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|. CARACTERIZACION DEL OGM.
a) ldentificador unico del evento de transformacion

El evento de transformacion GlyTol® Twin Link, identificador OECD nimero BCS-GH@@2-5 x BCS-
GH@@4-7 x BCS-GH@@5-8, el cual en lo sucesivo sera denominado GLT o bien GlyTol® Twin Link
por simplicidad. El algodon GLT porta los genes crylAb y cry2Ae, los cuales le proporcionan
proteccién contra el ataque de insectos lepiddpteros y los genes bar y 2mepsps los cuales le
confieren tolerancia a la aplicacion de los herbicidas Glufosinato de Amonio y Glifosato,

respectivamente.

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

Se efectué una revision sobre la distribucion del algodén en México, la cual se complementd
mediante la investigacion del material conservado en el “Herbario Nacional, MEXU” del Instituto de
Biologia de la UNAM. Esto permitié que la informacion sobre la distribucion de las especies del
género Gossypium pudiera ampliarse notablemente. Lo anterior puede observarse en la tabla 1y

figura 1 presentados a continuacion:

Tabla 1. Distribucion de especies de Gossypium en México
Especie Ubicacion
Estado: Localidades y/o Municipios

G. aridum Oaxaca: Tehuantepec, Guiengola, SE de la Ventosa hacia Niltepec, Sante
Maria Huatulco y Juchitan.
Guerrero: Acapulco, SE de San Luis, San Pedro y La union.
Michoacén: Villa Victoria, Huacana, Arteaga y cerca de la presa El
Infiernillo.
Colima: Ixtlahuacan y Tecoman.
Jalisco: Chamela, Autlan, Hostotipaquillo, Tomatlan, La Huerta y Barra de
Navidad.
Nayarit: Nayar, JesUs Maria, ribera del Rio Santiago, Tepic, Pochichitlan y
Agua Milpa.
Sinaloa: Mocorito, El Caimanero, Rancho Viejo, Cofradia y Culiacan.
Veracruz: Actopan.

Puebla: Tecomatlan, Jolalpan, San Pedro de las Palmas, Tecuautitlan San
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Martin.
G. armourianum Baja California: Golfo de California e Isla San Marcos.

G. davidsonii Baja California: Arroyo Salado, ribera del Rio La Purisima, Sierra de la
Giganta, Los Cabos, Santa Anita y La Paz.

Sonora: Guaymas.

G. gossypioides Oaxaca: Santa Ana, Xishilo Cuicallan, San Bartolo Yautepec, Tlacolula y

Tehuantepec.

G. harknessii Baja California: Cieneguita, Isla Margarita, Isla Montserrat, Loreto, La

Paz, Isla Coronado, Isla del Carmen y Agua Grande.

G. hirsutum Baja California: La Paz e Isla Socorro.
Campeche: Xpujil, Champotén, Palizada, Constitucion y Campeche.
Chiapas: Acala, San Nicolas, Palenque y Ocosingo.
Guerrero: Acapulco y Rio Barbulillas, Zihuatanejo.
Jalisco: San Martin de Bolafios, San Martin Hidalgo, La Huerta, Autlan y
Malaque.
Michoacén: Tzitzio, Lazaro Cardenas y Plan de Guadalupe.
Morelos: La Mezquitera y Xochitepec.
Nayarit: Tepic.
Oaxaca: Yautepec, Juchitan, San Mateo del Mar, Pochutla, Tehuantepec y
Mitla.
Puebla: Las Adelfas, Acatlan y San José Miahuatlan.
Querétaro: Cadereyta y Pefa Miller.
Quintana Roo: Cob4, Divorciados, Laguna Guerrero, Huaymax y Felipe
Carrillo puerto.
San Luis Potosi: San Antonio.
Sinaloa: Playa Mazatlan.
Tabasco: Tacobal, Balancan y Ciudad Carmen.
Tamaulipas: Soto La Marina, Punta Esterillas y Las Enramadas.
Veracruz: Paso de Ovejas, Coatzintla e Hidalgotitlan.
Yucatan: Celestin, Yaxcaba, Uxmal, Telchak, Chelem, Chuburna y Playa

Progreso.

G. lanceolatum Baja California: Isla Socorro.
Guerrero: Acapulco, José Azueta, Coyuca de Benitez, Coyuca de Catalan
y Zihuatanejo.

Colima: El Huerto e Isla Socorro.
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G. laxum Guerrero: Chilpancingo, Zumpango del Rio y al oeste de Milpillas.

G. lobatum Colima: Coquimatlan.
Guerrero: Acapulco.

G. thurberi Chihuahua: Madera y El Lago
Sonora: Rio Bavispe y Hasabas, Horconcitos, Benjamin Hill, Magdalena,
Yecora e Himuris.

G. trilobum Jalisco: Oblatos al norte de Guadalajara.
México: Polotitlan y Valle de Bravo.
Michoacéan: Benito Juarez.
Morelos: Yautepec y Cuernavaca.
Oaxaca: Chiquihuitlan de Benito Juarez.

G. turneri Sonora: Guaymas y Bahia San Pedro al sur de Hermosillo

G. barbadense Baja California: La Paz.

Guerrero: Chilapa, Malinaltepec e Ixcareopan.
México: Acatitlan, Temascaltepec.

Puebla: Yancuictlalpan, Cuetzalan.

Sinaloa: Culiacan, San Ignacio, Ajoya.
Tabasco: Paraiso.

Veracruz: San Lorenzo, Coatepec y Catemaco.

Yucatan: Telchac, Puerto.

Fuente: Fryxell (1979) (Anexo 1) y Coleccién del Herbario Nacional “MEXU” (1998), del Instituto de Biologia de la UNAM.
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Figura 1. Mapa de distribucion generado por la consulta a Fryxell (1979) (Anexo 1) y coleccion del
Herbario Nacional “MEXU” (1998), del Instituto de Biologia de la UNAM.

Por otro lado, se realiz6 una consulta a la Red Mundial de Informacién sobre Biodiversidad:

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

informacion de una serie de colectas que se describen ampliamente en este mismo punto, y que
fueron realizadas para el género Gossypium en todo el pais. Ademas se gener6 un mapa de
distribucion de dichas colectas que muestra y corrobora la informacién anterior (Fryxell, 1979
(Anexo 1) y MEXU, 1998), que indica que no existe una distribucion de especies relacionadas con
el algoddn cultivado en la region agricola del Norte y Sur de Tamaulipas y mucho menos aun en las
areas dedicadas al cultivo del algodonero en la region de donde se encuentran incluidas las areas
donde se pretende sembrar el algodén GlyTol® Twin Link con proteccién contra los insectos

lepidopteros y tolerante a los herbicidas glufosinato de amonio y glifosato.
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Figura 2. Mapa de distribucién generado por la consulta al REMIB en la pagina de la CONABIO (2006)

¢) Existencia de especies sexualmente compatibles.

No existen parientes silvestres 0 especies sexualmente compatibles con el algodén en el area de
liberacion y en zonas vecinas. El Gnico cultivo con el cual podria cruzarse son otros cultivos
comerciales de algodén, para lo cual Bayer de México S.A. de C.V. propone una serie de medidas

de monitoreo y bioseguridad que se mencionan en la seccién VI.

De acuerdo a lo descrito por la CONABIO en 2011, no existen poblaciones silvestre cercanas al
poligono de liberacion del Norte del estado de Tamaulipas; se reporta una distancia del area de
liberacion al sitio de colecta del organismo receptor silvestre o parientes silvestres de 230 km. De
igual manera, el riesgo por flujo génico es bajo, debido a que el polen es pesado y pegajoso, por lo

que no puede ser transportado a largas distancias.
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Para el caso del poligono Sur de Tamaulipas, el sitio de colecta disponible mas cercano del

organismo receptor silvestre se encuentra a 142 (Figura 3).

Distribucion puntual de G. hirsutum L.,
de sus parientes silvestres, con los que puede hibridizar y
tener descendencia viable en México

Registros de colecta

e G barbadense

o G. hirsutum

60 0 60 120 km

Figura 3. Distribucion puntual de G. hirsutum L., de sus parientes silvestres, con los que puede
hibridizar y tener descendencia viable en México.

d) Habitats de persistencia o proliferacion

El algod6n es como cualquier otro algodén, y requiere de la intervencion del hombre para poder
persistir. Las semillas de Gossypium hirsutum normalmente requieren de alguna forma de
tratamiento para asegurar una adecuada germinacion: un tratamiento de calor y &cido sulfurico
para eliminar la borra de la cubierta de la semilla. Las semillas que podrian escapar del cultivo
durante el transporte de la cosecha no produciran poblaciones persistentes debido a que requieren
pre-tratamientos para poder germinar. La necesidad de humedad suficiente también evita que la
semilla pudiera escapar. Aln en areas con alta precipitacion, semillas que escapan no han podido

establecerse debido a su baja capacidad de colonizacion.
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Los nuevos rasgos incorporados, la proteccion contra el ataque de insectos lepidopteros y la
tolerancia a los herbicidas glufosinato de amonio y glifosato no hacen diferente al algodon GLT de
su contraparte convencional aparte de presentar las ventajas de controlar a los insectos
lepidépteros y de tolerar la aplicacion de los herbicidas ya mencionados por lo que podria persistir
en el mismo habitat que su contraparte convencional. Como ya se ha mencionado, la lluvia, la
latitud, y la elevacién son tres factores dominantes que influencian el clima durante el desarrollo de

este cultivo.

Siendo el algodonero una planta tropical, es altamente sensible a temperaturas por debajo de los
10° C, y produce poco o nulo crecimiento a temperaturas por debajo de los 15.6° C. La temperatura
Optima para el crecimiento de brotes del algodén es aproximadamente 30° C; para crecimiento de
raices la temperatura optima del suelo es entre 29.4° C y 35° C. Para mayor informacion sobre las
condiciones climaticas que afectan a esta especie, favor de consultar “Cotton and the Environment”
en Hak et al.,, 1996; ademas “University of California. 1984. Integrated Pest Management for
COTTON in the Western Region of the United States”.

e) Descripcion taxonémica del organismo receptor y donador de la construccién

genética.

Organismo receptor

?i(()err?tti)friio: Gossypium hirsutum L

Familia: Malvaceae

Género: Gossypium

Especie: Gossypium hirsutum (2n=52, Upland cotton)
Cultivar: Diversas variedades y lineas de mejoramiento
Nombre comun: Algodén
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Organismo donador

El algodén GLT fue producido por medio del cruzamiento convencional de los eventos GlyTol®
(GHB614) y TwinLink™ (T304-40 x GHB119). Los organismos donadores son:

Para el evento TwinLink™

El evento TwinLink™ fue a su vez producido por medio del cruzamiento convencional de los
eventos T304-40 (gen crylAb) y GHB119 (gen cry2Ae), cuyos genes fueron aislados de la bacteria
Bacillus thuringiensis. Ambos eventos, T304-40 y GHB119, contienen al gen bar como marcador
de seleccion, el cual le confiere tolerancia al herbicida glufosinato de amonio al organismo receptor
y que fue aislado a partir del microorganismo Streptomyces hygroscopicus, cepa ATCC21705
(Murakami et al., 1986 (Anexo 2)).

A continuacion se muestra la descripcion taxonémica de los organismos donadores para los

componentes principales del evento TwinLink™:

Para los genes crylAb v cry2Ae

Para el gen bar

Especie: Bacillus thuringiensis
Género: Bacillus

Familia: Bacillaceae

Orden: Bacillales

Clase: Bacilli

Nombre comun: Bt

Especie: Streptomyces hygroscopicus
Género: Streptomyces

Familia: Streptomycetaceae

Orden: Actinomycetales

Subclase: Actinobacteridae

Clase: Actinobacteria

Nombre comun:

Streptomyces hygroscopicus
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Para el evento GlyTol®

El organismo donante de la secuencia del gen 2mepsps fue el maiz (Zea mays L.). El mismo fue
generado a través de la introduccién de dos mutaciones puntuales en el gen de tipo silvestre epsps
(wtepsps) clonado de maiz (Zea mays L.) utilizando técnicas in vitro. Estos cambios al gen dieron
como resultado la produccion de una proteina EPSPS doble mutante (2mEPSPS) que tiene menor
afinidad de unién por el glifosato, permitiendo asi una suficiente actividad enzimatica para que la

planta crezca de manera normal en presencia del este herbicida.

Especie: Zeamays L.
Género: Zea

Familia: Poaceae

Orden: Glumiflorae
Subclase: Monocotiledonae
Clase: Angisopermae
Nombre comun: Maiz

El algodén GlyTol® contiene, ademas, secuencias de ADN que provienen de Arabidopsis thaliana
como el promotor del gen histona H4, el primer intron del gen Il de la variante histona H3.1ll y la

region no-traducida 3’ del gen histona H4, las cuales regulan la expresiéon del gen 2mepsps.

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

Bayer CropScience ha trabajado en su Divisiébn de Semillas (Seeds, antes BioScience) para el
desarrollo y comercializacion de nuevas variedades de algodoén resistentes al ataque de insectos
lepidopteros y tolerantes a los herbicidas glufosinato de amonio y glifosato. Uno de los logros mas
importante de este esfuerzo conjunto fue el desarrollo del sistema GLT. La semilla del algodon GLT
(que es el nombre del evento apilado que porta los genes que le proveen proteccion contra el
ataque de insectos lepiddpteros y que le confieren tolerancia a los herbicidas glufosinato de
amonio y glifosato, que es sujeta de la presente peticién), sera proporcionada por Bayer
BioScience (Head Office - FiberMax Cotton), 103 Erskine Street; Lubbock, TX 79403 USA; Phone:
806-765-8844; Fax: 806-765-8876.
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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 nimero 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.

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 Hawai.
Las especies alotetraploides contienen la combinacion de los genomas AADD vy tienen 26
cromosomas largos y 26 cromosomas chicos, aunque existe algun traslape en tamafio entre los
cromosomas de los genomas A y D. EIl 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. EIl 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 cultivas 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 produccion mundial de fibra y aceite de algodon.

Especies silvestres y distribucion:

Lagiéere (1968) ha agrupado en cuatro grandes grupos a las diferentes especies del género

Gossypium:
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a) Especies silvestres sin fibras, con n=13, comprenden seis secciones:

1. Seccion |.  Sturtiana: G. australe, G. sturtii, G. robinsonii
2. Seccibén Il. Erioxyla: G. aridum, G. armourianum, G. lobatum, G. harkenessii
3. Seccion lll. Klotzchiana: G. klotzchianum, G. Klotzchianum var davidsonii,
G. raimondii
4. Seccion IV. Thurberana: G. thurberi, G. gossypioides
5. Seccién V. Anomala: G. triphyllum, G. anomalum
6. Seccién VI. Stoksiana: G. stocksii, G. longicalyx, G. somalense, G. incanum,

G. areisiasum.

b) Especies cultivadas del Viejo Mundo con n=13.

7. Seccién VII. Herbacea. Estas especies poseen flores con bracteas enteras,
marcadamente dentadas. Los dientes son, en ocasiones, tres veces mas largos que

anchos; los filamentos de las anteras cortos, tienen aproximadamente la misma longitud.

Las bracteas que cierran ceflidamente la flor son més largas que anchas, enteras o con tres o
cuatro grandes dientes cerca de la parte superior; capsulas delgadas y alargadas: G. arboreum

subdividida en seis razas: burmanicum, cernuum, bengalense, sinense, indicum, sudanense.

Después de la flor, las bracteas, que se abren ampliamente, son mas anchas que largas, el borde
superior se parte en seis u ocho dientes. Las céapsulas son redondas o con unos salientes
prominentes: G. herbaceum subdividida en cinco razas: persicum, kuljianum, africanum,
acerifolium, wightianum.

¢) Especies cultivadas del Nuevo Mundo con n= 26.
Especies de 26 cromosomas que comprenden todas las clases de algodones originarios del Nuevo

Mundo y una especie silvestre que se localiza en Hawai.
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1. Columna estaminal corta, la superficie de la cipsula es lisa.

Bracteas con dientes largos acuminados, tres veces mas largas que anchas, G. hirsutum.

Siete razas: marie-galante, punctatum, palmeri, yucatanense, morrilli, richmondi, latifolium.

» Raza punctatum. Son arbustos de 1-3 metros, muy ramificados, sin predominio del tallo,
perennes. La forma tipica se localiza en las costas del Golfo de México y en las Antillas.

» Raza marie-galante. Son grandes arbustos o arbolitos, pudiendo alcanzar varios metros de
altitud, perennes.

» Raza latifolium. Los pequefios arbustos, anuales o bianuales, tienen poca o ninguna rama
vegetativa. Constituyen el origen de las plantas de algodén “americano” actualmente

cultivadas.

2. Columna estaminal larga.

a) Capsulas grandes (de 3 a 5 cm. 0 mas). La superficie capsular estd marcadamente
pustulada, finamente algunas veces, con glandulas de aceite en las pustulas. Las semillas
tienen una copiosa e igualada capa de fibras.

— Cépsulas con mas de 6 cm., ensanchadas por la base: G. barbadense.

— Céapsulas con mas de 6 cm. mas anchas de en medio y estrechas en la base. Semillas

soldadas (arrifionadas): G. barbadense var. brasiliense.

B) Capsulas pequefias (de 3 cm. de longitud o menos); la superficie capsular se encuentra
finamente pustulada con glandulas de aceite en las pustulas, a menudo lisa a simple vista.
Las semillas estan recubiertas por una capa de fibras poco abundante e irregular: G.

barbadense var darwinii (Islas Galdpagos).

d) Algodon silvestre, con n=26.

Seccion VIII. Hirsuta (continuacién): G. tomentosum (Islas Hawai).

G. hirsutum, ha despertado gran interés en todo el mundo, teniéndose dentro de las variedades

corrientes, una clasificacion en 16 tipos: Deltapine, Fox, Stoneville (seleccion de Stoneville
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Pedegreed Seed Company), Coker 100, Acala, Empire, FiberMax (seleccion de Bayer Bioscience
Cotton Seed International), Rowden, Mebane Triumph, Western Mebane, Lankart, Paymaster,

Macha, Hibred, Delfos, Uplands de largas fibras y Uplands diversas.

h) Secuencia génica detallada del evento de transformaciéon (tamafio del fragmento,

sitio de insercidn y oligonucledtidos).

El algodén GLT fue producido por medio del cruzamiento convencional de los eventos GlyTol® y

TwinLink™. En seguida se muestra la informacién de los eventos que lo originaron.

Para el evento TwinLink™

El evento TwinLink™ fue originado por medio del cruzamiento convencional de los eventos T304-
40 (gen crylAb) y GHB119 (gen cry2Ae).

Las secuencias especificas de integracién del evento T304-40 fueron determinadas. Estas
secuencias contienen 479 bp de secuencia flanco 5, 9056 bp de la secuencia transgénica
integrada y 320 bp de la secuencia flanco 3'. La secuencia detallada del evento T304-40, el sitio de
insercién y los oligonucledtidos usados para su caracterizacion se muestran en Moens y De Pestel,

2008 (Anexo 3). INFORMACION CONFIDENCIAL

De la misma manera, la determinacion de la secuencia completa del evento GHB119 muestra 358
bp de secuencia flanco &', 4302 bp de la secuencia transgénica integrada y 320 bp de la secuencia
flanco 3'. La secuencia detallada del evento GHB119, el sitio de insercién y los oligonucledtidos

usados para su caracterizacion se muestran en Verhaeghe y Habex, 2008 (Anexo 4). INFORMACION

CONFIDENCIAL

Para el evento GlyTol®

Analisis de PCR fueron conducidos con el uso de pares de primers que amplifican las secuencias
flanqueantes 5’ y 3’ el evento GlyTol® (GHB614). Primers que amplifican secuencias de un gene

tRNA del cloroplasto se incluyeron en la reaccién y fueron usados como control interno. En una
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primera reaccién de PCR, un par de primers que amplifican las secuencias flanqueantes se usé
para demostrar la naturaleza de la secuencia flanqueante. En una segunda reaccién, se demostro
la especificidad de los fragmentos de integracién 5’ y 3'. Los resultados obtenidos de los analisis
PCR demostraron que las secuencias flanqueantes 5’ y 3’ del algodén GlyTol® son de origen de la

planta del algodon (Habex y Lecleir, 2006 (Anexo 5)). INFORMACION CONFIDENCIAL

En Van der Klis et al.,, 2006 (Anexo 6) se presenta una caracterizacion detallada de la proteina
2mEPSPS y en Habex y Lecleir, 2006 (Anexo 5) y Habex, 2007 (Anexo 7) se detalla el locus

transgénico. INFORMACION CONFIDENCIAL

i) Descripcion de las secuencias flanqueantes, niumero de copias insertadas, expresion
de los mensajeros con demostracion de resultados

La descripcion de las secuencias flanqueantes para ambos eventos, GlyTol® y TwinLink™, se
presenta en el inciso anterior. Esta informacion se presenta en la seccion de referencias y es

considerada como INFORMACION CONFIDENCIAL

TwinLink™
El evento TwinLink™ fue generado por medio del cruzamiento convencional de los eventos T304-
40 y GHB119.

Los datos obtenidos a partir de los estudios de Southern blot realizados con el evento de
transformacion T304-40 demuestran que se integré una copia casi completa del ADN-T dentro del
genoma de la planta, flanqueada por una copia incompleta invertida del casete del gen crylAb y un
terminador 3'mel adicional. A continuacion se muestra el dibujo esquematico del ADN-T como fue
insertado en la planta, asi como las enzimas de restriccion y las sondas utilizadas para el analisis
Southern Blot.
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INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 4. Dibujo esquematico de la regién del ADN-T en Gossypium hirsutum evento T304-40

En la figura que se presenta a continuacion se muestran los resultados del andlisis Southern Blot:

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 5. Resultados de las hibridaciones con las diferentes sondas en el analisis Southern Blot
del evento T304-40.

Para el evento GHB119, experimentos de hibridacion por Southern Blot demostraron que
solamente una copia del ADN-T fue integrada en el genoma de Gossypium hirsutum y que el ADN
transferido a la planta mantiene la misma configuracion original disefiada en el vector de
transformaciéon. En seguida se muestra el dibujo esquemético del ADN-T como fue insertado en la
planta, asi como las enzimas de restriccion y las sondas utilizadas para el andlisis Southern Blot.

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 6. Dibujo esquemaético de la region del ADN-T en Gossypium hirsutum evento GHB119

En la siguiente figura se muestran los resultados del andlisis Southern Blot.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 7. Resultados de las hibridaciones con las diferentes sondas en el analisis Southern Blot
del evento GHB119

El algodén TwinLink™ expresa las proteinas CrylAb y Cry2Ae y la proteina PAT, codificada por el
gen bar que se utilizé como marcador de seleccion en los eventos T304-40 y GHB119, los cuales

dieron origen al evento combinado TwinLink™.

En la siguiente tabla se muestran los contenidos de las proteinas CrylAb, Cry2Ae y PAT en los
algodones T304-40, GHB119 y TwinLink™.
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Tabla 2. Contenido de las proteinas CrylAb, Cry2Ae y PAT en varios tejidos de los algodones

T304-40, GHB119 y TwinLink™.

Proteina Tejido

Hojas

T304-40
1.76 + 0.69

GHB119
N/A

TwinLink

240+ 151

Cuadros

2.63 +0.69

N/A

1.23+£041

Grano

0.39+0.32

N/A

0.43+0.23

Hojas

N/A

4.98 + 0.59

41.3+22.0

Cuadros

N/A

14.9 £7.60

4.89 = 1.46

Grano

N/A

0.12+0.17

0.23+0.21

Hojas

189 + 29

13.6 2.1

443 + 222

Cuadros

108 + 39

93.4 +48.3

95 + 23

Grano

0.67+0.5

0.65 + 0.54

1.7+0.8

*El contenido de las proteinas es expresado en ug/g peso fresco

GlyTol®

En el caso del evento GlyTol®, la secuencia de ADN insertada tiene una longitud de 3991 bp. El
inserto esta completamente caracterizado y corresponde a la configuracion del ADN como esta
disefiado en el plasmido pTEM2. Como se muestra posteriormente, sélo una copia del casete

génico se integré en el algoddn GlyTol® evento GHB614.

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 8. Dibujo esquematico de la regién del ADN-T en Gossypium hirsutum evento GlyTol®
mostrando a estrategia de hibridacion

Resultados de Southern blot obtenidos con la hibridacion del ADN gendmico del algodén evento
GHB614 (digerido con EcoRV, Bglll, Pvull, Asel, Ncol, Hindlll, Afllll, BamHI and Kpnl) con las
sondas Ph4a748At, intronl h3At+TPotp C, 2mepsps, 3’histonAt y el ADN-T completo muestran

la presencia de un fragmento de integracién 5’ y un fragmento de integracién 3'.

Estos datos demuestran que el ADN trasferido al algodén GlyTol® corresponde a la
configuracion del ADN como esta disefiado en el plasmido pTEM2 y que sélo una copia del
casete génico se integré en el algodén GlyTol® evento GHB614. Lo anterior se muestra en la

siguiente figura de Southern Blot.
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Andlisis Southern Blot para verificar el inserto en el algodén GlyTol

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 9. Resultados del andlisis Southern Blot del algodén GlyTol® (T-DNA probe).

El algoddn GlyTol® expresa la proteina 2mEPSPS. A continuaciéon se muestra la expresion de esta

proteina en varios tejidos del algodon:

Tabla 3. Niveles de la proteina 2mEPSPS en tejidos de la planta del algodén GlyTol®
Contenidos de la proteina 2mEPSPS (ug/g peso fresco) + SD [% PTE]

Matriz Etapa de Etapa de Etapa de

. . o Etapa de crecimiento 4
crecimiento 1 crecimiento 2 crecimiento 3

Hoja | 11.16+3.73[0.121] | 7.94 + 2.87 [0.090] | 6.52 + 7.20 [0.385] |  0.45 + 0.22 [0.028]
Tallo ND 1.94 + 0.61 [0.062] ND 1.58 + 0.96 [0.039]
Raiz ND 0.99 + 1.00 [0.074] ND 4.04 +1.71[0.176]
Cuadros NA NA NA 5.35 + 0.25 [0.175]
Apice ND ND ND 5.47 + 0.22 [0.338]
Polen NA NA NA 0.16 + 0.00 [0.001]

* ND = No Determinado; NA = No Aplicable

GLT: GlyTol® TwinLink™

El algodén TwinLink™ fue producido a través de una cruza convencional entre los algodones
T304-40 y GHB119. El algoddn GLT fue producido por una cruza convencional de los algodones
TwinLink™'y GlyTol® (GBH614).

La estabilidad genética del ADN insertado en los algodones T304-40, GHB119, TwinLink™ vy
GlyTol® fue previamente demostrada. El algodén TwinLink™ obtenido de los genes cry1Ab y bar
en la insercion de ADN del algodén T304-40 y los genes cry2Ae y bar en una segunda insercion
de ADN del algodén GHB119. El algodén GlyTol® contiene el gene 2mepsps en una insercion de

ADN simple. Por lo tanto, el algodén GLT contiene los genes crylAb, cry2Ae, bar y 2mepsps.
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La tolerancia a glifosato se debe a la expresién del gene 2mepsps y la tolerancia al herbicida
Glufosinato de amonio se debe a la expresién del gene bar en el algodén GLT. El algodén
TwinLink™ es resistente a diversas plagas de insectos lepidépteros debido a la expresién de los
genes crylAb y cry2Ae, por lo tanto el algoddén GLT es tolerante a ambos herbicidas y resistente

a las mismas plagas de lepidépteros al igual que el algodén TwinLink™,

Para demostrar la estabilidad estructural del algodon combinado GLT, se prepar6 ADN
gendmico de 24 plantas individuales. EI ADN aislado fue digerido con EcoRV. Esta enzima
reconoce Unicamente las tres inserciones de ADN que contienen los genes 2mepsps, crylAb-
bar y cry2Ae-bar, respectivamente. ECORV genera perfiles de restricciobn que son caracteristicos
para el ADN insertado en cada uno de los progenitores (T304-40, GHB119 y GlyTol®) y en el
algodon GLT. La prueba de ADN de restricciéon de los progenitores y la cruza con las sondas de
ADN marcado apropiadamente que consiste en todo o la mayoria del ADN-T de cualquiera de
los genes: 2mepsps o crylAb-bar o cry2Ae-bar revel6 la hibridacion esperada de los fragmentos
de restriccibn en todas las muestras analizadas. En conjunto, estos datos demuestran la
estabilidad de todas las inserciones de ADN en las plantas de algodén GLT cinco generaciones
después de la cruza original.

Todas las muestras de ADN de GLT, T304-40, GlyTol® y Coker 312 dieron los fragmentos
esperados de ADN en las pruebas zPCR. Por lo tanto, la identidad de cada planta se confirmé y
todas las plantas fueron homaocigotos para los respectivos loci genéticos que fueron probados.
La interpretacion de los datos del Southern Blot se realiz6 de forma cualitativa. Las conclusiones

se basaron en el nimero de fragmentos de hibridacién y el tamafio de los fragmentos.

Se llevaron a cabo andlisis Southern Blot sobre el ADN gendmico preparado a partir de 24
plantas individuales para demostrar la estabilidad estructural de todas las inserciones de ADN
en el evento combinado de algodén GLT. Los analisis mostraron la presencia de los fragmentos
de hibridacion esperados en todas las muestras de ADN transgénico probado usando sondas de
ADN para el DNA-T 2mepsps, la sonda ADN-T crylAb, la sonda del gene crylAb y la sonda
ADN-T cry2Ae-bar. Asi, el ADN insertado 2mepsps, crylAb-bar y cry2Ae son estables en
plantas GLT obtenidas de la cruza de mejoramiento convencional TwinLink™ y GlyTol® cinco

generaciones después de la cruza original.
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En las siguientes figuras se muestran los resultados del analisis Southern Blot realizado para cada
inserto:

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 10. Demostracion de la estabilidad de GLT para el inserto 2mepsps ADN-T

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 11. Demostracion de la estabilidad de GLT para el inserto crylAb-bar ADN-T

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 12. Demostracion de la estabilidad de GLT para la sonda del gene crylAb

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 13. Demostracion de la estabilidad de GLT para el inserto cry2Ae-bar ADN-T

j) Mapa de la construccion genética, tipo de herencia de los caracteres, expresion de

las proteinas y su localizacion.

El algodén GLT fue generado por medio del cruzamiento convencional de los eventos TwinLink™ y

GlyTol®. Se presenta una descripcion para cada evento.

Para el evento TwinLink™

El algodén TwinLink™ fue producido por medio del cruzamiento convencional de los eventos T304-
40 (CrylAb) y GHB119 (Cry2Ae). Los mapas genéticos de los plasmidos que se utilizaron como
vectores para la transformacion genética se muestran enseguida.

T304-40: pTDLO08

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 14. Representacion esquematica de la estructura del plasmido pTDL008
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Tabla 4. Elementos genéticos del vector pTDL008 que fueron insertados en el genoma de la planta

8767-8791 RB: Repeticion del borde derecho del ADN-T de
Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988 (Anexo 8))
3'mel: Contiene la region 3' no codificante del gen de la

8792-9728 Counter enzima NADP-malic de Flaveria bidentis (yellowtop)

clockwise
(Marshall et al., 1996).
CrylAb: Secuencia codificante del gen de la proteina

9729-11582 Counter CrylAb (MetAlaAsp2...Asp616) de Bacillus thuringiensis

clockwise berliner 1715 (Héfte et al., 1986).

11583- Counter 5’e1: Contiene la secuencia lider del gen E1 especifico

11643 clockwise del tapetum (GE1). (Michiels et al., 1992).

11644- Counter Ps7sT: Secue_:nma que incluye la regiéon promotora _

12685 clockwise dupllcaga derlvadq del segmento 7 del genoma del virus
subterraneo del trébol (clover stunt) (Boevink et al., 1995)

12686- Clockwise P35S3: Secuencia que incluye la regidon promotora del

13543 trascripto 35S de CaMV (Odell et al., 1985 (Anexo 9))
bar: Secuencia codificante del gen fosfinotricin acetil

13544- . - -

Clockwise transferasa de Streptomyces hygroscopicus descrito en

14095 Thompson et al. (1987) (Anexo 10)
3’nos: Secuencia que incluye la regién 3' no codificante

14096- Clockwise del gen nopalina sintetasa del ADN-T de pTiT37

14393 1-12 (Depicker et al., 1982) (Anexo 11)

LB: Repeticion del borde izquierdo del ADN-T de
13-37 Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988) (Anexo 8)

GHB119: pTEM12

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 15. Representacion esquematica de la estructura del plasmido pTDL008
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Tabla 5. Elementos genéticos del vector pTEM12 que fueron insertados en el genoma de la planta

1-25 LB: Repeticion del borde izquierdo del ADN-T de Agrobacterium
tumefaciens (Zambryski, 1988 (Anexo 8))
26-335 Counter 3'nos: Secuencia que incluye la region 3' no codificante del gen nopalina
clockwise sintetasa del ADN-T de pTiT37 (Depicker et al., 1982 (Anexo 11))
336-887 Counter bar: Secuencia codificante del gen fosfinotricin acetyl transferasa de
clockwise Streptomyces hygroscopicus descrito en Thompson et al. (1987) (Anexo
10)
888-1423 Counter Pcsvmv XYZ: Secuencia que incluye la regién promotora del virus en

clockwise | mosaico Cassava Vein (Verdaguer et al., 1996)

1424-1920 | Clockwise | p35S2: Secuencia que incluye la regién promotora del trascripto 35S del
virus mosaico de coliflor (Odell et al., 1985 (Anexo 9))
1921-1990 Clockwise 5'cab22L: Incluye la secuencia lider del gen de la proteina de unién a
clorofila a/b de Petunia hybrida (Harpster et al., 1988)

1991-2155 Clockwise TPssuAt: Secuencia codificante del péptido de transito del gen atl sA de
la subunidad pequefia de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa de
Arabidopsis thaliana, descrito en De Almeida et al. (1989)

2156-4051 | Clockwise | cry2Ae: Secuencia codificante de una proteina insecticida de Bacillus
thuringiensis adaptada al uso de codones de algodén

4052-4320 Clockwise | 3'35S: Incluye la region 3' no codificante del trascripto 35S de CaMV
(Sanfacon et al., 1991)

4321-4345 RB: Repeticion del borde derecho del ADN-T de A. tumefaciens
(Zambryski, 1988 (Anexo 8))

Para demostrar la herencia independiente de los dos eventos en el evento combinado TwinLink™
los resultados de la descendencia F2 se muestran en la tabla de abajo. Los dos eventos fueron
retrocruzados con la variedad convencional de Bayer. En la generacién BCsFi, los dos eventos
fueron combinados y la descendencia de esta F; fue analizada por medio de su homocigocidad via
PCR, desarrollada para identificar la cigocidad de cada planta F.. En las plantas individuales se
analizé la presencia o ausencia de los eventos. Se identificaron cuatro genotipos posibles: WT
(wild type)/WT, T304-40/WT, GHB119/WT y T304-40/GHB119. Las plantas que fueron detectadas
con los dos eventos, T304-40/GHB119, fueron dejadas hasta la madurez y su semilla fue
cosechada para realizar mas estudios. Estos resultados complementan el andlisis de ADN,

caracterizando a los eventos individuales y demostrando la estabilidad de los transgenes.
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WT/WT:
T304-40/WT:
GHB119/WT:
T304-
40/GHB119
Plantas hemicigotas Cryl1Ab
cruzadas con una planta F1 1:1:1:1 19:15:25:21 20:20:20:20 2.6
hemicigota Cry2Ae

@ Probado por homocigocidad via PCR

® Asume un modelo de un locus para cada gene.

No hubo diferencia significativa (p=0.05) para la prueba de bondad de ajuste x

cuadrada para la hipétesis de un locus. Para rechazar la hipétesis nula, el valor de la x cuadrada debe ser mayor que 7.815 con tres

grados de libertad.

El contenido de las proteinas CrylAb, Cry2Ae y PAT en varios tejidos de las plantas de algodoén

TwinLink™ y los eventos que lo originaron ha sido descrito en el inciso anterior.

Para el evento GlyTol®

El vector pTEM2 conteniendo los elementos genéticos descritos a continuacion fue empleado para

la generacién del evento GlyTol®.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 16. Representacion esquematica de la estructura del plasmido pTEM2

Tabla 7. Elementos genéticos del vector pTEM2 que fueron insertados en el genoma de la planta

0001 - 0025

Borde
tumefaciens (Zambryski, 1988 (Anexo 8))

izquierdo del ADN-T de Agrobacterium

Ph4a748At

0025 - 1036

Secuencia que incluye la region del promotor del gen
histona H4 de Arabidopsis thaliana (Chaboute et al.,
1987).

intron1 h3At

1037 - 1553

Secuencia que incluye el primer intron del gen Il de la
variante histona H3.lll de Arabidopsis thaliana
(Chaubet et al., 1992).

TPotp C

1554 - 1926

Péptido de transito optimizado como es descrito en
Lebrun et al. (1996).

2mepsps

1927 - 3264

Secuencia codificante del gen doble mutante 5-
enolpiruvil-siguimato-3-fosfato sintasa del maiz (Zea
mays) (Lebrun et al., 2003).

3’histonAt

3265 - 4007

Secuencia que incluye la region no-traducida 3’ del gen
histona H4 de Arabidopsis thaliana (Chaboute et al.,
1987).

RB

4008 - 4032

Borde derecho del ADN-T de
tumefaciens (Zambryski, 1988 (Anexo 8))

Agrobacterium
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Asimismo, analisis por medio de la técnica Southern blot demostr6 la estabilidad del evento
GHB614 en el algodén GlyTol® a través de mudltiples generaciones y en variedades de diferente
origen genético. Datos de segregacion (ver tabla abajo) reafirman la estabilidad del inserto y

muestran que éste segrega Mendelianamente como un locus dominante.

Tabla 8. Andlisis de segregacion del Evento de Transformacion GlyTol®

Planta hemicigota BC2F:1 (linea A
convencional), auto-polinizada BC2F2 31 28b 8 27 9 0.15
(2mepsps/-)x(2mepsps/-)

Planta hemicigota BC:F2 cruzada

con la linea convencional B Pq‘l:'):la,f:clon 11 7 9 8 8 0.25
(2mepsps/-)x(-/-) !

Planta hemicigota auto-polinizada | Poblaciones

“F1” “F2” 31 113 43 117 39 0.60
(2mepsps/-)x(2mepsps/-) (agrupadas)

Planta hemicigota “F1” cruzada con .

la linea convencional B POB%EIE?“ 11 9 12 10.5 10.5 0.43

(2mepsps/-)x(-/-)

Planta hemicigota BCiF1 cruzada
con la linea convencional B BC2F1 11 11 6 8.5 8.5 1.47
(2mepsps/-)x(-/-)
& Asume un modelo de un locus. No hubo diferencia significativa (p=0.05) para la prueba de bondad de ajuste x cuadrada para la hipétesis de un locus.
Para rechazar la hipétesis nula, el valor de la x cuadrada debe ser mayor que 3.84, con un grado de libertad.

5 Homocigocidad fue probada por medio de la PCR (19 plantas heterocigotas y 9 plantas homocigotas)
¢ Todo el material de la poblacién “F;“ fue generado usando un transgen hemicigoto como fuente donadora (BC,F;).

S=susceptible; R=resistente.

Los niveles de la proteina 2mEPSPS se presentaron en la seccién anterior. Se ha demostrado que
los elementos regulatorios presentes en el inserto son activos en el meristemo de las hojas verdes
(Chaboute et al., 1987; Chaubet et al., 1992; Lebrun et al., 2003). La hoja del algodon recibe la
mayor exposicion al herbicida glifosato, el cual entonces se acumula en las partes meristematicas.
A partir de esta investigacion, se esperaria que el algodén GlyTol® muestre niveles altos de la
proteina 2mEPSPS en las hojas y apices y cantidades menores en los otros érganos. En efecto, el

siguiente orden de expresion de la proteina 2mEPSPS fue demostrado:

Hoja, apice >> raices, cuadros >> tallos, semillas >> polen
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k) Descripcion del método de transformacion.

Como se mencion6 anteriormente, la generacion del evento combinado GLT no involucré

modificacién genética, sino el cruzamiento convencional de los eventos TwinLink™ y GlyTol®.

El evento TwinLink™ fue a su vez generado por medio del cruzamiento de los eventos T304-40 y
GHB119. Para la generacion de los eventos individuales se transformé tejido de Gossypium
hirsutum de una variedad Coker 315 con A. tumefaciens conteniendo el vector binario pTDL0OQS,
para el evento T304-40 y de una variedad Coker 312 con el vector pTEM12, para el vento
GHB119. Las plantas fueron regeneradas utilizando un medio apropiado con 500mg/I claforan para
eliminar el Agrobacterium residual, y luego se seleccionaron con glufosinato de amonio. Los brotes
gque se desarrollaron fueron transferidos a invernadero, se volvi6 a probar la tolerancia a

glufosinato de amonio y se permitié la floracion y produccion de semillas.

Similarmente, para la generacion del algodén GlyTol® se transformé tejido de Gossypium hirsutum
de una variedad Coker 312 con A. tumefaciens conteniendo el vector binario pTEM2. Las plantas
fueron regeneradas utilizando un medio apropiado con 500mg/l claforan para eliminar el
Agrobacterium residual, y luego se seleccionaron con glifosato. Los brotes que se desarrollaron
fueron transferidos a invernadero, se volvié a probar la tolerancia a glifosato y se permiti6 la

floracion y produccion de semillas.

I) Descripcion, numero de copias, sitios de insercion y expresion de las secuencias
irrelevantes para la expresién de la modificacion genética y en su caso, la

identificacion de los efectos no esperados.

No aplica. Aparte de las secuencias reguladoras no se encuentra alguna otra secuencia incluida en

el casete de expresion.
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m) Secuencia de aminoacidos y de las proteinas novedosas expresadas, tamafio del
producto del gen, expresién de copias multiples.

El algoddn GLT expresa las proteinas CrylAb, Cry2Ae y PAT y 2mEPSPS.

La proteina CrylAb estd determinada por una secuencia de 617 amino&cidos, la cual esta

codificada por el gen crylAb cuya secuencia codificada es de 1851 pares de bases (pb).
INFORMACION CONFIDENCIAL

Secuencia de aminoéacidos de la proteina Cry1Ab

En tanto que la proteina Cry2Ae esta compuesta por 631 aminoacidos y esta codificada por el gen

cry2Ae compuesto de 1893 pb. INFORMACION CONFIDENCIAL

Secuencia de aminoéacidos de la proteina Cry2Ae

La secuencia de aminoacidos de la proteina PAT (183 aminoéacidos) codificada por el gen bar, tal
como se produce en el algodén TwinLink™, se presenta enseguida. El gen bar contiene 552 pares

de bases (pb). INFORMACION CONFIDENCIAL

Secuencia de aminoacidos de la proteina PAT

Analisis por medio de la técnica Southern Blot de los eventos individuales que generaron al
algodéon TwinLink™ demuestran que éste porta una copia casi completa del ADN-T dentro del
genoma de la planta, flanqueada por una copia incompleta invertida del casete del gen crylAb y un
terminador 3'mel adicional para el evento T304-40, y una sola copia del casete de expresion para
el evento GHB119.
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En tanto que en el evento GlyTol®, la proteina 2mEPSPS, codificada por el gen 2mepsps, esta

constituida por 445 aminodcidos, tal como se muestra enseguida. INFORMACION CONFIDENCIAL

Secuencia de aminoacidos de la proteina 2mEPSPS

El gen 2mepsps estd compuesto por 1338 pb y soélo una copia del casete de expresion esta
integrada en el algodén GlyTol®, tal como lo demuestra los estudios por medio del analisis
Southern blot.

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

En el evento TwinLink™

Es s6lo con la aplicacién del herbicida glufosinato de amonio (GA), un potente inhibidor de la
glutamino sintetasa (GS), una enzima que juega un papel esencial en la asimilacion de amonio y
en la regulacion del metabolismo del nitrégeno en la planta (Bayer et al., 1972 (Anexo 12); Miflin et
al., 1977 (Anexo 13); Sadaaki Mase, 1984 (Anexo 14); Murakami et al., 1986 (Anexo 2); Wild et al.,
1987 (Anexo 15); Wendler and Wild, 1990 (Anexo 16)) que la expresién del transgen se ve
involucrada en una ruta metabdlica. El producto del gen bar metaboliza al GA a un derivado
acetilado inactivo (De Block et al., 1987; Thompson et al., 1987 (Anexo 10)). Las plantas que no
tienen el transgen pueden ser reconocidas y destruidas usando el herbicida en un estado temprano

del desarrollo de la planta.

No se ha observado ningun efecto en otras rutas metabdlicas tal como lo demuestran analisis de
semilla y fibra de algodén TwinLink™ en cuanto a su composicion. Basado en el andlisis
estadistico de la informacion analitica y en la evaluacién del impacto nutricional de las diferentes
evaluaciones, las semillas y la fibra del algodén TwinLink™ fueron encontradas como equivalentes
en su composicion y calidad nutricional con relacion a sus contrapartes no modificadas. No existe
impacto en el valor nutricional en la semilla de algodén debido a la transformacién genética
(Oberdorfer, 2008 (Anexo 17)).
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Por otro lado, el andlisis del comportamiento agronémico del algodén TwinLink™ comparado con
su contraparte convencional durante dos afios muestra que no hubo influencia por la modificacion

genética.

En el evento GlyTol®

Estudios de la ruta del siquimato condujeron al descubrimiento de la 5-enolpiruvilsiquimato-3-
fosfato sintasa (EPSPS) por Amrhein et al.,, (1980). El modo de accion del glifosato [N-
(fosfonometilo) glicina], un aminoacido analogo sencillo, consiste en la inhibicion selectiva de la
EPSPS sintasa que es la sexta y penultima enzima de la ruta del siquimato (Steinricken y
Amrhein, 1980). La reaccion catalizada por la EPSPS es la transferencia reversible del
fosfoenolpiruvato (PEP, por sus siglas en Inglés) al siquimato-3-fosfato (S3P, por sus siglas en
Inglés), conduciendo a la formacién del 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato (EPSP, por sus siglas en
Inglés). La unién del sustrato a la enzima es secuencial, con el S3P uniéndose primero, seguido
por PEP (Boocock and Coggins, 1983). La reaccion catalizada por la EPSPS procede por medio
del rompimiento del puente C-O del PEP (Walsh et al.,, 1996). En plantas -cultivadas
convencionalmente, la EPSPS es inhibida selectivamente por el glifosato, produciendo su muerte
debido a la interrupcién de la sintesis de aminoacidos aromaticos y metabolitos secundarios
(Steinriicken and Amrhein, 1980).

Desde los 80s, se han hecho varios intentos para identificar y caracterizar variantes de la enzima
EPSPS insensibles al glifosato de varios organismos con el objetivo final de generar plantas
cultivadas tolerantes al glifosato (Kishore and Shah, 1988). Lebrun et al. (2003) seleccionaron un
gen doble mutante del maiz, el cual cuando se fusiona a un péptido quimérico de transito genera
una tolerancia 6ptima al glifosato en varios cultivos, sin mostrar efectos pleiotrépicos. Este es el

gen 2mepsps que codifica la proteina 2mEPSPS, componente central del algodén GlyTol®.

Evaluaciones del comportamiento del algodén GlyTol® efectuadas por Bayer en los Estados Unidos
durante 2004-5 confirman que no hubo modificacion en alguna ruta metabdlica, ni impacto
nutricional como resultado de la transformacién genética, con la excepcion de que el algodon que
porta el gen 2mepsps es insensible a la accion del herbicida glifosato (Oberdérfer, 2007 (Anexo
18)).
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0) Productos de degradacién de la proteina codificada por el transgén en
subproductos.

En el evento Twin Link™

El algodén TwinLink™ expresa las proteinas CrylAb, Cry2Ae y PAT. Se evalu6 de digestibilidad de
la proteina CrylAb en ensayos con fluidos gastricos simulados (SGF), conteniendo pepsinay a pH
1.2 en tiempos de incubacion de 0.5 a 60 minutos (Rouquié, 2007a (Anexo 19)). Las proteinas de
referencia como CrylAb fueron incubadas con SGF humana, una soluciéon de pepsina a pH 1.2,
aproximadamente a 37°C. Las muestras fueron analizadas en busca de fragmentos de proteinas
estables en los siguientes tiempos de incubacion 0, 0.5, 2, 5, 10, 20, 30 y 60 minutos utilizando
SDS-PAGE seguido de tincion con Coomassie blue. Las proteinas de referencia Horseradish
peroxidase (HRP), conocida por su digestion rapida, y ovalbumina (OVA), conocida por su

digestién lenta, fueron evaluadas en paralelo.

Las proteinas de referencia HRP y OVA fueron digeridas de manera rapida y lenta
respectivamente, confirmando la validez de este estudio. La proteina CrylAb fue degradada muy
rapidamente en SGF humano, dentro de los 30 segundos de incubacidn, en presencia de pepsina
yapH1.2.

La estabilidad de la proteina CrylAb fue analizada en fluidos intestinales simulados (SIF) con
pancreatina a pH 7.5 y tiempos de incubaciéon entre 0.5 y 60 minutos, siguiendo un protocolo
adaptado de SGF (Rouqui€é, 2007b (Anexo 20)). Una solucién conteniendo CrylAb fue incubada
con SIF, una solucién de pancreatina porcina a pH 7.5, aproximadamente a 37°C. Las muestras
fueron analizadas en busca de fragmentos de proteinas estables o la proteina CrylAb intacta a
tiempos de incubaciéon 0, 0.5, 2, 5, 10, 20, 30 y 60 minutos usando SDS-PAGE seguido de un
Western Blot. Para la deteccion de la proteina CrylAb se utiliz6 un anticuerpo policlonal dirigido
contra Cry2Ae.

Durante todos los tiempos de incubacién, no se llegé a divisar la banda correspondiente a la
proteina CrylAb. De todas maneras, se observaron bandas de menor peso molecular indicando

una degradacion rapida e incompleta de Cry1lAb en SIF.
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Este resultado indica que la proteina CrylAb es degradada parcialmente generando varios

fragmentos pequefios y estables en SIF, en presencia de pancreatina y a pH 7.5. Dado que las
proteinas de consumo pasan por un proceso continuo que incluye digestion gastrica e intestinal, la
degradacion incompleta de CrylAb en SIF no se considera un factor que pueda causar una

preocupacién para la salud.

Los pardmetros de digestibilidad de la proteina Cry2Ae fueron evaluados en ensayos con SGF
conteniendo pepsina y a pH 1.2 en tiempos de incubacién de 0.5 a 60 minutos (Rouquié, 2008a
(Anexo 21)). Las proteinas de referencia y Cry2Ae fueron incubadas con SGF humana y una
solucion de pepsina con pH 1.2 aproximadamente a 37°C. Las muestras fueron analizadas en
busca de las proteinas de referencia y fragmentos estables de proteinas en los siguientes tiempos
de incubacion 0, 0.5, 2, 5, 10, 20, 30 y 60 minutos utilizando SDS-PAGE seguido de tincién con
Coomassie blue. Controles apropiados fueron utilizados, incluyendo la proteina Cry2Ae incubada
con pH 1.2 sin pepsina, SGF sin Cry2Ae , y un loading control del 10% (dilucién 1/10 de la proteina
Cry2Ae para verificar la sensibilidad del procedimiento de tincién). Las proteinas de referencia
Horseradish peroxidase (HRP), conocida por su digestion rapida, y ovalbumina (OVA), conocida
por su digestion lenta, fueron evaluadas en paralelo.

Las proteinas de referencia HRP y OVA fueron digeridas de manera rapida y lenta
respectivamente, confirmando la validez de este estudio. La proteina Cry2Ae fue degradada muy
rapidamente en SGF humano, i.e. mas del 90% de la proteina fue degradada durante los dos

primeros minutos de incubacion, en presencia de pepsinay a pH 1.2

La estabilidad de la proteina Cry2Ae fue analizada en SIF con pancreatina a pH 7.5 y tiempos de
incubacioén entre 0.5 y 60 minutos (Rouquié, 2008b (Anexo 22)). Una solucién conteniendo Cry2Ae
fue incubada con SIF, una solucién de pancreatina porcina a pH 7.5, aproximadamente a 37°C.
Las muestras fueron analizadas en busca de fragmentos estables de proteinas o la proteina
Cry2Ae intacta a tiempos de incubacion 0, 0.5, 2, 5, 10, 20, 30 y 60 minutos usando SDS-PAGE
seguido de un western blot. Para la deteccion de la proteina Cry2Ae se utilizé6 un anticuerpo
policlonal dirigido contra Cry2Ae. Los controles apropiados incluyeron Cry2Ae en un buffer sin
pancreatina, SIF sin la proteina Cry2Ae, y las condiciones de loading del 10% (para verificar la

sensibilidad del procedimiento de deteccion).
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Durante todos los tiempos de incubacion, se divisé la banda correspondiente a la proteina Cry2Ae,

pero a una intensidad menor que el control sin pancreatina.

Estos resultados indican que la proteina Cry2Ae es degradada parcialmente, i.e. menos del 90%
de la proteina desaparece en 60 minutos de incubacion en SIF, en presencia de pancreatina y a
pH 7.5.

Una bateria de pruebas disefiadas para evaluar la proteina PAT en cuanto a caracteristicas
asociadas con alergenicidad y toxicidad no reporté problema alguno (Hérouet, 2004 (Anexo 23);
Hérouet et al.,, 2005 (Anexo 24)). La proteina PAT no comparte una secuencia homologa con
alergenos conocidos ni toxinas y ademas no es estable en ambientes digestivos. Para completar la
evaluacién de toxicidad, se expuso a ratones a la proteina PAT via intravenosa a una dosis de
10mg/Kg. peso corporal. Existe una considerable experiencia en la literatura cientifica donde se ha
usado inyecciones via intravenosa para evaluar la presencia de toxinas de alimentos o de
bacterias. Ademas, cuando se compara con la ruta de exposicion oral, solo se requiere una
cantidad muy pequefia para demostrar una respuesta letal 0 no. Esta aproximacion provee una
exposicion directa a la proteina PAT, que estara intacta dado que por esta via se evita la
degradacion en el tracto digestivo. Por lo anterior, esta prueba es considerada la evaluacion del
peor caso comparada con otras rutas de exposicién. Dado que la exposicion por la ruta intravenosa
de 10 mg/Kg. peso corporal no afect6 el peso de los ratones ni manifestd algun signo de toxicidad,
puede concluirse que existe una razonable certeza de la inexistencia de riesgo resultado de la

inclusiéon de la proteina PAT en alimento humano o animal.

Resultados en los laboratorios de Bayer usando métodos recomendados por el “International Life
Science Institute” (ILSI) han confirmado la rapida degradacion de la proteina PAT (dentro de los 30
segundos) en fluidos gastricos simulados (pH 2). También, resultados obtenidos con un método
similar y usando un Western blot, bajo condiciones de GLP, mostré una degradacion rapida de la
proteina PAT (solo segundos) en fluidos intestinales simulados (pH 7.5), en presencia de

pancreatina.

Estos estudios de digestion in vitro demuestran que la proteina PAT codificada por el gen bar
posee una estabilidad estructural y funcional muy estrecha bajo condiciones intestinales y gastricas

simuladas. Estos resultados confirman la inocuidad de la proteina PAT para consumo humano o
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animal debido a que la rapida degradacion de la proteina PAT minimiza grandemente la
probabilidad de que esta proteina pueda sobrevivir en el tracto digestivo y sea por ello

potencialmente absorbida facilitando una reaccién téxica o alergénica.

Ademas, estudios de puenteo (“bridging”), demostraron la equivalencia estructural y funcional de la
proteina PAT (codificada por el gen bar) tal como se expresa en el algodén LL25® y la proteina
PAT (codificada por el gen bar) tal como es producida en E. coli, ademas busquedas de homologia

(secuencia y epitopo) indicaron una homologia significativa con otras acetiltransferasas.

Mas aun, un analisis del contenido de proteina PAT en los productos procesados derivados del
algodoén LL25® muestra que la cantidad de proteina PAT en productos de semilla decrece durante
el procesamiento (Oberdorfer, 2003 (Anexo 25)); ver tabla inferior de este punto). Esto indica que
la proteina PAT es degradada durante el proceso de extraccidon de aceite (altas temperaturas y

disolvente). No se detecta proteina PAT en aceite crudo o refinado derivado de algodén LL25®.

Tabla 9. Cantidades de proteina PAT en subproductos procesados del algodén Evento
LLCotton25® por ELISA y expresado como porcentaje de Proteina Cruda

Subproducto PAT Proteina crL_Jda Proteina PAT c9mo
(ug/g muestra) en la Matriz % (w/w) Proteina

(% w/w) cruda

Semillas de algodén sin 114 +10¢ 243+1 0,047

borra

Cascaras de semillas de 11,0+ 2,1 59,8 £0,1 0,018

algodon

Harina de semilla de 0,03 +0,01 452 + 35 7x106

algodon

Harina de semilla tostada 0,02 £ 0,00 450 + 16 5x10°6

de algodon I

En el evento GlyTol®

En lo que respecta a la proteina EPSPS, ésta se encuentra de manera natural y se expresa
ampliamente en cultivos fuente de alimentos (como la soya, el tomate y el maiz). No se han
asociado efectos adversos relacionados a la salud en esta proteina. Dado que la proteina
2mEPSPS se deriva del maiz y solo tiene una sustituciéon de dos aminoacidos, se espera que el

perfil de seguridad de la proteina modificada permanezca sin cambios respecto a proteina natural.
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Andlisis comparativo de la proteina 2mEPSPS producida en E. coli y su contraparte extraida del
algodén GlyTol® muestra equivalencia estructural y funcional entre ambas. Por consiguiente, la
informacién de seguridad obtenida para la proteina producida en E. coli puede ser usada como
apoyo para sustentar la seguridad de la proteina 2mEPSPS en el algod6n GlyTol®. Adicionalmente,
la proteina 2mEPSPS es altamente homdéloga y comparte peso molecular y funciones similares con
otras proteinas siquimato sintasas, las cuales no han presentado caracteristicas téxicas o
alergénicas a través de muchos afios de consumo. Su identidad con la enzima natural EPSPS es

mayor al 99.5%.

Las proteinas EPSPS juegan un papel muy conocido y especifico en las plantas. Las propiedades
bioquimicas de la enzima 2mEPSPS han sido bien caracterizadas en comparacion con la proteina
natural EPSPS. Excepto por la insensibilidad al glifosato, el cambio en los dos aminoé&cidos resulta
en propiedades bioquimicas comparables. Los efectos metabdlicos de la actividad de la 2mEPSPS
en las plantas son comparables a los de las proteinas enddégenas EPSPS, excepto por la
insensibilidad al glifosato.

La secuencia de amino4cidos de la proteina 2mEPSPS no muestra similitud a otros alérgenos
conocidos, lo cual lo demuestran busquedas de homologia cuando se usa toda la secuencia y el
epitopo. Como es esperado, la proteina 2mEPSPS posee una similitud estructural alta solamente
con la proteina no-alergénica natural EPSPS del maiz y otras enzimas EPSPS no-alergénicas.
Comparte el mismo sitio potencial de glicosilacion-N con la enzima EPSPS natural del maiz y
ambas proteinas son localizadas en el mismo compartamento celular (plastido). Por lo tanto, es
muy poco probable que glicosilacién post-traduccional ocurra en la proteina 2mEPSPS, lo cual

conduciria a caracteristicas alergénicas diferentes de la enzima natural.

Otro aspecto importante de la proteina 2mEPSPS es que se degrada rapidamente y
completamente en simulaciones de fluidos gastricos e intestinales humanos. Esto minimiza la
probabilidad de que ésta proteina pudiera sobrevivir y ser absorbida en el tracto digestivo humano.
En adicién, no hubo mortalidad, signos clinicos, o efectos relacionados al tratamiento en ratones
OF1 después de una administracion oral aguda, via tubo o jeringa, de la proteina 2mEPSPS a una
concentracion de 2, 000 mg de proteina por Kg. de peso corporal (Hérouet-Guicheney et al., 2009
(Anexo 26)).

BAYER DE MEXICO, S.A. DE C.V. Péagina 47 de 111



B
BAQER Solicitud de permiso para la liberacion al ambiente de algodon GlyTol® TwinLink™ en
E etapa experimental en la regién agricola Tamaulipas, ciclo P-V 2016.

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

En el evento TwinLink™

Las secuencias nucleotidos de los promotores y terminadores del evento T304-40 se muestran en
Moens y De Pestel, 2008 (Anexo 3). Asimismo, las secuencias reguladoras presentes en el evento
GHB119 se muestran en Verhaeghe y Habex, 2008 (Anexo 4). INFORMACION CONFIDENCIAL

La expresion del gen crylAb en el evento T-304-40 esta regulada por el promotor Ps7s7 del virus
del mosaico del trébol, la secuencia lider 571 y el terminador 3’'me1 de Flaveria hidentis. La
expresion del gen bar, utilizado como marcador de seleccion, estd controlada por el promotor
P35S3 vy el terminador 3’nos.

Por su parte en el evento GHB119 la expresion del gen cry2Ae esté dirigida por el promotor
P35S2, la secuencia lider del gen 5'cab22L de la petunia, el péptido de transito TPssuAt de
Arabidopsis y el terminador 3'35S. La expresion del gen bar, utilizado como marcador de seleccion,

esta controlada por el promotor Pcsvmv XYZ y el terminador 3'nos.

Ninguna de las secuencias reguladoras pertenece a la especie receptora. Los datos obtenidos a
partir de los estudios de Southern blot realizados con el evento de transformaciéon T304-40
demuestran que se integré una copia casi completa del ADN-T dentro del genoma de la planta,
flanqueada por una copia incompleta invertida del casete del gen crylAb y un terminador 3'me1
adicional. Para el evento GHB119, experimentos de hibridacién por Southern Blot demostraron que
solamente una copia del ADN-T fue integrada en el genoma de Gossypium hirsutum y que el ADN
transferido a la planta mantiene la misma configuracion original disefiada en el vector de

transformacion (Se detalla también en la seccion 1.h).
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En el evento GlyTol®
Las secuencias reguladoras de la expresién del gen 2mepsps se describen en Habex y Lecleir,

2006 (Anexo 5) y Habex, 2007 (Anexo 7). INFORMACION CONFIDENCIAL

Ninguna de las secuencias reguladoras pertenece a la especie receptora y el andlisis Southern Blot
y de PCR demuestran que sélo se integrd una copia del casete de expresion (Se detalla también

en la seccion L.h).

g) Patogenicidad o virulencia de los organismos receptores y donadores.

De los organismos donadores:

El algodén GLT es producto del cruzamiento convencional de los eventos individuales TwinLink™ y
GlyTol®. El evento combinado TwinLink™ a su vez fue producido por medio del cruzamiento
convencional de los eventos T304-40 y GHB619. Por consiguiente, el algodén GLT porta los genes

crylAb, cry2Ae y bar contenidos en el evento TwinLink™ y el gen 2mepsps del evento GlyTol®.

Enseguida se describe la historia de uso seguro de los organismos donadores de los genes

principales.

Para los genes crylAb vy Cry2Ae

Bacillus thuringiensis es una bacteria que se encuentra mundialmente distribuida y que habita de
manera natural en el suelo, granos, superficie de las hojas y agua. No solo se encuentra en varios
ambientes naturales, sino también en muchos animales, incluyendo animales silvestres (por
ejemplo ratébn de campo, venados, roedores y mamiferos insectivoros) y probablemente en el
hombre, asi como también en los alimentos (por ejemplo pasta, pan y alimentos procesados que
contienen harina) (OECD, 2007) (Anexo 27).

Ha sido utilizada comercialmente durante casi 40 afios para el control de insectos con las ventajas
de no afectar al ambiente y tener una elevada especificidad. Las cepas de Bt son generalmente
clasificadas como bacterias no patogénicas en muchas clasificaciones nacionales de

microorganismos. Ha sido raramente clasificado como un patégeno oportunista.

BAYER DE MEXICO, S.A. DE C.V. Péagina 49 de 111



Solicitud de permiso para la liberacion al ambiente de algodon GlyTol® TwinLink™ en

A
BAYER i > ! . .
E etapa experimental en la regidn agricola Tamaulipas, ciclo P-V 2016.

Para el gen bar

Streptomyces hygroscopicus, es una bacteria saprofitica, segura y comdn del suelo sin ninguna

evidencia de efectos patogénicos, téxicos o alergénicos para humanos y animales.

Los donadores de las secuencias promotora y terminadora el Virus del Mosaico de la Coliflor
(CAMV) y Agrobacterium tumefaciens, respectivamente, son causante de enfermedades en las
plantas; sin embargo, los genes que les confieren la virulencia han sido eliminados, por lo que el

manejo de estos organismos no constituye algun riesgo.

Para el gen 2mepsps

El organismo donador, el maiz (Zea mays), es una planta cultivada, inocua, que se usa
ampliamente como fuente de alimentacién. Posee un efecto patogénico, téxico o alergénico muy

reducido para los seres humanos y los animales.

Del organismo receptor:

El algodén se cultiva ampliamente y tiene una historia de uso seguro. El algodén no es
considerado dafino ni patogénico para humanos, sin embargo la planta produce gosipol y acidos

grasos ciclopropenoides (CPFA, cyclopropenoid fatty acids), los cuales son toxicos naturales.

El gosipol es una sustancia terpenoide encontrada naturalmente en muchas especies de
Gossypium incluyendo al algodén y se encuentra localizada en glandulas a lo largo de toda la
planta, incluyendo la semilla (Abou-Donia, 1989). Los aldehidos de terpenoides en las glandulas
de pigmento son una fuente importante de resistencia a herbivoros e insectos. Los niveles de
gosipol encontrados en alimentos humanos y animales fabricados a partir de semilla de algodén
deben ser minimizados ya que pueden causar problemas toxicolégicos como disminucion del
apetito, pérdida de peso corporal y disnea (Berardi y Goldblatt, 1980 (Anexo 28)). EIl gosipol se
encuentra en estado libre en la semilla entera y se une a la lisina u otro componente durante su
procesamiento en alimento. Se considera que el gosipol unido de esta manera no esté disponible

para los animales.
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Los acidos grasos ciclopropenoides (0.1 - 1.3% del aceite de semilla de algoddn), esterculico (C-
19) y acido malvélico (C-18), son 4cidos grasos unicos comunes en algodoén. Los niveles de acidos
grasos ciclopropenoides deben ser también minimizados debido a sus efectos indeseables, los
cuales dan como resultado alimentos inseguros (Cherry y Leffler, 1984 (Anexo 29); Phelps et al.,
1965 (Anexo 30)).

Los efectos adversos potenciales del acido fitico sobre la salud de humanos y animales incluyen
propiedades anti-calcificantes raquitogénicas, disminucién en la ganancia de peso y menor
alimentacién, disminucién en la absorcion de minerales y deficiencias de minerales (Maga, 1982;
Bruce y Callow, 1934). El acido fitico también tiene un efecto negativo sobre la bio-disponibilidad
de proteinas y la actividad enzimatica al interferir con los grupos polares laterales de proteinas,
causando por lo tanto la formacion de proteinas nutricionales complejas o cambios en la

conformacioén molecular de enzimas (Fretzdorff, 1992).

Estos &cidos son desactivados o removidos en gran medida del aceite por hidrogenacién o durante
la desodorizacion a 230-235°C.

r) Genes de seleccion utilizados durante el desarrollo del OGM vy el fenotipo que
confiere estos genes de seleccion, incluyendo el mecanismo de accion de estos

genes

El gen bar se utiliz6 como marcador de seleccién para la generacion de los eventos T304-40 y
GHB119, componentes centrales del algodén TwinLink™. Este gen permite la selecciéon de las
plantas por la tolerancia que les confiere a la aplicacién del herbicida Glufosinato de Amonio. El
gen bar codifica a la enzima PAT, la cual cataliza la conversion de L-fosfinotricina, el ingrediente

activo en el Glufosinato de Amonio, a su forma inactiva, confiriendo asi resistencia al herbicida.

El glufosinato de amonio se define como un herbicida de contacto no selectivo. Después de la
aplicacion, el ingrediente activo fosfinotricin actla a través de la hoja. No ha sido detectada accién
en las raices de las plantas después de la emergencia y no causa dafio a plantulas antes de la
emergencia. Rapidamente después de ser absorbido, el herbicida interviene en el metabolismo del
amonio de las plantas tratadas. El transporte sistémico de las hojas tratadas a otras partes de la
planta no esta limitado (Wild and Manderscheid, 1984 (Anexo 31); Manderscheid and Wild, 1986
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(Anexo 32); Wild et al., 1987 (Anexo 15); Bremmer et al., 1997 (Anexo 33); Wendler et al., 1990
(Anexo 16)).

El amoniaco es un importante eslabon entre los procesos catabdlico y anabdlico en el metabolismo
de la planta y es liberado y reasimilado en grandes cantidades en diferentes procesos. Sin
importar el origen, sin embargo, es esencial que el amonio sea convertido rapidamente a una
forma no toxica para el organismo (Wild and Manderscheid, 1984 (Anexo 31)). Esta reaccion de
desintoxicacion es guiada por la enzima glutamino sintetasa (GS). Bajo condiciones normales, el
amonio producido durante varios procesos metabolicos en la célula de la planta es principalmente
enlazado con acido glutdmico para formar glutamina. Este proceso es catalizado por la enzima
glutamino sintetasa (GS), una enzima clave del metabolismo del nitrégeno en plantas que puede
desintoxicar el amonio en una forma suficiente (Wedler et al., 1976; Miflin et al., 1977 (Anexo 13);
Keys et al., 1978 (Anexo 34); Wild and Manderscheid, 1984 (Anexo 31); Gebhardt et al., 1986; Wild
et al., 1987 (Anexo 15); De Block et al., 1987).

El glufosinato de amonio inhibe la actividad de la enzima GS, de la cual al menos dos isoenzimas
que difieren en su compartamentalizacion celular, pueden ocurrir en tejido verde de la hoja de
plantas superiores (Miflin et al., 1977 (Anexo 13); Wild and Manderscheid, 1984 (Anexo 31); Ridley
and McNally, 1985 (Anexo 35)). EIl herbicida activo, el compuesto PPT es un analogo del
glutamato (Wendler et al., 1990 (Anexo 16)) y es un inhibidor especifico de la enzima glutamino
sintetasa (Wild and Manderscheid, 1984 (Anexo 31)). Parece que ejerce su efecto como un
inhibidor competitivo de la glutamino sintetasa. Como resultado el metabolismo del amoniaco en la
planta se ve afectado inmediatamente después de la aplicacién del producto herbicida (Wild and
Manderscheid, 1984 (Anexo 31); Manderscheid and Wild, 1986 (Anexo 32); Lindsey et al., 1989) y
el amonio acumulado en el tejido vegetal (Wild et al., 1987 (Anexo 15)). Simultaneamente, la
fotosintesis es también severamente inhibida (Sauer et al., 1987 (Anexo 36); Wendler et al., 1990
(Anexo 16)).

En tanto que para la generacién del evento GlyTol® el gen 2mepsps se utiliz6 como marcador de
seleccidon. Este gen permite la seleccion de las plantas por la tolerancia que les confiere a la
aplicacion del herbicida glifosato. Este gen codifica a la proteina 2mEPSPS, la cual es insensible a
la accion del glifosato, de manera que las plantas que portan el gene son tolerantes a dicho

herbicida.
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El modo de accion del glifosato [N-(fosfonometilo) glicina], un aminoacido analogo sencillo,
consiste en la inhibicion selectiva de la EPSPS sintasa que es la sexta y penultima enzima de la
ruta del siquimato (Steinrticken and Amrhein, 1980). La reaccién catalizada por la EPSPS es la
transferencia reversible del fosfoenolpiruvato (PEP, por sus siglas en Inglés) al siguimato-3-fosfato
(S3P, por sus siglas en Inglés), conduciendo a la formacion del 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato
(EPSP, por sus siglas en Inglés). La union del sustrato a la enzima es secuencial, con el S3P
uniéndose primero, seguido por PEP (Boocock and Coggins, 1983). La reaccién catalizada por la
EPSPS procede por medio del rompimiento del puente C-O del PEP (Walsh et al.,, 1996). En
plantas cultivadas convencionalmente, la EPSPS es inhibida selectivamente por el glifosato,
produciendo su muerte debido a la interrupcion de la sintesis de aminoacidos aromaticos y
metabolitos secundarios (Steinriicken and Amrhein, 1980).

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

Los estudios de Southern Blot demuestran que el ADN proveniente de los eventos T304-40 y
GHB119 se mantiene intacto en el algodén TwinLink™ una vez que fueron cruzados por métodos
tradicionales. Los eventos progenitores muestran su estabilidad molecular por varias generaciones

(al menos seis), en varias regiones de cultivo y bajo diferentes condiciones ambientales.

Por lo anterior, no se espera que haya variaciones en el evento apilado GLT.

t) Referencia bibliografica sobre los datos presentados. 37
Algodén TwinLink™

Mertens and Moens, 2008 (Anexo 37) para el evento T304-40
Verhaeghe and Criel, 2008 (Anexo 38) para el evento GHB119

Evento GlyTol®
Habex, 2006 (Anexo 39).
Evento GLT

Currier, 2009 (Anexo 40).
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IIl. Identificacién de la zona o zonas donde se pretenda liberar el OGM:

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

La superficie solicitada y la cantidad de semilla a sembrar se describen a continuacion:

b) Ubicacién del poligono o poligonos donde se realizara la liberacion

En los tabla 10 y 11 se indican las coordenadas de los poligonos donde se efectuard la liberacién
del algodén GlyTol® TwinLink™ (Anexo 41).

Tabla 10. Vértices del poligono propuesto para la liberaciéon al ambiente de algodén GlyTol®
TwinLink™ en etapa experimental en el Norte del estado de Tamaulipas.

Poligono Norte de Tamaulipas

|0 | 26.00278 | -97.66805 | 6333027554 | 2876671.072 | 14 |
1 25.77341 -97.37064 663387.8876 2851601.142 14
2 25.55966 -97.55446 645211.0716 2827710.876 14
3 25.42995 -97.7534 625359.0467 2813142.529 14
4 25.0398 -98.12578 588191.0594 2769639.526 14
5 25.04615 -08.94885 505159.6025 2770058.851 14
6 25.50283 -98.33928 566400.0908 2820792.122 14
7 25.49593 -98.55895 544326.1973 2819936.637 14
8 26.23106 -98.57656 542293.8799 2901341.749 14
9 26.04489 -98.19504 580529.517 2880903.517 14
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Tabla 11. Vértices del poligono propuesto para la liberacién al ambiente de GlyTol® TwinLink™ en
etapa experimental en el Sur del estado de Tamaulipas.
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Poligono Sur de Tamaulipas

0 23.28916 -97.95692 606671.4554 2575914.197 14
1 22.89125 -97.77361 625789.5227 2532004.959 14
2 22.55768 -97.88394 614749.9577 2494985.181 14
3 22.24519 -97.81832 621769.4198 2460441.867 14
4 21.68185 -98.16706 586169.4442 2397844.299 14
5 21.93222 -08.84888 515606.1488 2425332.37 14
6 22.41509 -08.87124 513251.6981 2478778.437 14
7 22.43297 -99.11267 488405.7359 2480756.277 14
8 23.12597 -99.15291 484344.1159 2557472.912 14

En las Figuras 17 y 18 se pueden apreciar geograficamente los Poligonos propuestos para la
liberacion de algoddén GlyTol® TwinLink™ en etapa experimental en el estado de Tamaulipas en
ambas regiones, los cuales se encuentran también en la carpeta de Anexos y Referencias de los

dispositivos electronicos (Anexo 42).
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Figura 17. Poligono propuesto para la liberacion al ambiente de algodén GlyTol® TwinLink™ en
etapa experimental en el Norte del estado de Tamaulipas.
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Figura 18. Poligono propuesto para la liberacién al ambiente de algodén GlyTol® TwinLink™ en
etapa experimental en el Sur del estado de Tamaulipas.

¢) Descripcion de los poligonos donde se realizard la liberacion y de las zonas vecinas a

éstos segUn caracteristicas de diseminacion del OGM

Los poligonos donde se realizara la liberacion estan ubicados en la region agricola del norte y sur

del estado de Tamaulipas (Anexo 42).

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

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

De acuerdo a lo descrito por la CONABIO en 2011, no existen poblaciones silvestres cercanas al
poligono de liberacion del Norte del estado de Tamaulipas; se reporta una distancia del area de
liberacion al sitio de colecta del organismo receptor silvestre o parientes silvestres de 230 km. De
igual manera, el riesgo por flujo génico es bajo, debido a que el polen es pesado y pegajoso, por lo
gue no puede ser transportado a largas distancias. Para el caso del poligono Sur de Tamaulipas, el
sitio de colecta disponible mas cercano del organismo receptor silvestre se encuentra a 142 (Figura
3).
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2. Descripcién geogréfica.

Los poligonos donde se realizara la liberacion estan ubicados en las regiones algodoneras del
norte del estado de Tamaulipas: Reynosa, Rio Bravo, Valle Hermoso, Matamoros, Méndez, San
Fernando y Burgos; Sur de Tamaulipas: Gomez Farias, Xicoténcatl, Llera, Aldama, Gonzalez, El
Mante, Ocampo, Altamira, Casas, Antiguo Morelos, Tampico, Ciudad Madero; Veracruz: Panuco,
Pueblo Viejo, Tampico Alto, Ozuluama de Mascarefias, Temporal, El higo; San Luis Potosi: Ebano,

San Vicente Tancuayalab y Tamuin.
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Figura 19. Municipios comprendidos dentro del poligono de liberacion de algodon GLT del Norte y
Sur del estado de Tamaulipas.

o Areas Naturales Protegidas

La liberacion del algodén GlyTol® TwinLink™ se hara exclusivamente dentro de los poligonos
especificados en la solicitud, los cuales se encuentran a una distancia considerable de las Areas
Naturales Protegidas: Laguna Madre, Delta del Rio Bravo, Santuario Playa de Rancho Nuevo
y Reserva de la Biosfera Sierra del Abra Tanchipa; no obstante y con fundamento en lo
establecido en el Articulo 89 de la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente
Modificados y los articulos 48 y 49 de la Ley General de Equilibrio Ecolégico y Proteccion al
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am

Ambiente, Bayer de México, S.A. de C.V. se compromete a establecer los controles y cumplir con
las medidas de bioseguridad necesarias para que la liberacion del algodén genéticamente
modificado GlyTol® TwinLink™ no se realice en las zonas nucleo y a menos de un kilémetros de

las ANP’s anteriormente mencionadas.

. Laguna Madre

Figura 20. Areas Naturales Protegidas cercanas al poligono de liberacion del Norte y Sur del estado de
Tamaulipas.

En los mapas de los poligonos de liberacion propuestos para el Norte de Tamaulipas (Anexo 42a) y

Sur de Tamaulipas (Anexo 42b), se resaltan las Areas Naturales Protegidas cercanas.

o Sitios Ramsar

Dentro del poligono de liberacion del estado de Tamaulipas, no existen zonas de traslape con los
sitios Ramsar: Sitio Ramsar No. 1326 - Playa Tortuguera Rancho Nuevo y Sitio Ramsar No.
1362 - Area de Proteccion de Flora y Fauna Laguna Madre (Figura 21); que son los Unicos sitios

con estas caracteristicas cercanos al sitio de liberacion.
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Figura 21. Sitios Ramsar que se traslapan con el poligono del Norte y Sur del estado de Tamaulipas.

Tabla 12. Superficie de sitios Ramsar cercanos a los poligonos propuestos de liberacién.

Nombre del Area Modalidad de | Fechade Municipio (s) y Superficie de
Natural conservacion decreto Estados de traslape traslape (ha)
Playa Tortuguera Sitio Ramsar | 27-Nov-03 Villa de Aldama 30
Rancho Nuevo
Area de Proteccion de Matamoros, San
Flora y Fauna Laguna Sitio Ramsar | 02-Feb-04 Fernando, Soto la 307,894.156
Madre Marina
Total 307,924.156

3. Plano de ubicaciéon sefialando vias de comunicacion.

En la Carpeta de anexos y Referencias contenida en los dispositivos electrénicos que acompafian
esta solicitud (Anexo 42), se presentan los poligonos propuestos para la liberacién. En los mapas
principales de dicho anexo, se pueden observar en lineas rojas y naranjas que corresponden a las
principales carreteras federales y estatales. Adicionalmente en el mapa de carreteras y caminos de

la SCT de los estados de Chihuahua, Coahuila, Durango y Tamaulipas, se puede observar con

mayor detalle las principales vias de comunicacion en las areas de liberacion propuesta (Anexo

43).
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[ll. Estudio de los posibles riesgos que la liberacién de los OGM pudiera generar al medio
ambiente y a la diversidad biolégica

a) Estabilidad de la modificacion genética del OGM.

La estabilidad del inserto en los eventos GlyTol® y TwinLink™ fue demostrada por medio de
segregacion Mendeliana (como se discute en la seccion Lj), asi como también por medio de

analisis Southern blot.

La estabilidad del inserto fue demostrada en multiples generaciones en los eventos progenitores
del algodén TwinLink™ y del algodén GlyTol®, tal como se menciond en el inciso |.s.

Por lo tanto, no se espera cambios en la estabilidad de dichos transgenes en el evento combinado
GLT puesto que fue generado por medio del cruzamiento convencional de los eventos TwinLink™'y
GlyTol®.

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

diversos tejidos, asi como los resultados que lo demuestren.

En la seccion i se muestran los contenidos de las proteinas en varios tejidos de las plantas de
algodén que portan los eventos TwinLink™ y GlyTol®, respectivamente. En el siguiente tabla se

muestra la informacién para el algodén TwinLink™ y sus progenitores.
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Tabla 13. Contenido de las proteinas CrylAb, Cry2Ae y PAT en varios tejidos de los algodones
T304-40, GHB119 y TwinLink™. El contenido de las proteinas es expresado en pg/g
peso fresco

Proteina | Tejido ‘ T304-40 GHB119 TwinLink™
. 1.76 +
Hojas 0.69 N/A 240+151
CrylAb | Cuadros | 205% N/A 1.23+0.41
0.39+
| Grano 032 N/A 0.43+0.23 |
| Hojas N/A 4.98+059 | 41.3+22.0 ||
Cry2Ae | Cuadros N/A 14.9 £7.60 489+ 1.46
Grano N/A 0.12+0.17 0.23+0.21
Hojas 189 + 29 13.6+2.1 443 + 222
PAT Cuadros 108 + 39 93.4 + 48.3 95 + 23
Grano 0.67 £ 0.5 0.65 + 0.54 1.7+£0.8

Similarmente, el contenido de la proteina 2mEPSPS en varios tejidos del algodén GlyTol® se

muestra a continuacion:

Tabla 14. Niveles de la proteina 2mEPSPS en tejidos de la planta del algodén GlyTol®

Contenidos de la proteina 2mEPSPS (ug/g peso fresco) + SD [% PTE]
Matriz Etapa de Etapa de Etapa de Etapa de
crecimiento 1 crecimiento 2 crecimiento 3 crecimiento 4

Hoja | 11.16 +3.73[0.121] | 7.94 + 2.87 [0.090] | 6.52 + 7.20[0.385] | 0.45 + 0.22 [0.028]
Tallo ND 1.94 + 0.61 [0.062] ND 1.58 + 0.96 [0.039]
Raiz ND 0.99 # 1.00 [0.074] ND 4.04 +1.71[0.176]
Cuadros NA NA NA 5.35+0.25[0.175]
Apice ND ND ND 5.47 +0.22 [0.338]
Polen NA NA NA 0.16 + 0.00 [0.001]

* ND = No Determinado; NA = No Aplicable
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c) Caracteristicas del fenotipo del OGM.

El algodon GLT no se diferencia de su contraparte convencional, excepto por las caracteristicas de
resistencia a insectos lepidépteros y la tolerancia al efecto de los herbicidas Glufosinato de Amonio
y Glifosato conferidas por la introduccion de los genes crylAb, cry2Ae y bar en el evento
TwinLink™'y por el gen 2mepsps en el evento GlyTol®.

d) Identificacion de cualquier caracteristica fisica y fenotipica nueva relacionada con el
OGM que pueda tener efectos adversos sobre la diversidad biologica y el medio
ambiente receptor del OGM.

Con base en los resultados de la diversa gama de estudios que se han realizado sobre el algodén
GLT, no hay ninguna caracteristica fisica y fenotipica nueva relacionada con el algodén GLT que
genere efectos adversos sobre la diversidad biolégica ni en el medio ambiente.

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

cual incluya, ciclo biolégico y cambios en la morfologia basica

En la siguiente tabla se presenta un resumen de las caracteristicas fenotipicas del algodoén

TwinLink™ en comparacién con variedad receptora:
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Tabla 15. Habito de crecimiento y morfologia de la planta en varias regiones de los EE UU. Comportamiento
del algodon TwinLink™ y la variedad Coker, con aplicacion y sin la aplicacion del herbicida glufosinato de

amonio (GA)

Dias a la floracién

Habito de crecimiento y fenotipo

TwinLink™

51.81b

51.86b

TwinLink ™ %

% de bellotas abiertas

47.86b

59.86a

58.95b

Altura de la planta en cm.

101.69a

96.87b

96.59b

# total de nudos

17.89a

16.97b

16.95b

Proporcion altura:nudo

5.65a

5.63a

5.63a

# de bellotas en primera

posicion

4.40a

4.70a

4.61a

% retencion en primera

posicion

100.00b

167.11a

171.28a

# total de bellotas

9.51a

9.05a

8.89a

Uniformidad de la var

1.43a

1.43a

1.43a

Tipo de bellota

4.29a

4.29a

4.29a

Acame

1.14a

1.14a

1.14a

También se efectué un analisis fenotipico del algodén GlyTol® en 2004 y 2005. Los datos se muestran a

continuacion.

Tabla 16. Datos de habito de crecimiento y fenotipo del algodon GlyTol® en varias regiones en 2004

Parédmetro
agronémico

Habito de crecimiento y fenotipo, 2004

No asperjado (a)

1 x tasa (b)

3 x tasa (c)

Significancia

C312 | GHB614

C312

GHB614

C312

GHB614

LSD CVv

Dias a la floracién

56.429 | 56.464

56.286 | 56.714

55.81 56

1.656 4.77

Dias a la primera
bellota

107.25 | 105.31

105.56 | 105.81

106.63

104.31

4.14 4.25

% de bellotas
abiertas

46.938 50.5

52.688 | 53.063

53.5

51.813

1.078 | 23.17

Altura de la planta

42.086 | 39.546

41.581 | 41.542

42.005

41.362

3.14 12.31

# total de nudos

16.933 | 16.029

16.419 16.262

16.938 16.5

1.465 | 14.08

Proporcion
altura:nudo

2.455 2.494

2.54 2.538

2.548 2.533

0.3716 | 24.87

# de bellotas en
primera posicién

5.624 5.576

54 5.695

5.981 6.2

1.013 | 30.48

# total de bellotas

11.143 10.529

10.867 11.043

12.367 12.1

2.289 | 35.46

Uniformidad de la
variedad

N.V. N.V.

Morf. de la hoja

N.V. N.V.

Morfologia de la flor

N.V. N.V.

Morf. de la bellota

N.V. N.V.

Morf. de la planta

N.V. N.V.

a, b, y c son regimenes de tratamientos e indican en cudles tratamientos se encontraron diferencias significativas. b es glifosato
a una concentracion de 450 g de i.a./acre; c es tres veces la concentracion de glifosato descrita para b.
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Tablal7. Datos de habito de crecimiento y fenotipo del algodén GlyTol® en varias regiones en 2005

Habito de crecimiento y fenotipo, 2005

Parametro No asperjado (a) 1 x tasa (b) 3 x tasa (c) Significancia
agrondmico C312 | GHB614 | C312 | GHB614 | C312 | GHB614 LSD CVv
Dias a la floracion 59.667 | 60.292 59.5 61.042 58.58 60.333 1.08 3.08

bDéﬁztg'ap”mera 107 106.94 | 107.47 | 107.72 | 1075 | 108.06 | 7.639 | 15.34

% de bellotas 4319 | 46389 | 41.389 | 42.778 | 41.389 | 40.417 | 3.4746 | 21.69
abiertas

Altura de la planta 28.336 | 29.125 | 28.636 | 28.622 | 29.099 | 28.766 | 1.3995 | 10.35
# total de nudos 16.681 | 16.622 | 16.811 | 16.626 16.97 16.907 | 0.4856 | 7.11

1.957 1.967 1.936 1.919 1.953 1.917 0.0924 | 8.86

Proporcion
altura:nudo
# de bellotas en
primera posicion
# total de bellotas 8.2 8.526 8.626 8.044 8.433 7.867 1.03 25.65

4.804 5.015 4.889 4.815 4.789 4.704 0.5397 | 23.24

Uniformidad de la
variedad

Morf. de la hoja N.V. N.V.
Morfologia de la flor N.V. N.V.
Morf. de la bellota N.V. N.V.
Morf. de la planta N.V. N.V.

a, b, y ¢ son regimenes de tratamientos e indican en cudles tratamientos se encontraron diferencias significativas. b es glifosato
a una concentracion de 450 g de i.a./acre; c es tres veces la concentracion de glifosato descrita para b.

3.722 3.639 3.833 3.472 3.694 0.3845 | 24.95

De la misma manera, no se espera que el algodon GLT difiera fenotipicamente ni de sus

progenitores ni de su contraparte convencional.

f) Declaracidon sobre la existencia de efectos sobre la diversidad biolégica y al medio
ambiente que puedan derivar de la liberacion del OGM aclaracién sobre la existencia de
efectos sobre la diversidad biolégica y al medio ambiente que se puedan derivar de la
liberacion del OGM.

Con base en los resultados de la amplia gama de estudios realizados al algodon GLT y sus
predecesores, no se ha reportado ningun efecto sobre la diversidad biolégica y al medio ambiente
derivados de la liberacion al ambiente del mismo. El cultivo del algodon modificado con las
caracteristicas de resistencia a insectos y tolerancia a herbicidas tiene una historia larga de uso

seguro
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g) Descripcion de uno o méas métodos de identificacion, niveles de sensibilidad y
reproducibilidad.

El algodon GLT expresa las proteinas CrylAb, Cry2Ae, PAT y 2MEPSPS. Existen tiras reactivas
Envirologix (QuickStix® Strips) en muestras de hojas. La utilizacién de tiras reactivas permite, al
igual que en el caso de otros cultivos GM, identificar de forma rapida y confiable al algodén GlyTol®
TwinLink™, El método identifica en forma especifica las proteinas CrylA & Cry2Ae & 2mEPSPS &
PAT/BAR (Anexo 49).

v" EnviroLogix. QuickStix™ Combo Comb Kit for Multi-Trait Testing Cry1A/2Ae/2m/bar

Cotton Seed
v/ Catalog Number: AS 025 ST.

Este método esta disponible publicamente y puede ser consultado en la siguiente direccion:
http://www.envirologix.com/wp-content/uploads/2015/05/AS025-ST-MultiTrait-Quad-C1C2Ae2mLL-

051412.pdf

A nivel molecular se puede hacer una deteccion por medio de PCR, en la seccion de
caracterizacion molecular se proveen las referencias en las que se encuentran los primers

especificos para efectuar la reaccion.

Los Métodos de deteccion para los eventos GlyTol® (GHB614) (Anexo 44), T304-40 (Anexo 45) y

Liberty Link (GHB119) (Anexo 46) se incluyen en la Carpeta de Anexos y Referencias. INFORMACION
CONFIDENCIAL

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

El entrecruzamiento entre variedades comerciales de Gossypium hirsutum es bajo y ocurre
exclusivamente a través de insectos. De tal manera que la frecuencia de polinizaciéon cruzada
entre variedades de algodén depende de las poblaciones de insectos y su actividad migratoria al
momento de la polinizacion. Por lo anterior, la probabilidad de que ocurra entrecruzamiento entre

especies comerciales y silvestres de algodonero es muy baja.

i) Bibliografia reciente de referencia a los datos presentados.

Van Deynze et al., 2005 (Anexo 47).
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IV. Medidas y procedimientos de monitoreo de la actividad y de bioseguridad a llevar a cabo.

a) Medidas y procedimientos de monitoreo de la actividad:

1. Plan de monitoreo detallado.

Se efectuard un monitoreo comprensivo durante la liberacion y todo el ciclo de cultivo del algodon
GLT. Las actividades incluyen:

= Efectuar una localizacién georreferenciada de los lotes de los agricultores cooperantes que
siembren el algodon GLT con el propdésito de tener un control sobre los sitios de liberacion y
de esa manera evitar que se siembre en predios no autorizados. En este caso cabe la
posibilidad que la liberacion se efectie al interior de un campo experimental de una institucién

reconocida.

= Auditorias internas por parte de Bayer para vigilar el cumplimiento de las Medidas de
Bioseguridad y condicionantes.

= Realizar una capacitacion a todo el personal involucrado en el proceso de produccion con el
objeto de que toda persona relacionada con el cultivo conozca las posibles implicaciones,

riesgos y beneficios de uso y manejo del algodén GLT.

El plan de capacitacién incluye:

Grupo a capacitar Responsable de la capacitacion Fechade la
capacitacién

Personal de Asuntos Regulatorios

Investigadores y/o Representantes de Desarrollo 32y 42 semana de
responsables Comercial de Bayer CropScience Noviembre 2016
BioScience

Investigadores responsables y/o

Personal asistente Personal de Asuntos Regulatorios a. aa
32y 42 semana de

de los y/o Representantes de Desarrollo .
. . . X Noviembre 2016
investigadores Comercial de Bayer CropScience
BioScience
Personal de Asuntos Regulatorios
Técnicos locales y Reprgsentantes de Desa_rrollo 32y é_la semana de
Comercial de Bayer CropScience Noviembre 2016
BioScience,
Personal de Asuntos Regulatorios
Agricultores y Representantes de Desarrollo 32y 42 semana de
cooperantes Comercial de Bayer CropScience Noviembre 2016
BioScience,

BAYER DE MEXICO, S.A. DE C.V. Péagina 66 de 111



Solicitud de permiso para la liberacion al ambiente de algodon GlyTol® TwinLink™ en

A
BAYER i > ! . .
E etapa experimental en la regidn agricola Tamaulipas, ciclo P-V 2016.

= Proporcionar la asistencia técnica necesaria a los agricultores para un adecuado manejo del

cultivo por parte de un investigador o técnico reconocido de la zona.

En el Anexo 48 se presenta el material relativo al programa de capacitacion, enfocado a:
Bioseguridad de organismos genéticamente modificados, manejo de resistencia de insectos,
responsabilidades individuales de los involucrados en la liberacion, ecorregiones y Areas Naturales
Protegidas.

2. Estrategias de monitoreo posteriores a la liberacion del OGM.

El programa de monitoreo se realizard posterior a la cosecha en las zonas donde se siembre el
algodon genéticamente modificado, dirigiendo la basqueda a plantas de algodon voluntarias que
puedan expresar el evento GlyTol® TwinLink™ vy procediendo a su destruccion. Se

implementaran las siguientes medidas:

= Se debera llevar a cabo un monitoreo de voluntarias de todos los predios regulados con el fin
de prevenir la presencia en el medio ambiente de un material regulado. Las voluntarias

descubiertas deben ser destruidas y documentadas.

= En las zonas donde fueron sembradas las variedades con el evento GLT debera hacerse
monitoreos de voluntarias un ciclo agricola después del término del ensayo experimental de

algodon.

= Los monitoreos empezaran después del término del ensayo experimental de algodén, cuando
se observan plantas voluntarias éstas deberan ser destruidas antes de que floreen, por

medios de control quimico o de manera manual.
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3. Estrategias para la deteccién del OGM y su presencia posterior en la zona de la

liberacion y zonas vecinas, una vez concluida la liberacion

Se efectuard un monitoreo de plantas voluntarias como se describié anteriormente. Ademas, en el
siguiente ciclo de siembra del algodonero, en caso de ser necesario y donde llegara a existir
controversia respecto al origen del algodon que se esté sembrando en la zona de liberacion y

zonas vecinas, se utilizaran tiras reactivas para detectar el evento GLT en muestras de hojas.

El algodon GLT expresa las proteinas CrylAb, Cry2Ae, PAT y 2MEPSPS. Existen tiras reactivas
Envirologix (QuickStix® Strips) en muestras de hojas. La utilizacién de tiras reactivas permite, al
igual que en el caso de otros cultivos GM, identificar de forma rapida y confiable al algodén GlyTol®
TwinLink™. El método identifica en forma especifica las proteinas Cry1A & Cry2Ae & 2mEPSPS &
PAT/BAR (Anexo 49).

v" EnviroLogix. QuickStix™ Combo Comb Kit for Multi-Trait Testing Cry1A/2Ae/2m/bar
Cotton Seed
v/ Catalog Number: AS 025 ST.

Este método esta disponible publicamente y puede ser consultado en la siguiente direccion:
http://www.envirologix.com/wp-content/uploads/2015/05/AS025-ST-MultiTrait-Quad-C1C2Ae2mLL-

051412.pdf

A nivel molecular se puede hacer una deteccion por medio de PCR, en la seccién de
caracterizacibn molecular se proveen las referencias en las que se encuentran los primers

especificos para efectuar la reaccion.

Los Métodos de deteccién para los eventos GlyTol® (GHB614) (Anexo 44), T304-40 (Anexo 45) y

Liberty Link (GHB119) (Anexo 46) se incluyen en la Carpeta de Anexos y Referencias. INFORMACION
CONFIDENCIAL
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b) Medidas y procedimientos de bioseguridad.

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

Si ocurriese una liberacién accidental durante el transporte de la semilla, se procedera a la
limpieza de todos los materiales involucrados y al aviso de dicha situacion al personal de Bayer
de México S.A. de C.V. Asimismo, de acuerdo a lo establecido en el Articulo 59 del Reglamento

de la LBOGM, se notificara al correo libaccidentalogm.dgiaap@senasica.gob.mx, dentro de las

24 horas siguientes que se tenga conocimiento de la liberacién y se informara de manera oficial
en un maximo de 3 dias hébiles a la ventanilla de la Direccibn General de Inocuidad
Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera (DGIAAP).

Como se menciona en el plan de monitoreo, se mantendra un control de los predios por medio de
su ubicacién georreferenciada y de esta manera evitar que se siembre algodén GLT fuera de los
predios autorizados.

Debera efectuarse una revision y limpieza de la maquinaria e implementos utilizados durante la
siembra que pudieran contener semilla. ElI algodén es una planta que no se reproduce
vegetativamente cuando crece en el campo, de tal manera que la Unica forma de que el algodén

transgénico sobreviva es mediante la diseminacién por semilla.

El manejo en campo del algodén GLT serd siempre realizado por personal capacitado y
experimentado en el manejo de este tipo de material. El acceso a los lotes donde se sembrara el
algoddén GLT estara restringido solo a personal autorizado por la companiia para tal fin y personal

del investigador responsable.
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2. Medidas y procedimientos para disminuir el acceso de organismos vectores de
dispersion, o de personas que no se encuentres autorizadas para ingresar al area

de liberacién a dicha zona o zonas.

Las siguientes medidas seran implementadas:

Dado que no existen parientes silvestres 0 especies compatibles sexualmente con el algodén en
el &rea de actividad utilizadas por la companiia en esta regién, el inico algodén con el cual podria
cruzarse son otros cultivos comerciales. Para evitar la dispersion del algodén se han tomado las

siguientes medidas de bioseguridad:

v' Limpiar la maquinaria e implementos que pudieran contener semilla utilizados durante la
siembra del cultivo, después de efectuar los trabajos correspondientes. El algodén es una
planta que no se reproduce vegetativamente cuando crece en el campo, de tal manera que la
Unica forma de que el algodén transgénico sobreviva es mediante la diseminacién por

semilla.

v Realizar un programa de monitoreo de voluntarias en las areas donde se siembre el algodén
biotecnoldgico, dirigiendo la busqueda a plantas de algodén voluntarias que puedan expresar

el evento GLT y procediendo a su destruccién por medios quimicos o manuales.

v Si bien el polen de algodén es muy pesado y pegajoso y no es transportado por el viento, los
lotes de ensayo se ubican en areas que cuentan con barreras fisicas naturales provistas por
la vegetacion circundante. Estas barreras sirven de freno a cualquier movimiento poco

probable de bellotas abiertas causadas por el viento.

El acceso a los lotes donde se siembra material regulado estara restringido solo a personal
autorizado por la compafiia para tal fin y personal del agricultor cooperante. En el caso de que
personas no autorizadas ingresen a la zona de liberacién, el agricultor cooperante notificara el
hecho a Bayer de México S.A. de C.V., quien a su vez dara aviso a la ventanilla de la Direccién

General de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera (DGIAAP).
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3. Medidas para la erradicacién del OGM en zonas distintas a las permitidas.

Las medidas y procedimientos de bioseguridad estan disefiados para evitar cualquier
contingencia, de tal forma que existe un riesgo bajo de que cualquier evento de este tipo pueda
ocurrir, sin embargo, en caso de identificar, como resultado de un monitoreo aleatorio de las
zonas algodoneras, predios sembrados con algodén GLT, se procedera a la integracion de un
registro de quien o quienes hayan procedido fuera de la ley y se actuara de acuerdo a los
procedimientos legales que corresponden. El hecho se informard a la Direccion General de

Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera (DGIAAP).

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

La zona donde se pretende liberar el algodén GLT esta bien caracterizada. Existe el compromiso
de Bayer de México S.A. de C.V. de liberar el algodén GLT so6lo dentro del poligono de liberacion
propuesto en esta solicitud. Lo anterior se mantendra controlado con la ubicacion de las
coordenadas GPS del experimento. Por tratarse de un experimento confinado, se sembrard una
franja perimetral con algodén convencional alrededor de la superficie sembrada con el algodén
GM (Anexo A), como medida de contencién. Ademds, se informara de dicha liberacién a los
agricultores vecinos de los predios en los que se sembrara el algodén GLT. Lo anterior tendiente

a mantener claramente definidos los sitios de liberacion.

5. Medidas para la protecciéon de la salud humana y del ambiente, en caso de que

ocurriera un evento de liberacién no deseado.

No aplica. Los algodones que expresan las proteinas Bt tiene una historia larga de uso seguro y
un andlisis de riesgo ha demostrado que el algodén GlyTol® no posee algln riesgo para el
ambiente, ni para la flora o la fauna. El algodon GLT sélo se distingue de su contraparte
convencional por la resistencia que presenta al ataque de insectos lepidépteros y por la
tolerancia que tiene a los herbicidas glufosinato de amonio y glifosato, atributo conferido por la
expresion de las proteinas CrylAb, Cry2Ae, PAT y 2mEPSPS.
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Ademdas de que el evento genético combinado GLT: GlyTol® TwinLinkTM (GHB614 x T304-40 X
GHB119) cuenta con la formal autorizacion No. 123300913X0001 de fecha 14 de septiembre de
2012 (Anexo 50), expedida por la Secretaria de Salud a través de la Comisién Federal para la

Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS).

6. Métodos de limpieza o disposicion final de los residuos de la liberacién.

Las platas de algodon GLT seran destruidas en campo una vez realizadas la cosecha y las
evaluaciones correspondientes. Asi mismo, la semilla obtenida después del despepite sera

destruida evitando su liberacion al ambiente o su ingreso a la cadena de comercializacion

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

promovente.

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

El algoddn que porta genes de resistencia a insectos ha sido aprobado comercialmente en varios
paises y ha sido liberado de manera experimental en México bajo los nombres de Bollgard® y
Bollgard 1I®. Los progenitores que originaron al algodén TwinLink™ y el mismo algodén TwinLink™
han sido liberados en los Estados Unidos y ya se ha obtenido su desregulacion. El algodén
TwinLink™ también expresa la proteina PAT, componente central del algodén Liberty Link®,

tolerante al herbicida glufosinato de amonio, el cual ha sido aprobado y liberado en varios paises:

M En USA, the Animal and Plant Health Inspection Service (US Department of Agriculture)
aprobo6 la siembra comercial, y la Food and Drug Administration aprob6 para consumo
humano y animal en 2003, se anexan los documentos de aprobacién en la carpeta de
referencias (USDA notification and FDA notification (Anexo 50c y 50d)). También pueden

consultarse directamente en la pagina Web de dichas oficinas de gobierno de USA.

M En Korea se aprobé la liberacion comercial del algodén Liberty Link® y para consumo

humano en 2005
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M En Japo6n también ha sido aprobado para liberacién comercial y para consumo humano y
animal— the Japanese Ministries of Agriculture, Forestry and Fisheries 2006, y Health, Labour

and Welfare - a principios de 2006.

M En Australia, la liberacién comercial del algodén Liberty Link® fue aprobada en 2006 por “The

Office of the Gene Technology Regulator, Australia”.

M El algodén GlyTol® también ha sido liberado experimentalmente en los Estados Unidos de
América y ha sido desregulado recientemente (Se anexa copia de la notificacion del USDA en
la carpeta de referencias con el nombre de USDA notification_GlyTol (GHB614). (Anexo
50e)).

El pais de origen del algodén GlyTol® TwinLink™ (BCS-GH@@2-5 x BCS-GH@@4-7 x BCS-
GH@@5-8) es los Estados Unidos de América y cuenta con autorizacién para su comercializacion
bajo es estatus de no-regulado desde el 30 de abril de 2009 para el evento BCS-GH@Z@2-5, y del
23 de septiembre de 2011 para los eventos combinados (BCS-GH@WJ4-7 x BCS-GHJ@5-8).

Tabla 18. Estatus Regulatorio del algodén TwinLink™ en otros paises! (Anexo 50)

Pais Autoridad Estatus

Estados Unidos Evaluacion de riesgos terminada:
(Anexo 50d) Autorizado

Canada Evaluacion de riesgos terminada:
(Anexo 50f) Autorizado

Food and Drug Administration

Canadian Food Inspection Agency

En Estados Unidos las principales areas de liberacion de algodon biotecnoldgico estan ubicadas en
la denominada franja algodonera, la cual comprende cuatro grandes regiones: sureste, oeste
medio, suroeste y oeste. El ambiente a través de estas regiones es muy diverso, desde la costa
himeda del sureste hasta el desierto del suroeste y oeste (Zeng et al., 2014 Anexo 51), sin
embargo, debido a los requerimientos ambientales del algodon, una de las principales
caracteristicas de esta franja es que la temperatura media en verano es mayor de 25 °C y la
precipitacion media anual fluctia entre 500 y 1,270 mm, asimismo, en las regiones productores de
algodon mas importantes, los meses que coinciden con la etapa de madurez y cosecha son

relativamente secos lo que previene el dafio a la fibra. Las épocas de siembra y cosecha también

1 http://www.cera-gmc.org/?action=gm_crop database
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son diversas, con un periodo de siembra que comprende desde marzo a junio y un periodo de
cosecha entre agosto y diciembre (USDA-Economic Research Service

http://www.ers.usda.gov/topics/crops/cotton-wool/background.aspx).

Las variedades de algodon modificadas genéticamente que expresan diferentes caracteristicas de
resistencia a insectos y tolerancia a herbicidas, se siembran a lo largo de toda la franja algodonera
de Estados Unidos desde 1996. Actualmente, el algodon biotecnoldgico representa alrededor del

81% del total de la superficie destinada al cultivo del algoddn en ese pais (tabla 19).

Tabla 19. Superficie sembrada con algodén en Estados Unidos 2013 — 2014.

s Superficie total Superficie algod6n : Algodqn_

Regidn ; Y biotecnoldgico
(ha) biotecnoldgico (ha) (%)
Sureste (AL, GA, NC, SC, VA, FL) 1,073,631.0 958,573.3 89.3
Oeste medio (MS, LA, MO, AR, TN) 499,786.8 444,891.6 89.0
Suroeste (TX, OK, KS) 2,412,735.8 1,442,619.1 59.8
Oeste (CA, NM, AZ) 115,740.1 101,964.9 88.1
Total 4,101,893.6 2,948,048.9 81.5

Fuente: National Cotton Council of America
(http://www.cotton.org/econ/cropinfo/varieties/southwest.cfm)

Los principales tipos climaticos que atraviesan la franja algodonera son clima humedo subtropical
(Cfa), clima semiérido (BSKk) y clima desértico (BWh) (figura 22).
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Figura 22. Principales tipos climéticos de Estados Unidos.

b) Efectos de laliberacion sobre la floray la fauna.

El algodén GlyTol® TwinLink™ (BCS-GH@@2-5 x BCS-GHO@4-7 x BCS-GHO@5-8) tiene
Unicamente dos ventajas competitivas en relacion al algodén convencional, debido a su tolerancia
a las aplicaciones de los herbicidas glufosinato de amonio y glifosato y su capacidad de resistir el
ataque de insectos lepidopteros. De acuerdo con la regulacion vigente aplicable al Departamento
de Agricultura de Estados Unidos (USDA), los eventos se autorizan por separado, por esa razén
los documentos referenciado son para el evento GlyTol® (Petition for Determination of
Nonregulated Status for Glyphosate-Tolerant cotton: GlyTol® cotton Event GHB614; OECD Unique
Identifier BCS-GH@@2-5, Anexo 52) y para el evento TwinLink™ (Petition for Determination of
Nonregulated Status for Insect-Resistant and Glufosinate Ammonium-Tolerant cotton: TwinLink™
cotton (events T304-40 x GHB119); OECD Unique Identifier BCS-GH@Z@4-7 x BCS-GHJ?5-8,
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Anexo 53), de esta manera los resultados de los efectos sobre flora y fauna se presentan por

separado.

Tecnologia GlyTol® (BCS-GH@@2-5)

El potencial de cruzamiento se puede definir como la capacidad de escape de genes a parientes
silvestres de algoddn. Anteriormente, el USDA indica en el documento de evaluacion ambiental de
algodén Round Up Ready® que "la posibilidad de que la introgresion de genes a partir de lineas de
algoddn transgénico en plantas sexualmente compatibles silvestres o cultivadas es muy bajo"
(USDA 1995). En EE. UU. solo estan presentes dos especies de Gossypium silvestre: G. thurberi
Todaro se encuentra en la regiébn de montafia en Arizona a altitudes de 760 a 1,500 m y G.
tomentosum que se encuentra en Hawai. De estos grupos sélo G. tomentosum es capaz de
cruzarse con algodén convencional y que podria producir descendencia fértil. No existe ninguna
ventaja conferida por el evento GlyTol® que permita que esta cruza ocurra. Gossypium hirsutum es
considerado un cultivo de autopolinizacion. El polen de algodon es pesado y pegajoso por lo que la
polinizacion cruzada por el viento es poco probable. Sin embargo, puede ser polinizado por
insectos donde las abejas (Apis mellifera) y abejorros (Bombus spp.) son los polinizadores
primarios. EI movimiento del polen fue rastreado por medio de particulas fluorescentes. McGregor
(Anexo 54) logro encontrar en 45 a 60 m de distancia de la planta de origen, sélo el 1.6 por ciento
mostrd la presencia de las particulas fluorescentes. Otros grupos de investigacién han establecido
distancias mas pequefias para que pueda ocurrir polinizacién cruzada (Kareiva et al. 1994 Anexo
55; Sundstrom, 2001 Anexo 56; Van Deynze et al. 2005 Anexo 47).

El algoddn (G. hirsutum) no es considerado una maleza y no tiene parientes silvestres sexualmente
compatibles excepto quizas G. tomentosum en Hawai, el USDA ha determinado que "el algodén no
es considerado como maleza en USA" (USDA, 1995). Resultados anteriores de la USDA durante la
evaluacién ambiental de algoddn tolerante a herbicidas no muestran ningin cambio en el potencial
de convertirse en maleza. La mayor preocupacion es la de plantas voluntarias que podrian
convertirse en maleza en los afios siguientes. Las plantas voluntarias también estan limitadas por
la geografia en los que pueden existir ya que el algodén no sobrevive como una planta perenne,
por las temperaturas de congelacion durante el invierno. Las plantas voluntarias pueden ser

facilmente controladas por la rotacién de cultivos, la labranza y/o control manual post-emergencia.
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Por otro lado, un andlisis de la composicion de las plantas que contienen proteina 2mEPSPS indica
que no hay cambios significativos en el contenido de gosipol de las plantas o niveles de anti
nutrientes entre algodén GlyTol® evento GHB614 y la contraparte convencional. Esto indica que el
algoddén biotecnolégico no es mas toxico que su contraparte convencional. Asimismo, las
observaciones en campo indican que no han existido cambios en las poblaciones de aves,
polinizadores y otras especies de vida silvestre. El algodén tolerante a herbicidas ha hecho mas
viables préacticas de siembra como labranza de conservacion, lo que resulta en un "agro-
ecosistema" menos perturbado, debido a la reducciéon de labores de mantenimiento del cultivo. | Un
mejor desarrollo cultivo del algodén también contribuye a mejorar el habitat para los pajaros, los
insectos y otros animales que se desarrollan en el (Fawcett y Towery, 2004 Anexo 57). En
resumen, la adopcién de practicas de minima labranza o labranza de conservacion, contribuyen a
reducir la erosion del suelo, el consumo de combustible y otros insumos, y tiene un impacto

positivo directo en el bienestar de las especies que se encuentran en entornos agricolas.

Debido a que la proteina 2mEPSPS esta contenida dentro de la planta, el potencial para la
exposicion a la proteina se limita a la alimentacion directa del algodén GlyTol®. La exposicion del
suelo no es una preocupacion ya que la produccién de proteinas termina con la senescencia de la
planta, y es muy probable que hay ocurrido una degradacion significativa de las proteinas en el
momento en el material de algodén residual se incorpora en el suelo al final de la temporada.
Pruebas de toxicidad oral aguda de la proteina se describe en Rouquie (2006, Anexo 58), y la
proteina 2mEPSPS no se considera que sea toxico para mamiferos, aves o insectos. Ademas, la
exposicion a polen de algoddn que contiene la proteina 2mEPSPS no es una preocupacion para
los organismos no blanco, debido a la baja expresién de la proteina en el polen de algodén vy al
hecho de que no se observaron efectos en un estudio de toxicidad aguda en niveles muy altos de

la proteina (2,000 mg de proteina/kg de peso corporal).

En cuanto a la toxicidad del algodén GyTol® para las aves y mamiferos no se detectaron cambios
significativos en el contenido de gosipol y antinutrientes en los niveles generales de la planta, por
tal razén no se prevé que el evento de algodén GlyTol® GHB614 tiene un mayor grado de riesgo
gue el algodon convencional. Para los organismos polinizadores no se encontraron diferencias
significativas entre el algodén transgénico y el algodén no transgénico en la morfologia de la flor o
el tiempo para florecer. Ademas, la proteina 2mEPSPS se expresa a un nivel muy bajo en el polen

de algodoén y debido a que no se encontraron otros cambios en el patrén de floracién o la toxicidad
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de la planta, no se prevé que las especies polinizadoras, principalmente insectos, se verian

afectados por el algodén GlyTol®.

Los organismos foliares benéficos no se ven afectados ya que no se encontraron diferencias
significativas en el desarrollo o en la morfologia entre el transgénico y lineas de algoddn
convencional. La reduccién en la perturbacién del ecosistema en el campo algodonero en realidad

puede aumentar el suministro de habitat y alimento para los insectos benéficos.

Tecnologia TwinLink™ (BCS-GH@@4-7 x BCS-GHZ@5-8).

Los insectos son los organismos con mayor posibilidad de tener una exposicién significativa al
algoddn Twinlink™, ya sea por alimentacion directa sobre las plantas o polen, o al alimentarse de
otros insectos que se han alimentado de las plantas de algodén. Las proteinas Cry se han
estudiado ampliamente durante muchos afios en muchas especies de insectos. Datos adicionales
fueron generados por Bayer CropScience sobre los efectos de CrylAb, Cry2Ae en insectos blanco
y en especies representativas de los insectos que se encuentran en las plantas de algodén. No se
observaron efectos sobre insectos predadores Coleomegilla maculata (mariquita), o en la abeja de

la miel, que podria estar expuesta al polen de plantas con el evento TwinLink™.

También existe la posibilidad de exposicién a los organismos del suelo y a material vegetal. Esta
exposicion es muy limitada, ya que las proteinas Cry tienen una vida media muy corta en el suelo.
La vida media para ambas proteinas (CrylAb y Cry2Ae) se determiné en los suelos tipicos de las
regiones productoras de algoddn, dando como resultado que la vida media promedio fue de
aproximadamente tres dias para ambas proteinas. Ademas, ambas proteinas fueron probadas
contra los colémbolos, Folsomia candida, ya que juegan un papel importante en la descomposicién
de material vegetal en el suelo. Ninguna proteina tuvo un efecto significativo sobre esta especie a
concentraciones ambientales relevantes. Un estudio adicional utilizando hojas de algodén
TwinLink™ no mostré ninglin efecto significativo. Datos previamente generados indican que
CrylAb presenta un riesgo minimo para lombriz de tierra, y los datos de Cry2Ae generados por

Bayer CropScience confirman que también presenta un riesgo minimo para esta misma especie.
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La exposicién de aves y vida silvestre en los campos de algodon puede ocurrir, pero los estudios
indican que CrylAb o Cry2Ae no son intrinsecamente téxicos para aves o mamiferos. El riesgo de
exposicion para los organismos acuaticos es extremadamente bajo a través del polen que llegue a
los arroyos o rios, pero el polen de algodon es pesado y pegajoso y se ha reportado que no se
desplaza lejos de los campos de algodon. Ademas los niveles de expresion de las proteinas Cry en

el polen son muy bajos y cualquier exposicion a éste serd minima.

Con referencia a la tolerancia a los herbicidas que presenta el algodén TwinLink™, se ha generado
un cambio en las practicas agrondémicas que podria afectar el habitat para los organismos no
blanco. El algoddn tolerante a herbicidas ha hecho maés viables practicas de siembra como
labranza de conservacion, lo que resulta en un "agro-ecosistema" menos perturbado debido a la
reduccion de labores de mantenimiento del cultivo. Un mejor desarrollo cultivo del algodén también
contribuye a mejorar el habitat para los pajaros, los insectos y otros animales que se desarrollan en
el (Fawcett y Towery, 2004 Anexo 57). En resumen, la adopcién de practicas de minima labranza o
labranza de conservacion, contribuyen a reducir la erosion del suelo, el consumo de combustible y
otros insumos, y tiene un impacto positivo directo en el bienestar de las especies que se
encuentran en entornos agricolas. . Dado que las poblaciones de malezas se controlan en general
con dos aplicaciones herbicidas, el uso de cultivos tolerantes a los herbicidas contribuye a que por
lo menos, no se afiada una carga adicional sobre los organismos no blanco, por lo tanto, se puede

concluir que las proteinas TwinLink™ representan un riesgo minimo para la flora y fauna.

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)

Para este apartado la informacion estd contenida en los documentos que se someten al
departamento de agricultura de Estados Unidos (USDA), donde separados los eventos se
presenta: Petition for Determination of Nonregulated Status for Glyphosate-Tolerant cotton: GlyTol®
cotton Event GHB614; OECD Unique Identifier BCS-GH@@2-5 (Anexo 52) y Petition for
Determination of Nonregulated Status for Insect-Resistant and Glufosinate Ammonium-Tolerant
cotton: TwinLink™ cotton (events T304-40 x GHB119); OECD Unique Identifier BCS-GH@@4-7 x

BCS-GH@@5-8, (Anexo 53), donde se evalian los efectos de los eventos sobre cada uno de los
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posibles elementos expuestos, tanto a factores bidticos (organismos no blanco, fauna, como

alimento para ganado, etc.) como abidticos (suelo y mantos acuiferos).

La autoridad antes citada autorizdé la des-regulacién para ambos eventos, lo cual se puede
comprobar con la copia de autorizacion apostillada y traducida que se entrega en este documento
(Anexo 50b). No obstante, se anexan algunos estudios en donde se evallan el efecto de los

eventos que componen la tecnologia GlyTol® TwinLink™,

Dentro delos estudios de riesgo que se pueden analizar encontramos algunos investigadores que

estudiaron la posibilidad de flujo de polen entre las especies de algodon.

Van Deynze y Sundstrom (2005, Anexo 47) midieron el flujo de genes mediado por el polen (PGF)
en cuatro direcciones durante 2 afios, ademas, se tomaron muestras de los campos de variedades
convencionales a diferentes distancias de los campos sembrados con variedades modificadas para
evaluar el flujo de polen en condiciones de producciéon comercial. Los resultados fueron que el flujo
era independiente de la direccion de la fuente de polen y disminuyé exponencialmente con el
aumento de la distancia desde 7.65% a 0.3 m, a menos de 1% mas all4 de 9 m cuando habia una
alta actividad de los polinizadores. En ausencia de poblaciones de polinizadores (abeja, Apis
mellifera L.), El flujo fue inferior al 1% mas alla de 1 m. El flujo de polen en campos comerciales fue
consistente con los datos experimentales, con sélo 0.04% de flujo detectado en 1,625 m. Este
estudio confirma que el flujo de genes disminuye exponencialmente con la distancia en algodén
cultivado y es baja en ausencia de polinizadores, aunque se puede detectar ocurrencia esporadica
de flujo hasta 1,625 m.

Otros estudios evallan el efecto de las proteinas insecticidas sobre polinizadores, tal es el caso del
reportado por Duan et al. (Anexo 59), quien en el 2008 realizo un estudio en las abejas (Apis
mellifera L.) que son los polinizadores mas importantes de muchos cultivos agricolas en todo el
mundo y son una especie de prueba clave que se utilizan en la evaluacion de la seguridad de los
cultivos resistentes a los insectos genéticamente modificados. Existe la preocupacion de que la
siembra generalizada de estos cultivos transgénicos podria dafiar las poblaciones de abejas. Se
llevé a cabo un meta-analisis de 25 estudios que evaluaron de forma independiente los efectos
potenciales de las proteinas Cry de Bt en la supervivencia de la abeja (0 mortalidad). Encontrando

gue las proteinas Cry de Bt utilizadas en los cultivos modificados genéticamente comercializados
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para el control de plagas de lepidépteros y coledpteros muestran que no afectan negativamente a
la supervivencia de las larvas o de adultos en el laboratorio. Aunque las tensiones adicionales que
las abejas se enfrentan en el campo podria, en principio, modificar su susceptibilidad a las
proteinas Cry o dar lugar a efectos indirectos, estos hallazgos apoyan las evaluaciones de
seguridad que donde no se han detectado efectos negativos directos de los cultivos Bt para este

insecto polinizador vital.

El Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria del suelo que forma esporas durante la fase
estacionaria de su ciclo de crecimiento. Las esporas contienen cristales, que comprende
predominantemente uno o mas proteinas Cry o Cyt (también conocidos como d-endotoxinas) que
tienen actividad insecticida potente y especifico. Las diferentes cepas de Bt producen diferentes
tipos de toxinas, cada uno de los cuales afecta a un grupo taxondmico estrecho de insectos. Por lo
tanto, las toxinas de Bt se han utilizado como pesticidas topicos para proteger los cultivos, y, mas
recientemente, las proteinas se han expresado en plantas transgénicas para conferir resistencia
inherente a algunas plagas. Los cultivos transgénicos Bt han sido abrumadoramente exitosos y
benéficos, lo que lleva a mayores rendimientos y reduccion en el uso de plaguicidas quimicos y
combustibles fosiles. Sin embargo, su despliegue ha atraido algunas criticas en particular con
respecto a la posible evolucién de cepas de insectos resistentes. Sanahuja et al. 2011 (Anexo 60)
examinan los progresos recientes en el desarrollo de la tecnologia Bt y las contramedidas que se

han introducido para prevenir la seleccién de poblaciones de insectos resistentes.

Adicionalmente se ha estudiado la posible alergenicidad y toxicidad de las proteinas PAT que
confieren tolerancia a herbicidas en los eventos GlyTol® TwinLink™,,, en base a una revision de la
literatura publicada y estudios experimentales y la evaluacion de la seguridad apoya la conclusion
de que los genes (pat y bar), asi como los microorganismos donantes (Streptomyces) son inocuos.
Las enzimas PAT son altamente especificas y no poseen las caracteristicas asociadas con las
toxinas de los alimentos o alérgenos, es decir, no tienen ninguna homologia de secuencia con
alérgenos o toxinas conocidas, no tienen sitios de N-glicosilacion y se degradan rapidamente en
acidos gastricos e intestinales, y no se encontraron efectos adversos en ratones después de la
administracién intravenosa de una dosis alta. En conclusion, existe una certeza razonable de que
las proteinas PAT que confieren tolerancia al herbicida glufosinato de amonio, no representa un
riesgo significativo en la alimentacion humana o en la alimentacion animal (Hérouet et al. 2004,
Anexo 24)
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La tolerancia al glifosato puede ser conferida por la disminucion de la capacidad del herbicida para
inhibir la enzima 5-enol pyruvylshikimate-3-fosfato sintasa, que es esencial para la biosintesis de
aminoacidos aromaticos en todas las plantas, hongos y bacterias. En el caso de la tecnologia
GlyTol® La tolerancia a glifosato se basa en la expresion de la proteina mutante doble 5-enol
pyruvylshikimate-3-fosfato sintasa (2mEPSPS). La proteina 2mEPSPS, con una menor afinidad de
union para el glifosato, es altamente resistente a la inhibicion por glifosato y por lo tanto permite la
actividad enzimatica suficiente para que las plantas crezcan en la presencia de herbicidas a base
de glifosato. En base a una revision de la literatura publicada y estudios experimentales, se
evaluaron los posibles problemas de seguridad relacionados con la proteina 2mEPSPS. La
evaluacion de seguridad determind que la proteina expresada es inocua. La enzima 2mEPSPS no
posee ninguna de las propiedades asociadas a toxinas o alérgenos conocidos, como la falta de
similitud con secuencia de aminoacidos de toxinas y alérgenos conocidos, una rapida degradacion
en los fluidos gastricos e intestinales simulados, y sin efectos adversos en ratones después de ser
expuestos por via intravenosa o via oral (a 10 o 2000 mg/kg de peso corporal, respectivamente).
En conclusion, existe una certeza razonable de ningun dafio resultante de la exposicion a la
proteina 2mEPSPS en la alimentacion humana o en la alimentacién animal Herouet-Guicheney et
al. 2009 (Anexo 26).

Rouquie (2006, Anexo 58) evalu6 el potencial de similitud de la secuencia aminoacidos de la
proteina doble mutante del maiz 5-enol pyruvylshikimate-3-fosfato sintasa (2mEPSPS) con toxinas
o alérgenos conocidos. La comparacion de la secuencia completa de aminoacidos de la proteina
2mEPSPS se llev6 a cabo mediante un estudio en general de homologias la secuencia
aminoacidos con todas las secuencias de proteinas presentes en las siguientes bases de datos de
referencia: Uniprot_Swissprot, Uniprot TrEMBL, PIR, NRL-3D, DAD y Genpept. El algoritmo
utilizado fue BLASTP 2.2.2 y la matriz de puntuacion usada fue BLOSUM®62. El criterio que indica
la posible toxicidad o alergenicidad era una identidad del 35% en una ventana de 80 aminoacidos
con una toxina o proteina alergénica. Los resultados de la busqueda general de homologia con la
proteina 2mEPSPS mostraron ninguna identidad con toxinas o alérgenos conocidos, sélo con otras
proteinas EPSPS, de diversos origenes que tienen un excelente historial de seguridad. En
conclusion, los resultados apoyan que es poco probable que el gen 2mepsps codifique proteinas

téxicas o alergénicas.
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Como se desprende del inciso anterior, ni el algodén TwinLink™ ni el algodén GlyTol® representan
riesgo alguno para el ambiente, ni para la flora o la fauna. Por lo tanto, los resultados de
liberaciones experimentales tanto en el pais de origen como en otros, muestran que algodon

TwinLink™ es igual que sus progenitores y por consiguiente seguro.

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

v Manejo de plagas

Entre las principales plagas lepidopteras del algodonero se encuentran el complejo bellotero
(Heliothis virescens Fabricius y Helicoverpa zea Boddie), el gusano rosado (Pectinophora
gossypiella Saunders), gusano soldado (Spodoptera exigua Hubner) y gusano cogollero
(Spodoptera frugiperda Smith). El control de estas plagas se ha basado tradicionalmente en el uso
de insecticidas quimicos de amplio espectro (Tabla 20), los cuales han tenido un impacto negativo
en el ambiente y el uso irracional de estos productos ha generado resistencia en las plagas a un
gran namero de insecticidas (Pacheco, 1994; Hake et al., 1996; Machain et al., 1988; Machain et
al., 1995).

Durante el periodo de evaluacion experimental de la tecnologia GlyTol® TwinLink™ en México, se
ha observado una reduccion consistente en la cantidad de insecticidas utilizados en la produccion
de algodon. La reduccion en el uso de insecticidas contribuye a conservar los combustibles que de
otra manera tendrian que consumirse para la transportacion y aplicacion de insecticidas. Las
materias primas y grandes cantidades de agua necesarias para manufacturar y aplicar insecticidas
también pueden ser conservadas. Recursos para transportacion y espacio previamente utilizado en
la aplicacién de insecticidas también es liberado para otros usos. La reduccion en el uso de
insecticidas en algodén GlyTol® TwinLink™ contribuye a reducir la posibilidad de contaminacién
del suelo, agua y aire y disminuye significativamente las grandes cantidades de envases de

plastico en el campo.

La tecnologia GlyTol® TwinLink™ y otras tecnologias de resistencia a insectos son totalmente
compatibles con los principios del manejo integrado de plagas (MIP), debido a que la tecnologia de

resistencia a insectos controla Unicamente algunas especies de lepiddpteros, por lo cual muchos
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insectos benéficos ademas de no ser afectados por la tecnologia son beneficiados por la reduccion

en el uso de plaguicidas en el cultivo.

Tabla 20. Productos, categoria toxicologica y grupo quimico de los principales insecticidas recomendados
para el control de insectos lepidopteros en algodonero (CICOPLAFEST, 1998; SAGAR, 2000; PLM, 2006)

Ingrediente Activo

Categoria Toxicoldgica Grupo Quimico

Acefate Ligeramente toxico Organofosforado
Azinfos metilico Altamente toxico Organofosforado
Betaciflutyn Ligeramente téxico Piretoride
Bifentrina Ligeramente toxico Piretroide
Carbaril Moderadamente téxico Carbamato
Cipermetrina Moderadamente toxico Piretroide
Clorfenapir Ligeramente téxico Pirrol
Clorpirifos etil Moderadamente téxico Organofosforado
Cyflutrin Ligeramente téxico Piretroide
Deltametrina Ligeramente toxico Piretroide
Endosulfan Altamente téxico Organoclorado
Fenpropatrin Altamente téxico Piretroide
Fenvalerato Ligeramente toxico Piretroide
Fluvalinato Moderadamente téxico Piretroide
Lambda cyalotrina Ligeramente téxico Piretroide
Malation Ligeramente téxico Organofosforado
Metidation Altamente téxico Organofosforado
Metomil Altamente téxico Carbamato
Monocrotofos Extremadamente téxico Organofosforado
Paratién metilico Extremadamente téxico Organofosforado
Permetrina Moderadamente téxico Piretroide
Profenofos Moderadamente toxico Organofosforado
Spinosad Ligeramente téxico Derivado de fermentacion
bacteriana (Naturalyte)
Thiodicarb Moderadamente téxico Carbamato
Triazofos Altamente téxico Organofosforado

El algodon GLT expresa las proteinas insecticidas CrylAb y Cry2Ae, las cuales actuan de
manera especifica sobre algunas especies de lepiddpteros que son plagas de importancia
econOmica en el cultivo del algodonero, tales como el complejo bellotero (Heliothis virescens
Fabricius y Helicoverpa zea Boddie), gusano rosado (Pectinophora gossypiella Saunders),

gusano soldado (Spodoptera exigua Hubner) y gusano cogollero (Spodoptera frugiperda Smith)
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La expresion de dos proteinas insecticidas que actdan en forma independiente en una misma
planta, se constituye en una nueva herramienta para retrasar de manera efectiva la aparicion de
resistencia a las toxinas de Bt en las poblaciones de insectos plaga. Adicionalmente y con la
finalidad de disminuir la posibilidad de resistencia se siembra una porcion de la superficie cultivada
con algoddén que no expresa proteinas de Bacillus thuringiensis que servird como area de refugio,
la cual sirve como una reserva natural de insectos susceptibles, permitiendo asi que la eficacia de

las proteinas insecticidas se mantenga por mucho tiempo.

v" Lanaturaleza de laresistencia en insectos.

La resistencia de insectos a proteinas insecticidas no es especifica de los cultivos Bt.

La aspersion de insecticidas formulados a base de Bt en una amplia variedad de cultivos, presenta
un riesgo equivalente o mayor de desarrollo de resistencia debido a las altas dosis y al uso

irracional de estos productos (Roush, 1994).

Los factores que contribuyen al desarrollo de resistencia en insectos a los cultivos que expresan
proteinas Bt, son los mismos factores que afectan el desarrollo de resistencia a los insecticidas
convencionales, tales como:
e La naturaleza, eficacia y modo de empleo del producto para cultivos Bt.
¢ Nivel de expresion (dosis requerida para controlar todos o la mayoria de los insectos
heterocigotos, de tal manera que la resistencia es un fenémeno funcionalmente recesivo).
e Superficie sembrada con cultivos Bt en un area determinada.
e Genética de la resistencia (frecuencia inicial de alelos de resistencia, grado de dominancia de
dichos alelos, costo fisioldgico de la resistencia).
e Comportamiento de los insectos (movimiento y reproduccion).
¢ El modo en el que los insectos se mueven entre los cultivo Bt y convencionales determina el
nivel de exposicion de los insectos a la toxina Bt, asi como la probabilidad de cruzamiento
entre insectos resistentes y susceptibles.
e Estudios realizados en maiz y algoddn indican que los insectos tienden a dispersarse en
grandes distancias (FIFRA SAP, 1998).
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Los estudios cientificos indican que los alelos para un alto nivel de resistencia a las proteinas Bt
son basicamente recesivos (Gould et al., 1997; Liu et al., 1999; Tabashnik, 1994; Tabashnik et al.,
2000).

Por lo tanto para que un insecto sea totalmente resistente a Bt, debe ser homocigoto para el alelo
de resistencia y se ha observado que la frecuencia de alelos de resistencia es relativamente baja

en las poblaciones de insectos (EPA, 2001).

v Estrategias pararetrasar el desarrollo de resistencia en insectos.
Para reducir la probabilidad de seleccién de resistencia en insectos se utilizan estrategias de
manejo integrado de plagas (MIP), basadas principalmente en la expresién adecuada de la
proteina insecticida para el control de la plaga y en la siembra de algodon que no expresa

proteinas de Bacillus thuringiensis como areas de “refugio” (Carriere et al., 2001).

El concepto de refugio considera que los alelos de resistencia se presentan a un nivel muy bajo (en
el orden de 1 en 1000 o menor). A este nivel, la gran cantidad de insectos susceptibles producidos
en el refugio pueden diluir cualquier eventual insecto resistente que se produzca en el algodon Bt
(Gould et al., 1997; Andow et al., 2000).

En los refugios se produciran insectos sin historial de seleccién por las toxinas CrylAb y Cry2Ae,
mismos que al dispersarse como adultos se cruzaran con insectos que eventualmente fueran

seleccionados como resistentes en el algodéon GLT.

La SAGARPA recomienda un refugio 80:20: Por cada 40 ha sembradas con algod6n Bt, el
productor se compromete a sembrar 10 ha con variedades de algodon que no expresa proteinas
de Bacillus thuringiensis, asperjadas con cualquier insecticida para el control de gusano bellotero y

rosado, excepto el uso de insecticidas bhioldgicos a base de Bacillus thuringiensis.

En su caso un refugio 96:4: Por cada 40 ha sembradas con algodén Bt el productor debera
sembrar 1.6 ha con variedades de algodon que no expresa proteinas de Bacillus thuringiensis, que
seran asperjadas con cualquier insecticida convencional, excepto biol6gicos a base de Bacillus
thuringiensis y los insecticidas usados especificamente para el control de complejo bellotero y

gusano rosado. Algunos ingredientes activos que no podran ser utilizados por el productor en esta
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opcion de refugio son acefate, Bt, clorpirifos etil, fenvalerato, metomil, monocrotofds, sulprofos,
thiodicarb, profenofos y piretroides sintéticos (cyflutrina, bifentrina, permetrina, cipermetrina,

deltametrina, lambda cyhalotrina, tralometrina y otros).

v' Estrategia de manejo de laresistencia en insectos (MRI) basada en la expresiéon de

dos proteinas insecticidas.

La estrategia utilizada para el MRI en cultivos que expresan proteinas de Bacillus thuringiensis (Bt)
combina una expresion 6ptima de la proteina insecticida en las plantas transgénicas con el
establecimiento en el cultivo de un porcentaje de plantas no transformadas que se constituyen en
‘refugio” para favorecer la presencia y multiplicacion de insectos susceptibles. La proteina
insecticida se expresa en las plantas transgénicas a un nivel suficiente para controlar los insectos
blanco susceptibles asi como los insectos blanco heterocigotos para el caracter de resistencia. El
racional de esta estrategia es que cualquier insecto resistente homocigoto que aparezca en la
poblacion y sobreviva a la proteina insecticida tenga oportunidad de cruzarse con la poblacién de
insectos susceptibles relativamente alta que se multiplica en el refugio, produciendo descendencia

de individuos susceptibles heterocigotos que pueden ser controlados por el cultivo transgénico.

Otra alternativa para mejorar el control de insectos por proteinas Bt al tiempo que retrasa la
aparicion de resistencia consiste en introducir una segunda toxina insecticida, ya sea para alternar
0 bien combinar con la proteina insecticida original. Si la segunda proteina insecticida posee un
mecanismo de accién suficientemente diferente al mecanismo de la primera, y ademas es por si
misma eficiente para controlar los insectos plaga, entonces los insectos deberan desarrollar dos

modos diferentes de resistencia para sobrevivir a ambas toxinas.

v' Manejo de la maleza

Uno de los mayores beneficios de las tecnologias de tolerancia a herbicidas, ha sido la adopcion
de sistemas de labranza reducida, es decir, menos pasos de labranza. Esta reduccién hace que el
suelo esté mas protegido, se erosione menos y conserve la humedad y la materia organica se
descomponga y se integre al suelo. El porcentaje de incremento de este sistema ha sido mas alto
en algodon que en ningun otro cultivo debido a la adopcion tan alta de tecnologias de tolerancia a

herbicidas, incrementos en el precio del diesel, mejores herbicidas que controlan el mayor espectro
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de malezas con mayor efectividad. Sin embargo, la principal razén de este incremento en practicas
de labranza reducida ha sido la disponibilidad de las tecnologias de tolerancia a herbicidas
(Sankula, 2006).

Los cambios que la biotecnologia agricola ha inducido por el volumen y toxicidad de los herbicidas
no son todavia bien conocidos, sin embargo, un estudio muy reciente concluye que los cultivos
tolerantes a herbicidas tienen el potencial de reducir la contaminacion y mitigar el impacto
ambiental de otros pesticidas en la produccién agricola (Hoyle, 1993; Conko, 2003; Margriet, 1998
y Brookes y Barfoot, 2005).

El herbicida Glufosinato de amonio en algodon tiene ventajas competitivas con relaciéon a otros
herbicidas como el glifosato, paraquat y diquat. Sin embargo, también compite con otros herbicidas
residuales que se usan en cultivos perennes y hortalizas. Glufosinato de amonio tiene muchas
ventajas competitivas sobre dichos herbicidas para el manejo de maleza. Esto es debido a sus

propiedades moleculares y a su modo de accidn particular. Las principales ventajas comprenden:

a. Su seguridad relativa para los cultivos en situaciones donde es dificil evitar el contacto o

deriva del producto con el cultivo: hortalizas, plantulas o en cultivos cubiertos por la maleza.
b. Puede usarse en plantaciones jévenes con hojas cercanas a la superficie del suelo.
c. Su seguridad con respecto a las plantas madre en plantaciones como el banano.
d. En vifiedos puede ser usado en ambientes con restricciones de manejo ecoldgico.

e. Puede ser usado en situaciones donde se requiere un manejo de la cubierta vegetal para

evitar la erosion.

En cuanto al comportamiento del herbicida en el ambiente, se sabe que en plantas después de la
aplicacion ocurre una rapida degradacion del ingrediente activo en el suelo. La absorcion de los
productos de degradacion por las plantas en suelos tratados es muy pobre. EI mayor metabolito
encontrado es el MPP (3-methylphosphinico-propionic acid). Se ha encontrado en estudios con

carbono 14 que estos productos de degradacion se incorporan al metabolismo de las plantas y
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producen compuestos naturales. En plantas tolerantes, la sustancia activa se desintoxica

rapidamente por acetilacion y formacion de N-acetyl-glufosinate (NAG).

En animales, varios estudios han demostrado que el glufosinato de amonio es pobremente
absorbido después de administracion oral. Es eliminado rapidamente principalmente en forma
parental. La mayoria es excretada en una cantidad de 90% o mas de la dosis administrada. El

metabolito principal encontrado en estos estudios es el MPP.

En el suelo, en presencia de microorganismos, el glufosinato de amonio es rapidamente degradado
a dos metabolitos principales, 3-methylphosphinico-propionic acid (MPP) and 2-
methylphosphinicoacetic acid (MPA). Estudios de laboratorio han demostrado que el glufosinato de
amonio se degrada rapidamente en el suelo a 20 °C bajo condiciones aerobias, con una
degradacion media de 2 a 8 dias. En el caso de los metabolitos MPP and MPA, la vida media es de
13 dias (rango 6 a 38) y 8 dias (rango 1 a 19 dias) respectivamente.

Basados en estos valores, ni el ingrediente activo ni los principales metabolitos pueden
considerarse como persistentes. En el agua, el metabolismo es el mismo que el que se presenta

en el suelo.

Para mayor informacién puede consultarse el capitulo correspondiente a “Behaviour in the

environment” en Technical information (2004).

De la misma manera, el glifosato (N-fosfonometil-glicina) muestra una toxicidad muy baja en
mamiferos y una baja persistencia en el suelo. Es altamente biodegradable, no tiene actividad
residual y presenta una toxicidad muy baja en los seres humanos y la fauna silvestre (Malik et al.,
1989).

Por otro lado, en Brookes, G. and P. Barfoot. (2006), se presenta una extensa revision de lo que ha
sucedido en diez afios de cultivos GM en el mundo. Dentro de las conclusiones més importantes

se destaca que para el caso de tolerancia a herbicidas:
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— Existe un incremento en la flexibilidad de manejo que viene de la combinacién de la facilidad
de uso de los herbicidas asociada con la ventana de aplicacién postemergente de herbicidas

de amplio espectro.

— Comparado con cultivos convencionales, donde la aplicacion postemergente resulta muy

complicada y riesgosa, en los cultivos tolerantes GM, esto no representa un problema.

— En general, el hacer mas eficiente el manejo de maleza resulta en menores costos de

produccion.

— Debido a la naturaleza de los herbicidas usados con los cultivos GM, se reduce la aplicacion
de herbicidas muy residuales que pueden afectar el establecimiento de cultivos en ciclos

subsecuentes.

Datos duros muestran que ha existido una reduccién neta del 15.3% en el impacto ambiental de las
areas de cultivo debidas al uso de cultivos GM desde 1996. El volumen total de ingrediente activo

aplicado a los cultivos se ha reducido en 7%;

La tabla siguiente resume de manera concisa los beneficios ambientales obtenidos por el uso de
los cultivos GM en el mundo. El caso del algoddn resulta evidente la baja adopcién de la tecnologia
(HT Cotton) en los paises en desarrollo, evitando tener los beneficios ambientales a los que ya

acceden los paises desarrollados (99% de reduccién en el impacto ambiental).

Tabla 21. Beneficios ambientales de los cultivos GM derivado del uso bajo de insecticidas y herbicidas en
2005: paises en vias de desarrollo versus paises desarrollados

%total de reduccion de impacto %total de reduccion de impacto
ambiental: paises desarrollados ambiental: paises en desarrollo

GM HT Soya 53 47

GM IR Maiz 92 8

GM HT Maiz 99 1

GM IR Algodén 15 85

GM HT Algodén 99 1

GM TH Canola 100 0

Total 46 54

Paises en desarrollo incluye todas los paises en Suramérica
*Brookes, G. and P. Barfoot. (2006)
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En Brookes, G. y P. Barfoot. (2006), se presenta una extensa revision de lo que ha sucedido con el

algoddn tolerante a herbicidas obtenido por medio de la biotecnologia moderna.

El algod6n genéticamente modificado con el evento LL25® (LibertyLink®) de tolerancia al herbicida
glufosinato de amonio y el algodén con el evento GlyTol® no presentan diferencias con respecto a
Su contraparte convencional en cuanto a su comportamiento agronémico, morfologia, desarrollo

fenoldgico, calidad de la semilla y calidad de fibra.

Las variedades de algodon con la tecnologia de tolerancia a glifosato (Roundup Ready) de
Monsanto han sido utilizadas ampliamente desde hace mas de 8 afios en México en todas las
regiones algodoneras. La tecnologia LibertyLink® (evento LL25®) de tolerancia a glufosinato de
amonio de Bayer por el contrario, aunque en Estados Unidos fue lanzada casi al mismo tiempo que
Roundup Ready, su utilizacion ha sido poca y reciente.

Bayer de México inici6 pruebas experimentales de LL25® con el INIFAP desde el afio 2003.
Durante el tiempo que esta tecnologia LibertyLink® (evento LL25® de Bayer) ha sido evaluada no
se ha observado algun efecto adverso al ambiente, ni alteracion o dafio en la diversidad biolégica;
asi como ningun efecto dafiino a la sanidad animal, vegetal y acuicola. Esto se ha observado
consistentemente en todas las regiones del mundo donde se ha sembrado y se siembra el algodén
LL25® de Bayer (ej. Estados Unidos, Australia).

En México se han efectuado liberaciones experimentales en las regiones algodoneras del Sur de
Tamaulipas, La Laguna, Chihuahua y Mexicali. Los resultados de los trabajos no mostraron efectos
fitotoxicos del glufosinato de amonio en las variedades tolerantes a este herbicida, las cuales
mostraron una fenologia y rendimiento similar a las variedades convencionales sin la aplicacion de
glufosinato. Las variedades convencionales fueron severamente dafiadas (>60%) por la aplicacion
de glufosinato a las dosis evaluadas. De manera general, los resultados de los trabajos
mencionados sobre el uso de las variedades tolerantes a glufosinato y el uso del herbicida en
México constituyen una buena alternativa para el control postemergente de maleza en algodonero
(Rosales, 2005).
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Las

tecnologias de tolerancia a herbicidas derivadas de la biotecnologia, han llevado al control de

malezas a una nueva era. Los beneficios de las tecnologias de tolerancia a herbicidas que se han

observado son:

4]

La facilidad y seguridad del cultivo para los agricultores del sistema comparado con otros
controles como el manual, mecanico y herbicidas selectivos o residuales (Sankula, 2006).

Los costos de produccion también han decrecido ya que los agricultores tienen que hacer
menos pasos de maquinaria en el cultivo, menos limpias manuales, y aplicacion de otros
herbicidas con menor espectro de control y eficacia (Sankula, 2006).

El cultivo del algoddn no se dafia, mientras que el convencional puede dafiarse con una mala
aplicacion de herbicidas selectivos o residuales, pasos de maquinaria y limpieza manual con
azadén también dafan las raices del cultivo.

No quedan malezas en la linea del cultivo como quedan con el control manual y mecanico.

Se pueden necesitar menos aplicaciones de herbicidas que con el algodén convencional
porque los herbicidas que se utilizan en los cultivos tolerantes a herbicidas son de amplio
espectro y pueden aplicarse a cualquier altura o etapa de desarrollo del cultivo, de tal forma
gue la aplicacion esta en funcion del problema, la maleza, por lo que son més efectivos.

El cultivo de algodén con la tecnologia de tolerancia a herbicidas hara que el cultivo esté
limpio, sin competencia con la maleza, durante todo el ciclo. Al competir menos con la
maleza, los cultivos pueden incrementar su potencial de rendimiento con relacién a su
contraparte convencional, aunque esto depende del buen manejo del agricultor.

La fibra tendra menos residuos de maleza y por lo tanto, menos castigos en el precio por

calidad.

Aunque ambas tecnologias, tanto la de Roundup Ready de Monsanto como la de LibertyLink® de

Bayer, son de tolerancia a herbicidas, los herbicidas a los que el cultivo de algoddn es tolerante

tienen modos de accién diferentes. Tanto glifosato como glufosinato son herbicidas post-

emergentes, no residuales, no selectivos, de aplicacion total al cultivo que tienen las respectivas

tecnologias. Sin embargo, hay grandes contrastes entre los dos sistemas de control de malezas. El

herbicida glufosinato de amonio presenta un espectro de control diferente al glifosato; es decir, su

efectividad es menor contra algunas especies de hoja angosta como el zacate Johnson (Sorghum

halepense, Fam. Poaceae), el Coquillo (Cyperus esculentus, Cyperus rotundus, Fam. Ciperaceae)

y bajo ciertas circunstancias contra el Quelite (Amaranthus retroflexus, Amaranthus hybridus, Fam.
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Amaranthacea). Por otro lado, Glufosinato de amonio presenta un amplio espectro de control
contra especies de hoja ancha que Glifosato, por ejemplo contra malezas como Correhuela
(Convolvulus arvensis, Fam. Convolvulacea), Malva (Malva parviflora, Fam. Malvacea), Cadillo
(Xanthium strumarium, Fam. Asteraceae) y Amargosa (Parthenium hysterophoru), Fam.

Asteraceae) entre otras.

El algodon GLT constituye una opcién tecnoldgica excelente para el agricultor puesto que combina
las tecnologias de control de plagas y tolerancia a dos herbicidas con modos de accion diferentes
con las ventajas que tiene la flexibilidad del uso de los herbicidas glufosinato de amonio y glifosato,

lo cual permitird un control méas efectivo de la maleza.

e) En caso de importacién, copia legalizada o apostillada de las autorizaciones o
documentacion oficial que acredite que el OGM esta permitido conforme a la legislacion

del pais de origen.

El algod6n TwinLink™ ha sido liberado de manera experimental en los Estados Unidos de América
y fue desregulado a finales del afio pasado; en la Carpeta de Anexos y Referencias se incluye la
Notificacién del estado No-regulado del mismo (TL-dereg-2011-26349), publicado el 12 de octubre
de 2011 en el Registro Federal (Federal Register). Por lo que respecta al algodén GlyTol®, USDA
ha determinado que ya no es un evento regulado (USDA notification GlyTol (GHB614) (Anexo
50c)).

En el anexo 50b se encuentra la copia apostillada de la autorizacion de la USDA asi como su copia

traducida por un perito autorizado en México.
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VI. Consideraciones sobre los riesgos de las alternativas tecnoldgicas con que se cuente
para contender con el problema para el cual se construy6 el OGM, en caso de que tales

alternativas existan.

Desde tiempos primitivos, el hombre ha combatido las malas hierbas de acuerdo a las
posibilidades tecnoldgicas. La limpieza del terreno, el deshierbe y la recoleccion constituian el
insumo mas importante de la produccién del cultivo, que a veces tomaba hasta el 75% de todo el
tiempo disponible; por esta razén, una familia no podia cultivar mas de 0.5 ha. de tierra (Frisbie y
El-Zik, 1989).

Tanto los métodos como su forma de implementacion han ido evolucionando al paso del tiempo
gracias a los avances que se han obtenido a través de instituciones publicas y de organizaciones
privadas, con lo cual en la actualidad se puede intentar resolver el problema desde varias vias que

incluyen desde métodos mecanizados hasta el uso de productos quimicos.

A. Control mecéanico. Este tipo de control utiliza la labranza como técnica de entierro y/o
siega de las malas hierbas. Los barbechos y rastreos previos a la siembra contribuyen eficazmente
en el control de la maleza presente en el terreno; después de la siembra es necesario realizar
laboreo de aporque después de cada uno de los primeros riegos de auxilio (hasta que la altura del
cultivo permita el paso de maquinaria), con lo cual se resolvera el problema presente en las calles,
sin embargo, queda el problema de la maleza que se desarrolla entre las plantas de algodonero
(Aldaba, 1992).

El laboreo es una practica de control razonablemente efectivo contra especies anuales, siempre y
cuando evite la floracion y produccion de semillas de las mismas; sin embargo, es relativamente

inefectivo contra especies perennes (Muzik, 1970).

En Kansas (NAS, 1980), 16 operaciones de labranza a intervalos de 12 dias después del brote
erradicaron Convolvulus arvensis. El requisito esencial para la erradicaciéon de C. arvensis es
programar la labranza en relacion con el agotamiento de las reservas alimenticias de sus raices
(NAS, 1980), y el laboreo deberd empezar no mas tarde que el inicio de brotacion de C. arvensis;

después del corte, las pérdidas de reservas a partir de las raices contindan por dos semanas,
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antes de que las hojas envien alimento hacia las raices, por lo cual el laboreo deber programarse
a intervalos entre 14 y 18 dias después del brote (Philips and Timmons 1954, citados por Muzik,
1970; NAS, 1980).

B. Control manual. Consiste en la utilizacién del azaddén para controlar la maleza que se
desarrolla entre las plantas de algodonero, y son necesarios de dos a tres deshierbes, realizando
cada uno después de los dos o tres primeros riegos de auxilio, suficientes para mantener el terreno

libre de malezas durante el periodo critico.

Sin embargo, al presentarse especies perennes su eficiencia es limitada. En un estudio conducido
durante seis afios en vid en el Valle del Yaqui, se reporté 75% de control de C. arvensis mediante

el uso exclusivo de desmalezado mensual con azadon durante los seis afios de estudio.

C. Control cultural. No siempre resulta practica su aplicacién; consiste en la implementacion
de una serie de practicas de tipo preventivo, dentro de las que se incluyen el lavado de maquinaria
utilizada en terrenos altamente infestados, el uso de mayas finas en las entradas de las acequias,
la quema de rastrojos fuera del area de cultivo, el control de malezas en areas aledafias no
cultivadas, la rotacion de cultivos, etc. La rotacion de cultivos permite las siguientes opciones:

e Los cultivos distintos permiten la rotacion de herbicidas con diferente modo de accién.

¢ El periodo de crecimiento de la maleza puede ser evitado o alterado.

e Cultivos con distintas fechas de siembra y diferente preparacién del suelo pueden permitir
variar las técnicas culturales para controlar un problema particular de malezas.

e Los cultivos también difieren en su competencia con las malas hierbas. Un cultivo
fuertemente competidor tendra méas probabilidades de restringir la produccion de semillas de
la flora arvense. (Comité de prevencion de resistencia a herbicidas (Guia para el manejo de
resistencia a herbicidas en:

http://www.plantprotection.org/hrac/Cindex.cfm?doc=spanish quia.html)

D. Control quimico. Consiste en la aplicacion de productos quimicos denominados
Herbicidas, los cuales deberan ser autorizados para su uso en cada cultivo por la Direccion

General de Sanidad Vegetal.
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Existen varias formas de clasificar los herbicidas, incluyendo como se usan, sus propiedades

quimicas y su modo de accion (FAO, 1996).

Su uso hasta cierto punto empirico y rutinario ha permitido buenos resultados aplicando
Unicamente la tecnologia proporcionada por la empresa manufacturera; sin embargo, las
respuestas son variables debido a caracteristicas regionales de clima, suelo y especies por

controlar, por lo cual es necesario conocer la absorcion, transporte y accion fisiolégica de ellos.

El sistema de control quimico solo controla las malas hierbas hasta el cierre del cultivo en la
mayoria de los casos, por lo tanto, las nuevas generaciones que se establecen en épocas
posteriores dificultan considerablemente la cosecha; a este respecto y por sus caracteristicas, la

correhuela perenne es de considerable importancia.

Para el control de C. arvensis, se ha encontrado que al aplicar 2,4-D los brotes son realmente
muertos, pero las porciones bajo el suelo usualmente sobreviven; el mejor control es obtenido

mediante aspersiones justo antes de la floracién (Muzik, 1970).

Para controlar las plagas del algodonero se utiliza un control quimico principalmente. En el inciso

anterior se detalla su uso e implicaciones.

Lo descrito anteriormente presenta algunas consideraciones sobre el uso de las alternativas
disponibles para contender con el problema del manejo de maleza y plagas en el cultivo del
algodonero. Sin embargo, al no usar las tecnologias disponibles como lo es la siembra de cultivos

GM como el algodon GLT se estan perdiendo varios beneficios como se muestra a continuacion.
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Figura 23. Reduccidn en el uso de herbicidas y la carga ambiental derivado del uso del algodon GM
tolerante a los herbicidas en los paises que han adoptado esta tecnologia de 1996-2006

En este ejemplo se observa la reduccion en el uso de herbicidas por efecto de la aplicacion de
algodon GM con tolerancia a herbicidas en todos los paises que han adoptado esta tecnologia.

En otro ejemplo se observa que con las técnicas tradicionales de manejo del cultivo se usa mayor

cantidad de combustible, lo que significa mayor cantidad de gases expulsados a la atmosfera.

Tabla 22. Consumo de combustible por el uso del tractor, por método de labranza

Litros/ha
Cultivo tradicional: Rastreo, disco y sembradora, etc 46.65
Cultivo de conservacion (RT): arado de cincel, disco y sembradora 28.83
Sin labranza: siembra de la semilla con dos aplicaciones, pre 14.12

emergencia y pos emergencia

Fuente: Adaptado de Jasa (2002) y CTIC 2004

En la siguiente tabla puede también observarse el impacto de las tecnologias GM en diversos
cultivos con relaciébn a la cantidad de herbicidas e insecticidas que se ha usado desde la

introduccion de los cultivos GM.
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Tabla 23. Impacto de cambios en el uso de herbicidas e insecticidas por la cultivacién global de los
cultivos GM de 1996 a 2006

Cambio en el EIQ

Cambios en el % cambio en el

volumen de en el campo (en % cambi_o de impacto
Trait ingrediente activo términos de uso delai.a. en ambiental en
e . millones de los paises que p
utilizado (millones . - los paises que
de Kg) unidades de cultivan GM cultivan GM
campo EIQ / ha)

GM Soya tolerante a -51.4 -4,865 4.1 -20.0
herbicida
GM Maiz tolerante a -36.5 -885 -3.4 -4.0
herbicida
GM Algodén tolerante a -28.6 -1,166 -15.1 -22.7
herbicida
GM Canola tolerante a -6.3 -310 -11.1 -22.6
herbicida
GM Maiz resistente a -7.0 -103 -4.1 -4.6
insectos
GM Algodén resistente a -94.5 -4,670 -19.4 -24.3
insectos
Total -224.3 -12,259 -6.9 -15.3

EIQ= Environmental Impact Quotient (Coeficiente de impacto ambiental)

VII. Nimero de autorizacion expedida por SALUD cuando el OGM tenga finalidades de salud
publica o de biorremediacion.

El evento genético combinado GLT: GlyTol® TwinLink™ (GHB614 x T304-40 x GHB119) cuenta
con la formal autorizacion No. 123300913X0001 de fecha 14 de septiembre de 2012 (Anexo 50a),

expedida por la Secretaria de Salud a través de la Comision Federal para la Proteccién contra
Riesgos Sanitarios (COFEPRIS).

VIIl. La propuesta de vigencia para el permiso y los elementos empleados para determinarla

Se solicita el permiso para el ciclo agricola P-V 2016. Este periodo incluye actividades previas a la
siembra del algodén GLT tales como planeacién de los estudios a realizar e importacion de la
semilla, el ciclo agricola hasta la cosecha (seis meses) y seguimiento al momento y después del

despepite.
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Informacién Adicional

A) La cantidad de semilla a movilizar (importar), la ruta, las medidas de bioseguridad y

condiciones de manejo durante el transporte.

La cantidad de semilla a importar para la operacion del permiso es la solicitada y estara sujeta a la
cantidad autorizada al final de la evaluacién para este permiso, siendo 510kg que ingresaran por
la aduana en Cd. Juérez, Chihuahua o Nuevo Laredo, Tamaulipas.

Ruta de movilizacion de la semilla GM y medidas de bioseguridad para su traslado

La ruta de movilizacion, sera por tierra a partir del origen de la semilla en los Estados Unidos de
América. Posteriormente entrara a México a través de una aduana en Cd. Juarez, Chihuahua o
Nuevo Laredo, Tamaulipas; en caso necesario y s6lo para hacer mas eficiente la introduccion a
México, se buscaria otra aduana, como Matamoros, Reynosa o Mexicali. De la aduana se
transportard por carretera directamente al almacén de Bayer, ubicado en la siguiente direccion:

T

OJudrez, CHIH Origen: Cd. Juéarez, Chihuahua.

Destino: Delicias, Chihuahua
rva de la
ra Janos

Nuevo Casas Grandes

. . o)
jural Protegida
po Verde

ChiRuahua

v
utuaca Natural s}
Protected Area =

Delicias, CHIH

brs)

\24 Ciudad Cama'go

Figura 24. Ruta de movilizacion de Cd. Juérez a delicias, Chihuahua.

Las medidas de bioseguridad que se van a utilizar durante las diferentes etapas de la movilizacion

son:
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Embarque de la semilla

1. Las semillas de algodén GM 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 (Anexos 61 y 63).

2. 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 de las bolsas.

3. Los envases (bolsas) estaran claramente identificados mediante etiquetas visibles (Anexo
62).

4. En caso de derrame accidental de semilla durante el transporte, la empresa
transportadora tendrd indicaciones para que se recoja la semilla derramada y mantengan
el material bajo resguardo hasta que la empresa Bayer de México sea notificada al
numero: (55) 5728 3000 Ext 2726. El procedimiento incluye:

a) Hacer todos los esfuerzos por recuperar el material liberado y destruir por medio de
incineracién el material que permanece derramado.

b) Identificar el sitio del accidente y establecer un programa de monitoreo por un
periodo de un afio para identificar la presencia de plantulas voluntarias y proceder a
su destruccion inmediata por métodos mecanicos o quimicos (herbicidas).

¢) Notificar a la autoridad competente al correo electrénico:

libaccidentalogm.dgiaap@senasica.gob.mx, de acuerdo a lo establecido en el

Articulo 59 del Reglamento de la LBOGM, dentro de las 24 horas siguientes que se
tenga conocimiento de la misma e informar de manera oficial en un maximo de 3 dias
habiles a la ventanilla de la Direccion General de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola
y Pesquera (DGIAAP).

d) Documentar exhaustivamente todas las acciones realizadas, incluyendo la hora y la
fecha de cada accion.

e) Informar a la autoridad competente sobre el plan de accién que se implementara.
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Etiquetado de los envases

Todos los envases individuales estaran etiquetados con la siguiente informacion:

B
A
BAYER

E GlyTol® TwinLink™

Science For A Better Life

BAYER DE MEXICO, S.A. DE C.V.
Miguel de Cervantes Saavedra No. 259, Col. Ampliacion Granada, 11520 México, D.F., Tel. (55) 57 28 30 00
R.F.C. BME820511SU5

SEMILLA GENETICAMENTE MODIFICADA

SEMILLA DE ALGODON (Gossypium hirsutum L.) VARIEDAD: Indicada en la bolsa
Tecnologia: GlyTol® TwinLink™ Semilla de maleza nociva/kg: Ninguna
Identificador OCDE: BCS-GH@@2-5 x BCS-GH@ZW4-7 Semilla de otros cultivos: Ninguna
x BCS-GHZ?5-8 Categoria de la semilla: Declarada
Germinacién: 80% (MIN) Fecha de andlisis de germinacion: Informacién en la
Semilla pura: 99% bolsa
Materia inerte: 1% (MAX) Numero de Lote: Informacién en la bolsa

Contenido neto: 220,000 semillas.
Importante: Sacos llenados por conteo de semilla, el peso puede variar entre 21 - 25 kg/bolsa.

Semilla producida en Estados Unidos de América por: Bayer CropScience USA 3223 South Loop 289, Suite
325, Lubbock, Texas, 79423, USA.

Exportada por: Bayer CropScience USA 3223 South Loop 289, Suite 325, Lubbock, Texas, 79423, USA.
Importada por: Bayer de México, S.A. de C.V.

Tratamiento de la semilla: Desborre quimico a base de acido, semilla tratada con fungicidas e insecticidas.

Fungicidas: Vortex® FS (ipconazole), Allegiance® FL (metalaxyl), Spera® 240 FS (myclobutanil), EverGol®
Prime (penflufen).

Insecticidas: Gaucho® 600 (imidacloprid)

ADVERTENCIA: ESTA SEMILLA HA SIDO TRATADA CON PLAGUICIDAS, por lo tanto:
e “Manténgase fuera del alcance de los nifios, mujeres embarazadas, en lactancia y animales
domésticos”
¢ “No se transporte ni se almacene junto a productos alimenticios o forrajes”
“No se almacene en casas habitacién”
“No se utilice como alimento ni para extraccion de aceite”

Variedad Genéticamente Modificada: El algodon GlyTol® LibertyLink® (GL) expresa las proteinas PAT de
Streptomyces hygroscopicus y 2mEPSPS del maiz, que le confieren tolerancia a las aplicaciones totales de
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los herbicidas glufosinato de amonio y glifosato, permitiendo el uso de dos mecanismos de accion herbicida
para un manejo mas eficiente de la maleza en el cultivo del algodén.

Se deben seguir los lineamientos establecidos en el contrato de licencias de Bayer.

Para su manejo agronémico, se sugiere seguir las indicaciones de manejo para el algodonero del campo
experimental del INIFAP mas cercano. La temperatura de suelo minima para obtener una buena germinacién
y emergencia de la semilla de algodén es de 18°C. Siembras realizadas cuando el clima no permita estas
condiciones pueden resultar en un mal establecimiento del cultivo.

Aviso:

“Esta Semilla Genéticamente Modificada no debe sembrarse, cultivarse o producirse fuera de las zonas
autorizadas para su liberacion”

“El uso de esta semilla genéticamente modificada implica cumplir las medidas de bioseguridad y
condicionantes contenidas en el permiso de liberacién al ambiente”

“En caso de liberacién accidental, repértelo a: libaccidentalogm.dgiaap@senasica.gob.mx

Si se utiliza un envase secundario (embalaje) este también se etiquetar4 de manera visible con la

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

En los Anexos 61 y 62 se muestra la evidencia fotografica del empaque y etiquetado de las bolsas
en las que es transportada la semilla. Cabe sefialar que en los reportes de resultados de las
liberaciones en etapa experimental precedentes, se proporcioné informaciébn sobre las

especificaciones del material de empaque.

Documentacidon para el transporte de la semilla de algodon GM.

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

e Guia original de transporte especificando claramente la fecha de envio con la lista de
inventario anexa.

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

e Todos los documentos relacionados con el transporte de la semilla de algodén GM deben
mantenerse bajo resguardo.

e Las empresas transportistas serdn provistas de una hoja de datos de seguridad para
transporte, desarrollada especificamente para semillas genéticamente modificadas (Anexo
64).
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B) El disefio experimental que se llevardn a cabo durante la liberacion en etapa

experimental.

Dentro de la evaluaciéon que se pretende realizar del cultivo de algodén GlyTol® TwinLink™ (GLT)
siguiendo el objetivo plantado de comparar la equivalencia fenotipica del algodén GLT con su
contraparte convencional, asi como documentar los beneficios, el impacto y uso seguro de la
tecnologia del cultivo de algodén GlyTol® TwinLink™ en la regién agricola del Norte y Sur de
Tamaulipas, se presenta en el Anexo A, el protocolo detallado que se propone para la liberacién en
etapa experimental dentro de las zonas agricolas del Norte y Sur de Tamaulipas durante el ciclo
agricola P-V 2016.
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