente (Comercial)

B00.04.03.02.01.-11455

13/12/2011

Permiso Experimental para la regiéon conjunta de Chihuahua — Comarca

Lagunera (Poligonos nuevos)

Permiso de liberacion al
ambiente (experimental)

B00.04.03.02.01.-01985

24/02/2012

Region del Norte de Sonora

Certificado fitosanitario de
liberacién al ambiente
(experimental)

776

25/02/2004

Certificado fitosanitario de
liberacién al ambiente
(experimental)

6415

16/12/2004

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
ambiente (piloto)

B00.04.03.02.01.- 1376

25/02/2011

Permiso de liberacion al
ambiente (piloto)

B00.04.03.02.01.- 01243

27/02/2012

Regién de Sinaloa

Permiso de Liberacion al
Ambiente (experimental)

B00.04.03.02.01.-8836

30/09/2011

Regidon de Tamaulipas Sur

Permiso de Liberacion al

B00.04.03.02.01.-4033

Ambiente (experimental)

30/05/2012
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V.b. Efectos de la liberacién sobre la flora y fauna

Los estudios sobre comportamiento agrondémico, caracterizacion bioquimica y
caracteristicas fenotipicas y fenologicas del algodon biotecnoldgico RF, 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 modificacién genética. Esto debido a que la unica
caracteristica nueva es la tolerancia a glifosato, producto de la insercion de la proteina CP4
EPSPS de Agrobacterium tumefaciens cepa CP4. En este sentido, las plantas de algodén RF
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
dispersién de polen y semilla.

No se espera que la caracteristica de tolerancia a glifosato otorgue al algodén ventajas
adaptativas en habitats naturales, en condiciones naturales o dentro de un agroecosistema. La
similitud de las caracteristicas de las plantas RF con el algodén 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 el evento RF como consecuencia de la modificaciéon genética.

Las caracteristicas reproductivas no han sido alteradas en el evento RF como
consecuencia del proceso de ftransformacion cuando se lo compara con el algodon
convencional.

Inocuidad de la proteina introducida CP4 EPSPS
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 algodén 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 expuesto a la proteina CP4 EPSPS
expresada por el algodon RF, ya que el aceite derivado del algodon 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 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
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 estd 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).

La introduccion de variedades de algodén RF 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 RF 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
RF y aprobado su consumo humano y animal.
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Potencial como maleza

El algoddn convencional (Gossypium hirsutum L.) ha sido caracterizado extensivamente
y tiene una larga historia de produccion 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.

La informacion colectada a través de estudios de campo en México y otros paises,
indica que el desempefo agrondmico del evento RF 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) desarrolld6 un consenso general respecto a los rasgos comunes de
malezas: ciclo anual, alta produccién de semillas, alto porcentaje de germinacién y poca
dormancia, varias generaciones por afo, gran capacidad de dispersidbn y extrema
susceptibilidad a un herbicida en particular. El algodén 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 algodén 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 algodon
RF se convierta en maleza. Por otro lado, las consecuencias agronémicas de las plantas
voluntarias de algodon serian minimas, ya que estas plantas se controlan facilmente por
medios mecanicos o por uno o varios herbicidas registrados para algodon.

Las consecuencias ambientales de la transferencia de polen de algodéon RF a otros
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. Solo 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 algoddon RF es fenotipicamente igual que los algodones convencionales, tanto en
México como en otras regiones del mundo. Los estudios sobre comportamiento agronomico,
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
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atributos reproductivos, capacidad de supervivencia o latencia se modifica como resultado de
las caracteristicas conferidas por la modificacion genética.

No se espera que la caracteristica de tolerancia a glifosato otorgue al algodén ventajas
adaptativas en habitats naturales, en condiciones naturales o dentro de un agroecosistema. La
similitud de las caracteristicas de las plantas GM con el algoddn convencional se ha ratificado
durante varios afios en ensayos de campo y programas comerciales donde se ha 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 modificacion genética.

Debido a lo anterior, el algodén RF 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 RF), el cruzamiento de variedades tetraploides de algodoén
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 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 (algoddn cultivado) se origind de esta manera. Sin embargo, las
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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 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 RF 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 distribucién de especies del genero
Gossypium, diferentes sistemas de cruzamiento e incompatibilidad genética.

El evento RF (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 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 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 algodon RF, evento MON-88913-8, se desarrolld via transformacién con
Agrobacterium tumefaciens de la variedad de algodén Coker 312, para insertar un constructo
con doble copia del gen cp4 epsps que codifica la enzima CP4 EPSPS. Esta proteina le
confiere la caracteristica de tolerancia a los herbicidas no selectivos de la familia Faena®
(glifosato). En este evento, que contiene un inserto Unico, las caracteristicas de la insercion y
de las secuencias flanqueantes estan conservadas. Aparte de tolerancia al herbicida, conferida
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por la insercion del evento RF, no hay diferencias biolégicamente significativas entre el algodon
RF y su contraparte convencional.

En Estados Unidos, pais de origen, se han realizado estudios acerca de la seguridad de
la liberacién del algoddn biotecnoldgico evento RF y se han sometido documentos con los
resultados 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 RF. Para la proteina CP4 EPSPS expresada
en los algodones biotecnolégicos que contienen la tecnologia Solucién Faena® o Solucién
Faena Flex® (como RF), se sometié informacion a la FDA acerca de la seguridad de la proteina
CP4 EPSPS que incluyé 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 digestion gastrica in vitro, composicion proximal y
nutricional (ANEXO 6. Evaluacion Solucién Faena Flex FDA).

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

En el ANEXO 6 se discuten estudios muy completos acerca de lo relacionado a la
caracterizacion y seguridad del evento. Ademas, los estudios costo-beneficio realizados en los
programas experimentales y pilotos en las regiones algodoneras del norte de Meéxico,
demuestran el beneficio econdmico producto de la diferencia en rendimiento y ahorros en
aplicaciones de insecticidas, herbicidas y actividades culturales.

V.e. En caso de importacion, copia legalizada o apostillada de las
autorizaciones o documentaciéon oficial que acredite que el OGM esta
permitido conforme a la legislacion del pais de origen

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

a) Desregulacion del algodén Solucién Faena Flex® (MON-88913-8) por parte de la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus
siglas en inglés) del 8 de septiembre de 2008 (ANEXO 19. Solucién Faena Flex®
FDA).
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b) 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 20. Solucién 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 algodén Solucion Faena Flex®, evento MON-88913-8, se desarrollo via
transformacion con Agrobacterium tumefaciens de la variedad de algodon Coker 312, para
insertar un constructo con doble copia del gen cp4 epsps que codifica la enzima CP4 EPSPS.
Esta proteina le confiere la caracteristica de tolerancia a los herbicidas no selectivos de la
familia Faena® (glifosato). En este evento, que contiene un inserto Unico, las caracteristicas de
la insercién y de las secuencias flanqueantes estan conservadas. Aparte de tolerancia al
herbicida, conferida por la insercion del evento RF (MON-88913-8), no hay diferencias
biolégicamente significativas entre el algodén RF y su contraparte convencional.

El algodén RF ofrece a los agricultores alternativas adicionales para aumentar la
eficiencia del control de maleza en el cultivo de algodén. Hablando en general, el algodén RF
no requiere cambios en las practicas agrondémicas, sin embargo, se esperan cambios
especificos en las practicas respecto al rasgo de tolerancia al herbicida glifosato. Esta
caracteristica provee los beneficios del producto. Los mayores beneficios del uso de la
tecnologia RF para los productores son:

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

II.  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 dafo
econdmico, pudiendo reducir la productividad y la calidad del producto.

Ill. 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 reduccion de la erosion y de sedimentos en las
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fuentes de agua, la reduccion de la pérdida de nutrientes y plaguicidas para las aguas
superficiales, 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).

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

Los resultados en paises donde el algodon es producido por pequefos productores
demuestran que esta tecnologia trae beneficios tanto para los pequefios agricultores, con
produccion menos sofisticada, como también para los grandes agricultores, que practican una
produccién 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.

VI. 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 algodén Solucion Faena
Flex® (RF) estan permitidas para su industrializacién y consumo humano en Estados Unidos
(ANEXO 18. Permiso de Secretaria de Salud para RF).

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

La presente solicitud de liberacion al ambiente en ETAPA EXPERIMENTAL para el
organismo genéticamente modificado algodén RF (evento MON-88913-8) contempla el ciclo
Primavera — Verano de 2013 en la region agricola de Tamaulipas Sur (y los 3 poligonos
ubicados en el norte de Tamaulipas).
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La siembra de algodén RF 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 dltimo dia de despepite.

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-2013 en la region de Tamaulipas Sur se solicitan 2,500
hectareas y 35,938 kg de semilla de algodén RF para sembrarse a una densidad de 14 kg/ha
(Cuadro 2, pag. 59 de esta solicitud).

Ruta de movilizacion

Monsanto importa la semilla de algoddn biotecnoldgico de Estados Unidos de acuerdo a
la cantidad especificada en el permiso correspondiente y se almacena en los almacenes
especificados en las solicitudes de permiso de liberacién 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
(RF) por la autoridad. Para esto la promovente proporcionara 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 Zufiga. Guadalajara, Jal. CP 45659 Tlajomulco de Zufiiga 20°31'28.98"N 103°17'38.76"W 20.524717° |-103.299656°
Boulevard Miguel Alemén Valdés esq.
Agustin, Milldn, 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 11l MNuevo 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,
MNuevo Laredo, Tamps, CP 83000 MNuevo Laredo
Accion Civica y Dwvsion del Morte s/n,
Col. Doctores. 87340, Matamoros.
Tamps. Teléfonos: (01 868)8 11 0101: 8
4 MATAMOROS 110130 Matamoros 25°52"47"N 97°30"'15" W 25.879722° |-97.504167°
Puerto Fronterizo Nogales [l Nuevo
Corredor Fiscal Km. 12, 84000, Mogales.
Son. Teléfonos: (01631)3110301:3 11
5 NOGALES 03 02 Mogales 31°19'7"N 110° 56"45" W 31.318611° |-110.945833°
BLVD. Abelardo L. Rodriguez. Col.
Alamitos, 5/#. CP 21210. Teléfonos: (01
7] MEXICALI 686) 551-52-11 Mexicali
Seccion Aduanera del Puente
Internacional Zaragoza Isleta S/N 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)

La semilla sera movilizada por via terrestre mediante camiones y para su manejo se
seguirdn 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 GENETICAMENTE
MODIFICADOS (OGM).

Las semillas de algodon RF 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 dafo fisico de las bolsas. Los envases
(bolsas) estaran claramente identificados mediante etiquetas visibles. Para mayor
detalle ver el ANEXO 15. 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 Solucion Faena Flex®.

Nombre del evento: MON-88913-8

Identificador unico OECD: MON-88913-8.

Caracteristica: El algodon Solucion Faena Flex® (MON-88913-8) contiene dos copias
del gen cp4 epsps de tumefaciens cepa CP4 que le brindan tolerancia al herbicida
glifosato.

Tipo de material que se envia: Semilla

Contenido neto: Dependiendo del tamafo 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
qgue contiene.

Documentacioén para el transporte de la semilla de algodén RF.

a)

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 electronico a
la persona autorizada para recibir la semilla con anticipacién al envio.

El exportador debe mantener copias de todos los documentos que acompanan 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 RF
deben mantenerse bajo resguardo.

Recepcion de los materiales transportados.

a) Verificacion 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.
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c) Verificar el estado de los envases y confirmar que los sellos de seguridad no
fueron abiertos.

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)

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 decision con relacion al
algodén RF.

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
destruccién 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 accién.

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

Procedimiento para el almacenamiento de la semilla de algodén RF.

a) El area destinada para almacenar la semilla de algodén RF debe ser, identificada en

forma clara.

b) El é&rea destinada para el almacenamiento de la semilla debe ser limpiada

exhaustivamente antes y después del periodo de almacenamiento.

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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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.

B. El diseiio 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 21).

2.- PROTOCOLO DE EVALUACION DE DINAMICA (DOMINANCIA Y FLUCTUACION) DE
MALEZA EN PLANTACIONES DE ALGODON GENETICAMENTE MODIFICADO EN
MEXICO (ANEXO 22).
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