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|. CARACTERIZACION DEL OGM.

a) Identificador Unico del evento de transformacion.

Los identificadores Unicos OECD para el algodon GHB614 (BCS-GH@@?2-5) x T304-40 (BCS-
GH@@?4-7) x GHB119 (BCS-GH@@W5-8) x COT102 (SYN-IR1@2-7), han sido previamente
asignados y se podra tener acceso a su estatus regulatorio en relacion a la seguridad de los
mismos para el consumo humano y/o animal, y la respectiva informacién relevante de bioseguridad
en los sitios de internet de Biosafety Clearing House?, la Base de Datos Biotrack de la OCDE? y en
la Base de Datos CERAZ,

Otras designaciones:

Algodén GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102

Algodén BCS-GH@@2-5 x BCS-GHA@4-7 x BCS-GH@W5-8 x SYN-IR1D2-7
Algodoén GlyTol™ TwinLink™ Plus

Algodon GlyTol™ TwinLink™ COT102

Algodoén Glytol™ Twinlink™ VIPCOT™

Algodén GLTC

El algodén GLTC combina la expresion de las proteinas insecticidas CrylAb (T304-40), Cry2Ae
(GHB119) y Vip3Aal9 (COT102) para un control mas eficiente de insectos lepidopteros plaga del
algoddn y representa una nueva herramienta para prevenir el desarrollo de resistencia en los
insectos. Asimismo, combina la expresion de las proteinas 2mEPSPS (GHB614) y PAT/bar (T304-
40/ GHB619) que confieren tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio,
permitiendo el uso de dos mecanismos de accion herbicida para un manejo mas eficiente de la
maleza en el cultivo del algodon, esta combinacién de mecanismos de accion es particularmente
importante para el manejo y prevencion de resistencia de las especies de maleza a los herbicidas.

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacion del algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

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

La distribuciéon del genero Gossypium en México ha sido ampliamente estudiada y caracterizada.
Los reportes encontrados en la literatura cientifica (Fryxell, 1979; Fryxell, 1984; Talipov et al., 1995;
Palomo, 1996; Ulloa et al., 2006) y la informacién disponible en instituciones como el Servicio de
Investigacion Agricola de los Estados Unidos (http://www.ars-grin.gov), el Herbario Nacional MEXU
del Instituto de Biologia de la UNAM y la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO), reportan alrededor de 15 especies de Gossypium para México (Cuadro
1).

1 http://bch.biodiv.org/
2 http://lwww2.0ecd.org/biotech/
3 http://cera-gmc.org/index.php?action=gm_crop_database
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Cuadro 1. Distribucion de especies de Gossypium en México.

Especie Ubicacion
P Estado: Localidades y/o Municipios

Oaxaca: Tehuantepec, Guiengola, SE de la Ventosa hacia Niltepec, Sante Maria Huatulco y
Juchitan.
Guerrero: Acapulco, SE de San Luis, San Pedro y La unién.
Michoacan: Villa Victoria, Huacana, Arteaga y cerca de la presa El Infiernillo.

G. aridum 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 Culiacén.
Veracruz: Actopan.
Puebla: Tecomatlan, Jolalpan, San Pedro de las Palmas, Tecuautitlan San Martin.

G. armourianum Baja California: Golfo de California e Isla San Marcos.
Baja California: Arroyo Salado, ribera del Rio La Purisima, Sierra de la Giganta, Los Cabos,

G. davidsonii Santa Anita 'y La Paz.
Sonora: Guaymas.

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

. Baja California: Cieneguita, Isla Margarita, Isla Montserrat, Loreto, La Paz, Isla Coronado, Isla

G. harknessii
del Carmen y Agua Grande.
Baja California: La Paz e Isla Socorro.
Campeche: Xpuijil, Champotén, Palizada, Constitucion y Campeche.
Chiapas: Acala, San Nicolas, Palenque y Ocosingo.
Guerrero: Acapulco y Rio Barbulillas, Zihuatanejo.
Jalisco: San Martin de Bolafos, San Martin Hidalgo, La Huerta, Autlan y Malaque.
Michoacan: Tzitzio, Lazaro Cardenas y Plan de Guadalupe.
Morelos: La Mezquitera y Xochitepec.
Nayarit: Tepic.

&. hirsut Oaxaca: Yautepec, Juchitan, San Mateo del Mar, Pochutla, Tehuantepec y Mitla.

. hirsutum

Puebla: Las Adelfas, Acatlan y San José Miahuatlan.
Querétaro: Cadereyta y Pefia Miller.
Quintana Roo: Coba, 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: Celestun, Yaxcaba, Uxmal, Telchak, Chelem, Chuburna y Playa Progreso.
Baja California: Isla Socorro.

G. lanceolatum Guerrero: Acapulco, José Azueta, Coyuca de Benitez, Coyuca de Catalan y Zihuatanejo.
Colima: El Huerto e Isla Socorro.

G. laxum Guerrero: Chilpancingo, Zumpango del Rio y al oeste de Milpillas.
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: Ubicacién
Especie Estado: Localidades y/o Municipios

Colima: Coquimatlan.
G. lobatum
Guerrero: Acapulco.

; Chihuahua: Madera y El Lago
G. thurberi 3 . . L A
Sonora: Rio Bavispe y Hasabas, Horconcitos, Benjamin Hill, Magdalena, Yecora e Himuris.

Jalisco: Oblatos al norte de Guadalajara.
México: Polotitlan y Valle de Bravo.

G. trilobum Michoacéan: Benito Juarez.
Morelos: Yautepec y Cuernavaca.
Oaxaca: Chiquihuitlan de Benito Juéarez.

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

Baja California: La Paz.
Guerrero: Chilapa, Malinaltepec e Ixcareopan.
México: Acatitlan, Temascaltepec.
Puebla: Yancuictlalpan, Cuetzalan.
G. barbadense ) o ] ]
Sinaloa: Culiacan, San Ignacio, Ajoya.
Tabasco: Paraiso.
Veracruz: San Lorenzo, Coatepec y Catemaco.

Yucatan: Telchac, Puerto.

Fuente: Fryxell (1979); Herbario Nacional (MEXU) (1998) del Instituto de Biologia de la UNAM.
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Figura 1. Distribucién de especies de algodén silvestre en México.
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Fuente: Fryxell (1979); Herbario Nacional “MEXU” (1998) del Instituto de Biologia de la UNAM.

Adicionalmente, se realizO6 una busqueda en la Red Mundial de Informaciéon sobre
Biodiversidad (REMIB) 4, donde se obtuvo informacién de una serie de colectas realizadas para el
género Gossypium en México. La busqueda también permitié generar un mapa de distribuciéon de
dichas colectas que muestra y corrobora la informacién anterior (Fryxell, 1979; MEXU, 1998), que
indica que no existe una distribucién de especies relacionadas con el algodén cultivado en las
regiones algodoneras del norte de México (Figura 2).

4 La Red Mundial de Informacion sobre Biodiversidad (REMIB) es un sistema computarizado de informacién bioldgica (incluye bases de
datos de tipo curatorial, taxonémico, ecolégico, cartogréafico, bibliografico, etnobiolégico, de uso y catdlogos sobre recursos naturales y
otros temas), basado en una organizacion académica interinstitucional descentralizada e internacional formada por centros de
investigacion y de ensefianza superior, publicos y privados, que posean tanto colecciones bioldgicas cientificas como bancos de
informacién. La REMIB, es una red interinstitucional que comparte informacién biolégica. Esta constituida por nodos, formados por los
centros de investigacion que albergan las colecciones cientificas.
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Figura 2. Mapa de distribucion del género Gossypium en México (REMIB-CONABIO, 2006).
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Fuente: http://www.conabio.gob.mx/remib/cgi-bin/remib_distribucion.cqi

Bases de datos consultadas:

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

e Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias Biol6gicas, México (ENCB, IPN)

¢ Banco Nacional de Germoplasma Vegetal, México (BANGEV, UACH)

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

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

e Herbario de la Universidad de Sonora, México (USON)

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

e Arboles de la Peninsula de Yucatéan, Flora del Distrito de Tehuantepec, Oaxaca y la Familia
Asteraceae en México (IBUNAM)

e Herbario del CIBNOR

e Herbario Weberbauer de la Universidad Nacional Agraria La Molina (MOL)

e Flora Vascular de la Sierra de San Pedro Martir, Baja California, México (UABC)

e Flora del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, México (FES-I, UNAM)
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Herbario de la Universidad Autbnoma de Baja California, México (UABC)

Herbario de la Universidad de Arizona, EUA (ARIZ)

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

Herbario Kew del Real Jardin Botanico (RBGKEW)

Ejemplares tipo de plantas vasculares del Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias

Biolégicas, México (ENCB, IPN)

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

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

e Herbario de Geo. B. Hinton, México

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

c) Existencia de especies sexualmente compatibles.

No existen especies sexualmente compatibles con el algodén cultivado (Gossypium hirsutum) en el
area de liberacion propuesta. De acuerdo con Fryxell (1984), Talipov et al. (1995), Palomo (1996) y
la Red de Informacion de Recursos de Germoplasma (GRIN) del Servicio de Investigacién Agricola
(ARS-USDA) de Estados Unidos (http://www.ars-grin.gov), se reportan las siguientes especies de
Gossypium para la region Norte de México (Cuadro 2).

Cuadro 2. Especies de Gossypium reportadas en la literatura para el Norte de México.

Especie Localidad Namero de Afio de Uso

P cromosomas descubrimiento

Gossypium hirsutum L. Regiones agricolas 52 1763 Cultivada
. . Sonora, Baja California .

Gossypium thurberi Tod sur, Chihuahua 26 1854 Silvestre

Gossypium davidsonii Kellogg Baja California Sur, Sonora 26 1873 Silvestre

Gossypium armourianum Kearney Baja California Sur 26 1933 Silvestre

Gossypium harknessii Brandegee Baja California Sur 26 1933 Silvestre

Gossypium aridum (Rose & Standl.) Sinaloa 26 1911 Silvestre

Skovst

Gossypium trilobum (Mocino & . i .

Sesse ex DeCandolle) Skovsted Sinaloa 26 Silvestre

Gossypium turneri Fryxell Sonora 26 - Silvestre

Las especies silvestres reportadas para México son diploides (2n=2x=26) y, por lo tanto, son
sexualmente incompatibles con el algodon cultivado G. hirsutum el cual es una especie
alotetraploide (2n=4x=52). En el caso de se pudieran encontrar especies silvestres cercanas a las
regiones agricolas y en el improbable caso de que pudieran quedar en contacto con polen de G.
hirsutum (tetraploide), el producto de la fecundacion seria triploide y durante la metafase de la
meiosis no se podria realizar el apareamiento de homélogos, imposibilitando asi la formacion de un
cigoto fértil por la disparidad de los sistemas genéticos (Stewart, 1995; Wendel et al., 2010;
Kantartzi, 2010). A esta barrera genética se debe incluir la barrera temporal para el
entrecruzamiento ya que no se presenta coincidencia en los periodos de floracién entre
poblaciones silvestres y plantaciones comerciales. Por otra parte, la distribucion de la especie
alotetraploide G. barbadense se encuentra limitada principalmente al sureste de México lejos de
las zonas productoras de algoddn comercial en el norte de la Republica Mexicana.
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d) Habitats de persistencia o proliferacion.

El algoddn es un cultivo ampliamente distribuido a nivel global en las regiones &ridas y semiaridas
con climas céalidos y semicalidos. Las regiones donde se puede establecer el cultivo se ubican en
un rango de 0 - 600 msnm, requiere de una buena precipitacion (700 - 1300 mm/ciclo de cultivo) o
disponibilidad de agua para riego. La temperatura minima y méaxima para el desarrollo del cultivo
es de 12.8°C y 30°C, en general se requiere una temperatura mayor a 18°C para obtener buenos
rendimientos. El cultivo del algodén requiere de suelos profundos con buen drenaje de tipo migajén
a franco-arcilloso y franco limoso con un pH éptimo de 5.6 (Ruiz-Corral et al., 1999).

A partir de los resultados de estudios de equivalencia agronémica se ha cocluido que el algodén
GlyTol™TwinLink™ Plus no es diferente al algodon convencional, por lo que se espera que
también su distribucion sea similar a las variedades de empleo agricola con las que comparte
germoplasma.

Los nuevos rasgos incorporados, la proteccién contra el ataque de insectos lepiddpteros y la
tolerancia a los herbicidas glufosinato de amonio y glifosato no hacen diferente al algodoén
GlyTol™TwinLink™ Plus de su contraparte convencional aparte de presentar las ventajas de
controlar a los insectos lepidopteros 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 disponibilidad de agua, la temperatura y la altitud son tres factores dominantes que
influencian el establecimiento y desarrollo de este cultivo.

Distribucién:

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

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

Altitud:
0-600 m.

Requerimientos hidricos:

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

Humedad ambiental:
Resiste atmdésferas secas, siempre que no falte humedad en el suelo.

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

Temperatura minima y maxima umbrales de 12.8°C y 30°C, respectivamente. Para apertura de
bellotas se requiere por lo menos una temperatura de 15°C. Rango 10-35°C, 6ptimo para
fotosintesis 25-30°C. La temperatura minima para buenos rendimientos no debe bajar de 18°C y la
temperatura del suelo durante germinacién debe ser igual o mayor de 21°C. No responde al
termoperiodo y prefiere noches célidas. Requiere de 27 a 43°C para el desarrollo de bellotas.

Luz:
Requiere dias soleados, los cuales son especialmente importantes durante la floracion. La
intensidad de luz éptima es 32.3-86.1 klux.

Requerimientos de suelo.

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

Profundidad de suelo:

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

Salinidad:

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

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

e) Descripcién taxonémica del organismo receptor y donador de la construccién genética.

1. Organismo receptor.

El organismo receptor para los eventos GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 es la planta de
algodén (Gossypium hirsutum L.). El algodén es un miembro de la familia Malvaceae, a

continuacién se presenta la clasificacién taxonémica del algodén de acuerdo con NRCS (Natural
Resources Conservation Service-United States Deparment of Agriculture, http://plants.usda.gov).

Reino Plantae - Vegetal
Subreino Tracheobionta — Plantas vasculares
Superdivision Spermatophyta — Plantas con semillas
Divisién Magnoliophyta — Plantas con flores
Clase Magnoliopsida — Dicotiled6neas
Subclase Dilleniidae
Orden Malvales
Familia Malvaceae
Género Gossypium L. — algodén cultivado
Especie Gossypium hirsutum L. — algodon cultivado

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).
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Las especies silvestres y cultivadas del género Gossypium pertenecen a la familia Malvaceae. Este
género contiene 50 especies con un numero cromosomico basico de 13. De las especies descritas,
45 son diploides (2n=2x=26) y se agrupan en siete genomas designados como A, B, C, D, E, F,y
G. Las especies diploides con los genomas A, B, E, o F son originarias de Africa o Asia y se les
conoce como especies del Viejo Mundo, las cuales estdn 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 méas pequefios que los cromosomas de los
otros genomas (Milton and Allen, 1995).

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

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

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

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

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

G. hirsutum es la principal especie de algoddn cultivado y representa aproximadamente el 90% de
la produccion mundial de fibra y aceite de algodén.

2. Organismos donadores para los eventos GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

Los organismos donadores de los genes presentes en el evento combinado mediante cruzamiento
convencional algodén GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 se presentan en el

6 Anfidiploide (alopoliploide): poliploide formado tras la unién de dos conjuntos de cromosomas distintos y su posterior
duplicacion.
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Cuadro 3.
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Cuadro 3. Resumen de los genes insertados en los eventos parentales del algodon GHB614 x
T304-40 x GHB119 x COT102.

Evento Gen Organismo donador Producto del gen Funcién
Errllizklim:t(s):g?fglspfgtj(\)l”sintasa Disminuye la afinidad con el
GHB614 2mepsps Maiz (Zea mays) glifosato y, por lo tanto, aumenta
(mEPSPS) tolerante a . -
. la tolerancia a este herbicida
glifosato
Bacteria (Bacillus Confiere resistencia a insectos
crylAb thuringiensis subsp. Delta-endotoxina CrylAb lepidopteros al dafiar su intestino
T304-40 — g?rg:ﬁa la actividad herbicida del
Bacteria (Streptomyces | Enzima fosfinotricina-N- . I
bar ; . glufosinato (fosfinotricina) por
hygroscopicus) acetiltransferasa (PAT) L
acetilacion
Bacteria (Bacillus Confiere resistencia a insectos
cry2Ae thuringiensis subsp. Delta-endotoxina Cry2Ae lepidopteros al dafiar su intestino
GHBI119 ekt Elimiva Ta acividad erbicida del
bar Bacteria (Streptomyces | Enzima fosfinotricina-N- lufosinato (fosfinotricina) por
hygroscopicus) acetiltransferasa (PAT) glufosina P
acetilacion
Bacteria (Bacillus Proteina vegetativa Confiere resistencia a insectos
vip3Aal9 thuringiensis cepa X na veg lepidépteros al dafiar su intestino
insecticida Vip3Aal9 .
AB88) medio
Sl Marcador de seleccién mediante
aphd (hptl) Bacteria (Escherichia Enzima hygromycin-B resistencia al antibiGtico
P P coli) phosphotransferase (hph) Hi g
igromicina B

3. Identificacidon de los organismos donadores para los eventos GHB614, T304-40, GHB119 y
COT102.

3.1. Maiz (Zea mays).

El maiz es uno de los granos de mayor cultivo en todo el mundo, motivo por el cual se puede decir
que tanto la semilla como cualquier derivado cuenta con un historial de uso seguro en
alimentacién/uso humana y animal. Los pueblos indigenas del hemisferio occidental han utilizado
el grano de maiz desde tiempos ancestrales. El maiz se cultiva comercialmente en mas de 100
paises, con un total cosechado de mas de 590 millones de toneladas métricas. Los principales
productores de maiz son Estados Unidos, China, Brasil, México, Francia y Argentina. El maiz se
cultiva principalmente por sus granos, los cuales en su mayor parte se someten a un proceso de
refinado para obtener productos utilizados en una amplia variedad de articulos alimenticios,
médicos e industriales.

El maiz es un producto alimenticio basico en México y el consumo nacional per capita es de 187 kg
(Garcia, 2012). El 68% de la produccion de maiz en México se consume directamente como
alimento, en comparacion con el promedio global de 21%. Bourges (2002), en un estudio sobre
dietas mexicanas reportd que el grano de maiz, consumido en forma de tortillas, constituia un
promedio del 59% de la ingesta de fuentes de energia y el 39% de la ingesta de proteinas.
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Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)

Superdivisiéon Spermatophyta (plantas con semillas)

Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)

Clase Liliopsida (monocotiledéneas)
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales
Familia Poaceae/Gramineae
Género Zea L.
Especie Zea mays L.

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).

3.2. Bacillus thuringiensis.

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria gram-positiva, facultativa anaerdbica que forma
inclusiones de proteina adyacente a la endospora. Las subespecies de B. thuringiensis pueden
sintetizar mas de una inclusion parasporal. Estas inclusiones estdn formadas por diferentes
proteinas cristal insecticida (PCI) (Soberon y Bravo, 2007).

Los cristales o el complejo de espora/cristal de un Bt esporulado deben ser ingerido por las larvas
de insectos susceptibles. La eficacia de los cristales en el intestino medio del insecto depende de
la solubilizacion de los cristales, de la conversion de la protoxina a la toxina biolégicamente activa
por las enzimas proteolitica, de los receptores especificos ensamblado por el dominio terminal-C
de la toxina activa y la formacion de un poro por el dominio terminal-N con el rompimiento de las
células epiteliales. La germinacion de la espora y la proliferacion de las células vegetativas dentro
del homocelo del insecto podrian resultar en una septicemia contribuyendo a la muerte del insecto.
Los receptores ensamblados por el cristal es el principal determinante de la especificidad del
hospedero debido a la existencia de diferentes cristales presentes en cada una de las cepas de Bt.

Un gran ndmero de subespecies de B. thuringiensis se han aislados de larvas muertas
principalmente del Coledptera, Diptera y LepidOptera, pero muchas de las subespecies se han
aislados del suelo, de las superficies de hojas y de otros habitats. Los insectos muertos
frecuentemente contienen grandes cantidades de esporas y cristales que pueden entrar al
ambiente. Las subespecies de Bt que son activas contra colebpteros y lepidopteros estan
asociadas con el suelo y la superficie de hojas, mientras que las subespecies activas contra
dipteros se encuentran comunmente en ambientes acuaticos. En el ambiente, las esporas
persisten y el crecimiento vegetativo podria ocurrir cuando las condiciones son favorables y los
nutrientes estan disponibles.

Reino Bacteria
Phylum Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Especie Bacillus thuringiensis

Fuente: Catalogue of Life (http://www.catalogueoflife.org)
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3.3. Streptomyces hygroscopicus.

Streptomyces hygroscopicus es una bacteria en forma de bacilo, gram positiva, aerdbica,
filamentosa, formadora de bio-peliculas y habitante natural del suelo. Pertenece al grupo de los
Actinomycetes y son bacterias que comparten muchas caracteristicas con los hongos. Estas
bacterias crecen usualmente como filamentos (cadenas de células) que usualmente se ramifican
para formar redes de filamentos en el suelo (micelio). En la punta de los filamentos se desarrollan
cadenas de esporas de longitud indefinida. Estas bacterias son las responsables del olor a
humedad del suelo. Algunas bacterias del género Streptomyces producen antibidticos tales como
la estreptomicina. En el caso de la especie Streptomyces hygroscopicus produce el antibidtico
milbemicina, el cual es usado como insecticida y también para controlar algunas infecciones
parasitarias en animales. Estas bacterias también forman bio-peliculas, las cuales son
acumulaciones de bacterias en ambientes acuosos formadas por secreciones de materiales
viscosos y mucilaginosos que proveen a la bacteria de un medio para adherirse a la mayoria de las
superficies. S. hygroscopicus tiene una amplia distribucién en la naturaleza y no se considera
patdgeno para humanos, animales o plantas (OECD, 1999).

Reino Bacteria
Phylum Actinobacteria
Clase Actinobacteria
Orden Actinomycetales
Familia Streptomycetaceae
Género Streptomyces
Especie Streptomyces hygroscopicus

Fuente: Catalogue of Life (http://www.catalogueoflife.org)

3.4. Escherichia coli.

El organismo donador del gen aph4 utilizado como marcador de seleccion es la bacteria
Escherichia coli cepa K12. E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, la cual comprende un
grupo relativamente homogéneo de bacterias en forma de bacilo, Gram-negativas, aerébicas y
facultativas. Las bacterias del género Escherichia son ubicuas en el ambiente y son habitantes
comunes del tracto digestivo de los vertebrados, incluyendo los humanos (Souza et al., 2001).

La cepa de laboratorio K12 de E. coli ha sido intensamente utilizada como un organismo modelo en
gran cantidad de estudios y tiene un largo historial de uso seguro, es particularmente utilizada en
sistemas de produccidon comercial de proteinas tanto en la industria farmacéutica, como en la
industria alimenticia (Bogosian and Kane 1991).

Reino Bacteria
Phylum Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia
Especie Escherichia coli cepa K12

Fuente: Catalogue of Life (http://www.catalogueoflife.org)
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3.5. Historial de uso seguro de los organismos donantes.

Las especies donantes de los genes 2mepsps, crylAb, cry2Ae, vip3Aal9, bar y aph4 son plantas
utilizadas comunmente como alimento humano o animal, o bien bacterias que habitan de manera
natural en el suelo o en el intestino humano y que han sido utilizadas como fuentes de genes para
mejorar los atributos de varios cultivos en los ultimos 20 afios, sin que se hayan encontrado
evidencias de efectos patogénicos, toxicos o alergénicos para humanos y animales
(www.isaaa.org; https://bch.cbd.int/).

Las bacterias Bacillus thuringiensis y Streptomyces hygroscopicus no son utilizadas como alimento
humano ni como alimento o suplemento en nutricional animal. Ninguna de las bacterias utilizadas
como donantes de genes tiene antecedentes de ser toxicas para humanos o animales (OECD,
2007; OECD, 1999). Adicionalmente, es importante considerar que para la obtencion del algodén
GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 no se utilizan bacterias completas sino solo uno de sus
genes. Los estudios bio-informaticos y biolégicos realizados demuestran que ninguna de las
proteinas codificadas por los genes utilizados tiene efectos potencialmente tdxicos ni alergénicos.

4. ldentificacion de los organismos donadores de secuencias reguladoras.

Cada gen transferido al algodon requiere de secuencias reguladoras que permitan su transcripcion
en RNA vy su posterior traduccién en forma optima. Las secuencias reguladoras que controlan la
expresion de los genes introducidos en el algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 se
presentan en el

Cuadro 4. Aunque algunas secuencias reguladoras se derivan de patdgenos de plantas como
Agrobacterium tumefaciens, virus de la atrofia del trébol subterraneo (SCSV), virus del mosaico de
la coliflor (CaMV) y virus del mosaico de la nervadura de la cassava (CsVMV), estas secuencias no
tienen capacidad de inducir enfermedades en el algodon.

Cuadro 4. Resumen de los elementos genéticos transferidos al algodon GHB614 x T304-40 x
GHB119 x COT102.

Evento Gen Secuencia Organlsmq donador de Funcion
reguladora la secuencia reguladora
Ph4a748At Arabidopsis thaliana Promotor constitutivo
Péptido de transito que dirige
TPotp C Zea mays/ Helianthus annuus la translocacioén de la proteina
GHB614 2mepsps a los cloroplastos
Sefial de poliadenilacion
3’histonAt Arabidopsis thaliana (terminacion de la
transcripcion)
0 Virus de la atrofia del trébol
selsnsr subterraneo (SCSV)/ Oriza sativa Helureite)s
crylAb Sefial de poliadenilacion
3’'me1 Flaveria bidentis (terminacion de la
T304-40 transcripcion)
P35S3 Virus del mosaico de la coliflor (CaMV) | Promotor constitutivo
bar = : —
3’nos Agrobacterium tumefaciens Sena! de Rolnademlacnon
(terminacion de la
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Evento Gen Secuencia Organismo donador de Funcién
reguladora la secuencia reguladora
transcripcion)
P35S3 Virus del mosaico de la coliflor (CaMV) | Promotor constitutivo
cry2Ae TPssuAt Arabidopsis thaliana/ Petunia hybrida Péptido de transito
Sefial de poliadenilacion
GHB119 3'35s Virus del mosaico de la coliflor (CaMV) | (terminacion de la
transcripcion)
Pesvmy XYZ Virus del mosaico de la nervadura de Promotor constitutivo
la cassava (CsVMV)
bar Sefial de poliadenilacion
3'nos Agrobacterium tumefaciens (terminacion de la
transcripcion)
Act2 Arabidopsis thaliana Promotor constitutivo
vip3Aal9 Sefial de poliadenilacion
3’nos Agrobacterium tumefaciens (terminacion de la
COT102 transcripcion)
Ubq3int Arabidopsis thaliana Promotor constitutivo
aph4 (hptl) Sefial de poliadenilacion
3’nos Agrobacterium tumefaciens (terminacion de la
transcripcion)

4.1. Agrobacterium tumefaciens.

Agrobacterium tumefaciens son bacterias aerdbicas en forma de bacilos, gram negativas,
flageladas, peritricas; forma colonias mucoides y blancas. La composicion de bases de DNA varia
de 58 a 63.5% GC.

A. tumefaciens es un fitopatbgeno que habita de manera natural en el suelo. Cuando
Agrobacterium es aislada de las raices de las plantas en ambientes naturales o bajo cultivo, la
mayoria de las cepas (mas del 90%) no son patogénicas, aun cuando muchos aislamientos son
hechos de plantas enfermas. Por lo tanto, Agrobacterium es esencialmente un habitante de la
rizésfera y Unicamente una proporcibn muy pequefia de cepas son fitopatdgenas (contienen el
plasmido Ti), las cuales causan la enfermedad conocida como agalla de la corona en un amplio
rango de plantas dicotiledoneas especialmente rosaceas como manzana, pera, durazno, cereza,
almendra, frambuesa y rosal. Esta enfermedad se caracteriza por la formacion de un tumor al nivel
del suelo y aunque reduce el valor comercial de la cosecha, generalmente no causa problemas
serios en plantas maduras bien establecidas. La bacteria entra a la planta a través de heridas y
transfiere una fraccién de su ADN, denominada T-DNA, a las células de las plantas causando la
formacion de un tumor. El tumor se desarrolla debido a que el T-DNA contiene genes que regulan
la biosintesis de hormonas vegetales como el acido indolacético y citocininas. Las células
infectadas producen unas sustancias denominadas opinas, las cuales son usadas por la bacteria
como fuente de energia. El desarrollo de los sintomas en la planta infectada depende de la
temperatura, humedad y estado de crecimiento; conforme el tumor incrementa su tamafo la
habilidad de la planta para obtener nutrientes disminuye y finalmente detienen su crecimiento con
lo cual también empieza la decadencia del tumor liberando las bacterias en el suelo. La bacteria
puede permanecer activa en el suelo o en tumores viejos en ausencia de un hospedero adecuado
durante un minimo de dos afios y puede dispersarse a través del movimiento de suelo infectado,
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implementos agricolas, escurrimiento de agua o a través de insectos succionadores de savia
(Lépez, 1994).

Reino Bacteria
Phylum Proteobacteria
Clase Alphaproteobacteria
Orden Rhizobiales
Familia Rhizobiaceae
Género Agrobacterium
Especie Agrobacterium tumefaciens

Fuente: Catalogue of Life (http://www.catalogueoflife.org)
4.2. Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana es una planta herbacea anual de ciclo corto con una altura comprendida entre
los 10 y 30 cm, miembro de la familia Brasicaceae, sin valor comercial con presencia en los 5
continentes, utilizada en biologia molecular como planta modelo para dicotiledéneas. Planta de
tallo erecto con ramificacion un poco alejada de la base. Las hojas son simples de elipticas a
ovales con los bordes enteros. Tiene dos tipos de hojas, las basales de hasta 2 cm de largo por 0.5
cm de ancho, arrosetadas y las caulinares (las que estan a lo largo del tallo), éstas son mas
pequefias y sésiles esto es carentes de peciolo. Las inflorescencias se presentan en racimos, en el
extremo de las ramas o el tallo, no demasiados compactos, éstas se van separando unas de otras
a medida que el tallo crece, por lo que los pedunculos de los frutos maduros estaran separados del
orden de un centimetro entre ellos. Las flores son hermafroditas de unos 0.5 cm de diametro,
normalmente con cuatro pétalos blancos, espatulados. Se distinguen en ella sin dificultad todos los
organos florales. El fruto es una silicua linear que aparece del centro de la flor, alargado, de unos 3
cm de longitud y 1 mm de ancho, cilindrico, un poco arqueado y sin pubescencia. Estos contienen
dos cavidades en las que se alojan las semillas ovoideas en hilera, sin tocarse entre ellas, en
namero elevado; unas 30 por silicua. En la madurez tienen un color anaranjado son lisas y miden
medio milimetro aproximadamente.

Elegida como especie modelo por su mindsculo tamafio, rapidez de reproduccion, gran nimero de
semillas por planta, genoma compacto (125 mega pares de bases) y la facilidad de realizar cruces
y transformacion genética. Los atributos de Arabidopsis que permiten su utilizacion experimental
han permitido que en menos de 15 afios sea considerada la especie mejor entendida de todo el
reino vegetal. Al analizar el genoma de esta planta, se encontré6 que se trata de un genoma muy
pequefio pero con un gran numero de genes y que un 8% concuerda con genes animales, sobre
todo los vinculados con el metabolismo primario (sintesis de elementos basicos, como azlcares 0
lipidos). Arabidopsis comparte genes funcionales (germinacién, floracion, formacion de semillas)
con otras plantas como el arroz, la soya, el trigo, el maiz y el algodén. En el afio 2000 se present6
por vez primera el genoma completo de una planta, el de Arabidopsis thaliana, en el que se
identificaron 25,498 genes que codifican proteinas para 11,000 familias (The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000).

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivisién Spermatophyta (plantas con semillas)
Division Magnoliophyta (plantas con flor)
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Clase Magnoliopsida (dicotiledéneas)
Subclase Dilleniidae
Orden Capparales
Familia Brassicaceae/Cruciferae
Género Arabidopsis Heynh.
Especie Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/)
4.3. Zea mays.

El maiz es uno de los granos de mayor cultivo en todo el mundo, motivo por el cual se puede decir
que tanto la semilla como cualquier derivado cuenta con un historial de uso seguro en
alimentacién/uso humana y animal. Los pueblos indigenas del hemisferio occidental han utilizado
el grano de maiz desde tiempos ancestrales. El maiz se cultiva comercialmente en mas de 100
paises, con un total cosechado de mas de 590 millones de toneladas métricas. Los principales
productores de maiz son Estados Unidos, China, Brasil, México, Francia y Argentina. El maiz se
cultiva principalmente por sus granos, los cuales en su mayor parte se someten a un proceso de
refinado para obtener productos utilizados en una amplia variedad de articulos alimenticios,
médicos e industriales.

El maiz es un producto alimenticio basico en México y el consumo nacional per capita es de 187 kg
(Garcia, 2012). El 68% de la produccion de maiz en México se consume directamente como
alimento, en comparacién con el promedio global de 21%. Bourges (2002), en un estudio sobre
dietas mexicanas reportd que el grano de maiz, consumido en forma de tortillas, constituia un
promedio del 59% de la ingesta de fuentes de energia y el 39% de la ingesta de proteinas.

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivisiéon Spermatophyta (plantas con semillas)
Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Liliopsida (monocotiledéneas)
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales
Familia Poaceae/Gramineae
Género Zea L.
Especie Zea mays L.

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).
4.4. Helianthus annuus.
El girasol (Helianthus annuus) es una planta que tiene un largo historial de uso seguro; tanto la

semilla como el aceite son ampliamente consumidos de manera directa o como ingrediente en una
gran cantidad de alimentos procesados (USA Sunflower Association: www.girasol-usa.com).

Es una planta herbacea, anual, de gran porte, que puede alcanzar los 2 m de altura. Para su
Optimo desarrollo necesita de una gran cantidad de horas de insolacion y mucha humedad. Posee
hojas de forma triangular, asperas al tacto. Los frutos, que popularmente se denominan "pipas",
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son grandes, de unos 2 cm de largo y de color blanco, gris o negro, segun la variedad de que se
trate.

La floracion se produce en los meses de verano. Esta planta tan peculiar debe su nombre al hecho
de que mueve su inflorescencia siguiendo el movimiento solar, de forma que al amanecer la orienta
hacia el este y continda girando a medida que avanza el dia, hasta quedar orientada hacia el
poniente; asi, los rayos solares inciden perpendicularmente sobre ella. Las inflorescencias son muy
grandes, lo que en ciertas ocasiones hace que el tallo se incline por su propio peso; a su alrededor
se encuentran unas ligulas alargadas de color amarillo. La recoleccion se efectta cuando las
semillas estdn maduras (www.oleaginosas.orq).

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivisién Spermatophyta (plantas con semillas)

Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (Dicotiledoneas)

Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae/Compositae
Género Helianthus L.
Especie Helianthus annuus L. (girasol)

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).
4.5. Oryza sativa.

El arroz es uno de los cereales mas valiosos en México y en el mundo por su alto contenido de
energia y proteinas. Tiene una gran variedad de usos para consumo humano en diversos platillos y
bebidas, asi como para la elaboracién de alimento balanceado para ganado.

La planta del arroz tiene un tallo cilindrico formado de nudos y entrenudos alternados con hojas
seguidos de secciones sin ellas. Su altura va desde sesenta hasta 120 cm. Las hojas son largas y
planas. En el punto donde la hoja se une al tallo, hay una ligula con una serie de cirros largos y
sedosos. Las flores del arroz son de color verde blanquecino dispuestas en espiguillas, que en
conjunto se denominan panoja. Una vez que ha floreado, las espigas son estrechas y colgantes. El
grano de arroz es el ovario maduro. Cuando se le quita la cascara pardusca o pericarpio, se dice
que se ha pulido. De otra forma, se trata de arroz integral, preferido por muchas personas por su
alto contenido de fibra (www.siap.gob.mx).

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivisién Spermatophyta (plantas con semillas)
Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Liliopsida (monocotiledéneas)
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales

Familia Poaceae/Gramineae

Género Oryza L.
Especie Oryza sativa L. (arroz)
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Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).
4.6. Flaveria bidentis.

Flaveria bidentis es una planta anual con una altura de alrededor de 50 cm; su tallo es
generalmente de color purpura; hojas opuestas, sésiles (sus bases unidas al tallo y a la hoja
opuesta), angostas, de hasta 5 cm de largo y hasta 0.6 cm de ancho, a veces con el margen
aserrado. Las flores se agrupan en cabezuelas apretadas sobre numerosos ejes cuyo apice tiende
a enroscarse, ubicados hacia la punta de los tallos formando una inflorescencia de aspecto
redondeado. Cada inflorescencia esta formada por 5 a 11 flores sésiles dispuestas sobre un
receptaculo pequefio que no presenta bracteas (péleas), el conjunto de flores estad rodeado por
fuera por 5 bracteas (que constituyen el involucro) oblongo-ovadas o con forma de “lancha”.
Frecuentemente se presenta otra bractea diminuta en la base del involucro. Flores liguladas una o
bien ausentes, fértil, la corola es un tubo en la base y a manera de cinta hacia el 4pice, semejando
el pétalo de una flor sencilla, de aproximadamente 3 mm de largo, casi circular, amarilla. Flores del
disco 5 a 10, hermafroditas, la corola mide aproximadamente 2 mm de largo y es un tubo que hacia
el 4pice se ensancha (con forma de embudo) y se divide en 5 I6bulos, de color amarillo. Caliz
ausente. El fruto es un aquenio y no se abre (indehiscente), contiene una sola semilla, es mas o
menos cilindrico aunque a veces algo mas ancho hacia el apice, algo comprimido y acostillado,
mide aproximadamente 1 mm de largo (cuando se presenta, el fruto de la flor ligulada es
ligeramente mas largo), sin vilano (www.conabio.gob.mx/malezasdemexicol/).

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivisiéon Spermatophyta (plantas con semillas)
Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (dicotiled6neas)
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae/Compositae
Género Flaveria Juss.
Especie Flaveria bidentis (L.) Kuntze

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).

4.7. Petunia hybrida.

Petunia hybrida es una planta perenne que alcanzan entre 15 y 45 cm de altura; las hojas estan
dispuestas de forma alterna u opuestas, son ovaladas, alargadas y de bordes enteros, bastante
oscuras y pegajosas. Las flores son solitarias y axilares con caliz tubular y corola en forma de
trompeta, miden entre 5 y 13 cm de diametro. Las petunias son plantas ornamentales muy
conocidas. Desarrollan una abundante floracién durante un largo periodo; desde la primavera hasta
finales de otofio.

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision Spermatophyta (plantas con semillas)
Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (dicotiled6neas)
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Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Petunia Juss.
Especie Petunia hybrida Vilm

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).
4.8. Virus de la atrofia del trébol subterraneo (SCSV).

El virus de la atrofia del trébol subterraneo (SCSV) es un Nanovirus con un rango de hospedantes
restringido principalmente a especies de la familia Fabaceae como trébol subterraneo (Trifolium
subterraneum), alfalfa (Medicago sativa), chicharo (Pisum sativum) y frijol (Phaseolus vulgaris). En
la naturaleza este virus es transmitido Unicamente por afidos como Aphis craccivor, A. gossypii,
Macrosiphum euphorbiae y Myzus persicae. No se conocen efectos toxicos para el hombre del
virus de la atrofia subterranea del trébol.

Phylum -
Clase -
Orden -
Familia Nanoviridae
Género Nanovirus

Especie Virus de la atrofia del trébol subterraneo (SCSV)

Fuente: International Committee on Taxonomy of Viruses (http://ictvonline.org/).
4.9. Virus del mosaico de la coliflor (CaMV).

El virus del mosaico de la coliflor (CaMV) es un Caulimovirus con un rango de hospederos
restringido principalmente a plantas de la familia Brassicaceae (col, coliflor, colza, mostaza);
aungue también se ha reportado de manera esporadica en cacahuate, soya y casava. No se
conocen efectos téxicos para el hombre del virus en mosaico de la coliflor. Los Caulimovirus
representan uno de los dos grupos de pararetrovirus vegetales que incluye al promotor 35S. El otro
grupo, Badnavirus, se encuentra en forma natural en banana, cacao, citricos, camote, pifia y cafa
de azlcar. Las particulas del CaMV contienen una molécula circular de DNA de doble cadena. En
el nicleo de las plantas hospedantes el DNA se presenta como mini-cromosoma cuya transcripcion
produce moléculas de RNA. Este RNA es el templado para la transcriptasa reversa que produce
copias de DNA del CaMV que sera empacado en nuevas particulas virales. El RNA se utiliza para
la sintesis directa de proteinas virales entre las que se incluye las que integran la capside.

Phylum -
Clase -
Orden -
Familia Caulimoviridae
Género Caulimovirus

Especie Virus del mosaico de la coliflor (CaMV)

Fuente: International Committee on Taxonomy of Viruses (http://ictvonline.org/).
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4.10. Virus del mosaico de la nervadura de la cassava (CsVMV).

El virus del mosaico de la nervadura de la cassava (CsVMV) es un Caulimovirus que infecta las
plantas de cassava (Manihot esculenta) en Brasil. EI CsVMV tiene particulas esféricas de 50 a 60
nm de diametro que se observan como cuerpos de inclusién citoplasmaticos y contienen una
molécula circular de DNA de doble cadena (dsDNA). El CsVmV es particularmente importante en la
biotecnologia vegetal debido a que posee un promotor que dirige una alta expresion de transgenes
en diferentes plantas, asi como en protoplastos, y ha sido utilizado en el desarrollo de plantas con
tolerancia a herbicidas, resistencia a insectos y enfermedades (Rao, 2015; Verdaguer et al.; 1998).

Phylum -
Clase -
Orden -
Familia Caulimoviridae
Género Cavemovirus

Especie virus del mosaico de la nervadura de la yuca (CsVMV)

Fuente: International Committee on Taxonomy of Viruses (http://ictvonline.org/).

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

Tecnologia GlyTol™ TwinLink™ Plus Semilla (variedades FiberMax™ y
(GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102) Stonville™)

Bayer CropScience NV Bayer CropScience

Innovation Center for Plant Biotechnology Seeds Innovation Center
Technologiepark 38 103 Erskine Street

9052 Ghent, Belgium Lubbock, TX 79403 USA

Bayer CropScience LP

2 T.W. Alexander Drive

P.O. Box 12014

Research Triangle Park

RTP, North Carolina 27709 USA

g) Referencia documental sobre origen y diversificacion del organismo receptor.
1. Origen y diversificacion del algodén.

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

Ademas de las 45 especies diploides, existen cinco especies alotetraploides (2n=4x=52) originarias
del Nuevo Mundo, de las cuales cuatro son originarias del continente Americano y una de 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. El origen genético de las especies alotetraploides fue
demostrado experimentalmente cruzando G. arboreum (genoma A), especie diploide cultivada en
la India, y G. thurberi (genoma D), especie diploide silvestre de América, y duplicando los
cromosomas del hibrido estéril con colchicina. El hibrido anfidiploide’” (AADD, 2n=4x=52) produjo
hibridos fértiles cuando fue cruzado con especies tetraploides americanas. Dos especies diploides
y dos tetraploides de Gossypium son las especies cultivas actualmente (Milton and Allen, 1995):

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

G. herbaceum 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.

En México y Australia se localizan 29 de las especies conocidas, 13 son de México. Estas se
encuentran distribuidas en toda la zona costera del Océano Pacifico y en los estados de Yucatan,
Quintana Roo, Campeche, Tabasco y Veracruz. En 1905 investigadores extranjeros iniciaron
expediciones formales para colectar la variabilidad genética de Gossypium existente en nuestro
pais. A la fecha se tienen registradas 16 expediciones, siete de ellas a partir de 1975, afio en que
por primera vez se cont6 con la participacion de investigadores nacionales. México ha participado
en seis expediciones en que se cubrieron todas las regiones donde existe algodén nativo,
lograndose colectar todas las especies y razas de G. hirsutum, excepto una, la raza G.h. latifolium
la que, parece ser extinta. La variabilidad genética colectada ha sido muy util en la mejora genética
del cultivo, un ejemplo al respecto es el caso de las variedades tipo Acala, que se caracterizan por
su alta calidad de fibra, obtenidas por seleccién de G.h. latifolium. De la especie G. harknessii se
aislo el sistema de esterilidad genético-citoplasmica que hizo posible la formaciéon de algodones
hibridos. Las especies G. anomalum y G. arboreum aportaron genes de resistencia a la "viruela del
algodén" (Puccinia cacabata R&B) y otras especies han aportado caracteristicas que confieren
resistencia al dafio de las plagas, por ejemplo, la ausencia de nectarios extraflorales y partes
vegetativas glabras que confieren resistencia al dafio de gusano bellotero (Helicoverpa zea B.) y
gusano rosado (Pecthinophora gossypiella S.) (Fryxell, 1984; Palomo, 1996).

El sureste de México y Guatemala es considerado como el centro de origen y diversidad de la
especie Gossypium hirsutum L., la cual es la especie cultivada mas importante en la actualidad.
Adicionalmente, 11 de las 13 especies silvestres diploides conocidas son endémicas de México.
Estas se encuentran distribuidas en la zona costera del Océano Pacifico y en los Estados de
Yucatan, Quintana Roo, Campeche, Tabasco y Veracruz (Fryxell, 1984; Palomo, 1996).

2. Especies silvestres y distribucion.

7 Anfidiploide (alopoliploide): poliploide formado tras la unién de dos conjuntos de cromosomas distintos y su posterior
duplicacion.
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De acuerdo con Fryxell (1984), Talipov et al. (1995), Palomo (1996) y la Red de Informacion de
Recursos de Germoplasma (GRIN) del Servicio de Investigacion Agricola (ARS-USDA) de Estados
Unidos (http://www.ars-grin.gov), se reportan las siguientes especies de Gossypium para la region
Norte de México (Cuadro 5).

Cuadro 5. Especies de Gossypium reportadas en la literatura para el Norte de México.

. . Nimero de Afo de
Especie Localidad L Uso
cromosomas descubrimiento

Gossypium hirsutum L. Regiones agricolas 52 1763 Cultivada

. . Sonora, Baja California .
Gossypium thurberi Tod sur. Chihuahua 26 1854 Silvestre
Gossypium davidsonii Kellogg Baja California Sur, Sonora 26 1873 Silvestre
Gossypium armourianum Kearney Baja California Sur 26 1933 Silvestre
Gossypium harknessii Brandegee Baja California Sur 26 1933 Silvestre
Gossypium aridum (Rose & Standl.) Sinaloa 26 1911 Silvestre
Skovst
Gossypium trilobum (Mocino & . i .
Sesse ex DeCandolle) Skovsted Sinaloa 26 Silvestre
Gossypium turneri Fryxell Sonora 26 - Silvestre

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

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

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

G. davidsonii Kellogg, se localiza en las costas sur de Sonora y Baja California Sur y en las Islas
de Revillagigedo. Esta especie es de interés desde el punto de vista evolutivo del género
Gossypium, ya que tiene hojas enteras ovadas y es dificil de cruzar con otras especies. La
evolucion del género es en el sentido de pasar de formas con hojas enteras hacia formas con hojas
partidas (lobuladas), por tal razén, es posible que G. davidsonii sea la especie mas ancestral que
surgio en las primeras fases de la evolucion de este género (Lemeshev, 1978). La flor es de color
amarillo con una pequefia mancha de color rojo en el interior, su cépsula es ovoide y
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generalmente, tiene cuatro Iéculos. La semilla mide 6 mm de largo y tiene fibra corta y escasa.
Esta especie se caracteriza por contar con una alta pubescencia en sus érganos vegetativos, lo
gue le da resistencia al ataque de plagas (insectos chupadores).

G. gossypioides (Ulbnich) Standley, es una especie originaria de Oaxaca y Sinaloa. Posee hojas
trilobuladas con Iébulos mas o menos pronunciados. La flor es de color rosa con una mancha de
color rojo en el interior. La capsula tiene tres I6culos y la semilla mide 7 mm de largo y esta
rodeada por fibras cortas y grisaceas. Habita en la selva baja caducifolia, en pendientes y suelos
planos arcillosos.

G. harknessii Brandegee, se localiza en Baja California Sur y en la isla del Carmen. Especie
caducifolia; sus hojas son enteras algo lobuladas y mas anchas que largas. La flor es de color
amarillo con base interior de color rojo y la capsula es ovoide con tres a cuatro I6culos. Las
semillas miden de 8 a 10 mm de largo con fibras grisaceas muy pequefas y fuertemente
adheridas. Al igual que G. armourianum, es muy resistente a la sequia y tiene bracteas caducas.
Es una especie muy importante ya que aportd los genes de esterilidad genético-citoplasmica y los
genes restauradores de la fertilidad que hicieron posible la formaciéon de genotipos hibridos de
algoddén con propésitos comerciales (Meyer, 1973). Habita en pendientes fuertes y suelos muy
delgados y pedregosos.

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

G. lobatum Gentry, se localiza en el Estado de Michoacan. Son arboles; posee hojas tri- o
pentalobuladas y mas anchas que largas. La flor es de color purpura claro y con un color morado
fuerte en la mitad inferior del interior de la misma. Las capsulas tienen tres l6culos. Cada l6culo
contiene varias semillas muy pubescentes, la fibra es muy corta y de color blanco o café claro. Al
igual que G. laxum, cuenta con hojas caducas. Habita en las selvas bajas caducifolias, en lugares
secos con pendientes y suelos pedregosos y delgados.

G. thurberi Todaro, se encuentra en Arizona, en el norte de la Peninsula de Baja California Sur,
Sonora y oeste de Chihuahua. Son plantas con altura hasta de 2.5 m; la hoja es glabra y presenta
de tres a cinco l6bulos angostos y largos, bien definidos. La flor es de color crema o ligeramente
amarilla, con una base interior de color rojo o sin él. La capsula es glabra de forma semirredonda a
oblonga con tres léculos. Cada l6culo contiene de seis a ocho semillas con una longitud de 3 a 4
mm y casi glabras. Esta especie soporta temperaturas de -7°C, caracteristica deseable en las
formas cultivadas para conferirles resistencia a bajas temperaturas. Al cruzarla con variedades
cultivadas, incrementa la resistencia de la fibra.

G. trilobum (Mocino y Sessé) Skovsted, se localiza en Michoacan, Morelos, Puebla y Sinaloa.
Posee hojas con tres Iébulos bien definidos en las inflorescencias. La flor es ligeramente amarilla
con el centro de color rojo. La capsula es glabra con tres (raramente dos) l6culos y de forma
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oblonga. Cada loculo contiene de ocho a 10 semillas, cuya longitud es de 3 a 4 mm. Las
pubescencias de la semilla son muy pequefas y ligeramente amarillentas.

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

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

G. lanceolatum Todaro, se localiza en Oaxaca, Guerrero, Michoacan y Nayarit. Las hojas pueden
ser de cinco, tres, o de un solo l6bulo y en todos los casos, los I6bulos son largos y estrechos. La
flor es de color amarillo y con, o sin, centro de color rojo. La capsula es de forma semirredonda y
contiene tres léculos con varias semillas. La semilla esta rodeada por fibra larga de color blanco.

G. hirsutum Linneo, se encuentra en los Estados del sur y sureste de México. Las hojas son de
tres o cinco I6bulos ovalados o triangulados. La flor es de color crema o ligeramente amarilla con, o
sin, mancha rojiza en el centro. Las capsulas son de forma ovalada o semirredonda y tienen de
tres a cinco léculos. Cada l6culo contiene varias semillas cubiertas con fibra larga de color blanco,
café claro o café oscuro.

En adicion a las especies diploides endémicas de México mencionadas anteriormente, se reporta
la presencia de la especie tetraploide de origen Peruano G. barbadense. Esta especie es un
arbusto o subarbusto anual que no tiene mucha importancia comercial en México y de acuerdo con
informacion de la CONABIOS, se tienen registros para los Estados de Baja California Sur, Sinaloa,
Oaxaca, Veracruz, Tabasco, Chiapas y Yucatan (www.conabio.gob.mx).

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

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

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

G. hirsutum palmeri, se le localiza en Oaxaca, Guerrero y Michoacan. Tiene hojas con l6bulos
muy hendidos, largos y delgados, se le conoce comunmente como hoja superokra o mano de
chango. Su bellota es pequeiia y de forma oval o redonda. La fibra es de color blanco y su longitud
varia de los 7 a los 25.9 mm.

8 Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad.
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G. hirsutum richmondi, es originaria de Oaxaca y generalmente, de bellota pequefa. Su fibra es
corta, fina y de color blanco. La longitud de la fibra oscila entre los 10 y los 26.7 mm.

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

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

En un estudio mas reciente (Ulloa et al., 2006) encontré que, con una excepcion, las razas de G
hirsutum mencionadas anteriormente, no se cultivan en México en la actualidad y que su
abundancia y, por lo tanto, su conservacion in situ estd muy limitada a plantas que crecen
ocasionalmente en areas perturbadas y como plantas de jardin mantenidas sélo por curiosidad por
algunos habitantes de areas rurales. Durante las expediciones realizadas en los Estados de
México, Morelos, Puebla, Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Colima, Jalisco y Nayarit, se
localizaron siete especies de algodon silvestre: G. aridum, G. barbadense, G. gossypioides, G.
hirsutum, G. laxum, G. lobatum y G. schwendimanii. La conservacion in situ de algunas de estas
especies también se encuentra seriamente amenazada por las actividades humanas.

Se pueden hacer algunas generalizaciones respecto a todas las especies de Gossypium que no se
requiere repetir para cada taxon. Todas las especies de Gossypium presentan autopolinizacion
aunque pueden presentarse ciertos cruzamientos intra especificos y posiblemente inter especificos
mediados por insectos. El transporte del polen por el viento en el género Gossypium nunca se ha
reportado lo cual es explicado por la textura y consistencia del polen producido en antesis. El polen
de G. hirsutum es viable por no mas de 24 horas. Cada flor, como las todos los miembros de
Malvaceae, son receptivas Unicamente el dia en que abren.

Las especies silvestres reportadas para México son diploides (2n=2x=26) y, por lo tanto, son
sexualmente incompatibles con el algodon cultivado G. hirsutum el cual es una especie
alotetraploide (2n=4x=52). En el caso de se pudieran encontrar especies silvestres cercanas a las
regiones agricolas y en el improbable caso de que pudieran quedar en contacto con polen de G.
hirsutum (tetraploide), el producto de la fecundacion seria triploide y durante la metafase de la
meiosis no se podria realizar el apareamiento de homélogos, imposibilitando asi la formacién de un
cigoto fértil por la disparidad de los sistemas genéticos (Stewart, 1995; Wendel et al.,, 2010;
Kantartzi, 2010). A esta barrera genética se debe incluir la barrera temporal para el
entrecruzamiento ya que no se presenta coincidencia en los periodos de floracion entre
poblaciones silvestres y plantaciones comerciales. Por otra parte, la distribucion de la especie
alotetraploide G. barbadense se encuentra limitada principalmente al sureste de México lejos de
las zonas productoras de algoddn comercial en el norte de la Republica Mexicana.

h) Secuencia génica detallada del evento de transformacién (tamafio del fragmento, sitio de
insercion y oligonucleétidos).

1. Evento GHB614.

La organizacion de los elementos genéticos dentro del inserto en el algodén GHB614 fue
caracterizada mediante PCR, amplificando tres fragmentos de hibridacién del DNA cubriendo la
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longitud completa del inserto. Los productos de PCR generados, seguidos del analisis PCR del
DNA gendmico del algodon GHB614, fueron del tamafio esperado.

La secuencia de DNA de la region flanqueante 5', inserto transgénico, region flanqueante 3’ y del
locus de pre-insercion del evento GHB614 fue determinada por PCR, utilizando DNA gendémico
aislado de plantas de algodén GHB614 y de la variedad convencional Cocker 312. Para la
determinacion de las secuencias del sitio de integracion, se amplificaron tres fragmentos de
hibridacion utilizando primers especificos y DNA del algodén GHB614 como plantilla.

La secuencia del sitio blanco de integracion se determind utilizando DNA aislado de plantas
transgénicas homocigéticas BC,Fs y DNA control de algodon convencional. Se utilizd6 un primer
especifico en direccion 5’ y otro en direccion 3’ del inserto (T-DNA) para amplificar el sitio blanco
de insercion en el algodon convencional. Se obtuvo una secuencia consenso derivada de los tres
fragmentos del evento GHB614 y se prepar6 una secuencia consenso que contenia las secuencias
del algoddn convencional (Gossypium hirsutum) en el sitio de integracion.

La secuencia derivada del locus transgénico fue comparada con la secuencia del T-DNA del vector
pPpTEM2 para determinar la posicion de la secuencia transgénica insertada, los diferentes elementos
genéticos presentes en el inserto, asi como las secuencias flanqueantes 5 vy 3.
Subsecuentemente, la secuencia derivada del locus de pre-inserciéon fue comparada con el locus
transgénico para determinar el sitio blanco de delecibn mediante la alineacibn de ambas
secuencias, utilizando el software Clone Manager. Los resultados de este andlisis indican que no
se observan diferencias entre las secuencias transgeénicas insertadas y las secuencias del T-DNA
del vector pTEM2. Las secuencias flanqueantes 5 y 3’ también son idénticas a las secuencias
determinadas en el sitio de integracion del algoddon convencional antes de la transformacion.
Finalmente, el arreglo de los elementos genéticos dentro del inserto es idéntico a la configuracion
disefiada en el vector pTEM2.

La secuencia del locus transgénico determinada consistié de 738 bp para la secuencia flanqueante
5’, 3978 bp para el inserto transgénico y 214 bp para la secuencia flanqueante 3’. Asimismo, se
determinaron 947 bp en el locus de pre-insercion (algodon convencional), incluyendo 727 bp de la
secuencia flanqueante 5, 203 bp de la secuencia flanqueante 3’ y un fragmento de 17 bp presente
en el algodon convencional pero no en el locus del evento GHB614, lo que indica que este
fragmento fue eliminado en el sitio de insercion después de la integracion del T-DNA del vector
pTEM2 (Figura 3). La secuencia detallada del evento GHB614, el sitio de insercion y los
oligonucleétidos usados para su caracterizacion es INFORMACION CONFIDENCIAL.

Figura 3. Productos de PCR generados a través del inserto en algodéon GHB614.

INFORMACION CONFIDENCIAL
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2. Evento T304-40.

La secuencia de DNA del locus transgénico incluyendo las secuencias transgénicas insertadas,
ambas secuencias flanco (5 y 3’) y el locus de pre-insercion del evento T304-40 fueron
determinadas mediante PCR, utilizando DNA gendmico aislado de plantas de algodén T304-40
(BC1Fs) y de la variedad convencional Cocker 315. Para la determinacion de las secuencias del
sitio de integracion, se amplificaron cinco fragmentos de hibridacion utilizando primers especificos
y DNA del algodén T304-40 como plantilla. Asimismo, para determinar la secuencia del sitio de
integracién previa a la transformacion genética, se amplific6 un fragmento usando un primer
especifico en direccion 5’ y otro en direccion 3’ del inserto, utilizando DNA gendmico del algodon
convencional Cocker 315 como plantilla. Se obtuvo una secuencia consenso derivada de los cinco
fragmentos del evento T304-40 y se prepard una secuencia consenso que contenia las secuencias
del algodon convencional (Gossypium hirsutum) en el sitio de integracion.

La secuencia del locus transgénico determinada consistié de 479 bp para la secuencia flanco 5’,
9056 bp para el inserto transgénico y 320 bp para la secuencia flanco 3’. La secuencia del inserto
transgénico de 9056 bp consiste de una secuencia parcial del terminador 3'me1, seguido de dos
copias parciales del cassette del gen crylAb en orientacién extremo - extremo (tail - tail), un
cassette con una secuencia parcial del promotor Ps7s7 y otro que contiene una secuencia parcial
del terminador 3'me1, asi como una copia parcial del cassette del gen bar, en el cual esta presente
una secuencia parcial del terminador 3’'nos. Uno de los cassettes de crylAb contiene una
secuencia parcial del promotor Ps7s7 y un segundo cassette crylAb contiene Gnicamente una
copia parcial del terminador 3'me1. El arreglo del inserto correspondiente al T-DNA del vector
pTDLOO8 en el algoddn T304-40 se presenta en la Figura 4. El alineamiento de la secuencia del
evento T304-40 con la secuencia del T-DNA del vector pTDLOO0S8 revel6 la sustitucién de una base
en el terminador adicional 3'me1. La citidina en la posicion 8979 de la secuencia del vector
pTDLOO08 fue sustituida por adenosina en la posicion 670 del locus transgénico T304-40.

Como resultado del evento de transformacidn se crearon cuatro nuevas uniones, dos localizadas
en los extremos 5’ y 3’ del inserto y dos localizadas dentro del inserto debido a un re-arreglo
(Figura 5).

La secuencia del locus de pre-insercion determinada consistio de 837 bp, lo cual incluye 480 bp
para la secuencia flanco 5’, 325 bp para la secuencia flanco 3’ y un sitio blanco de delecion de 32
bp que fue eliminado durante el proceso de transformacién y, por lo tanto, no se encuentra en el
locus transgénico. Estas secuencias flanqueantes 5’ y 3’ son idénticas a las determinadas en el
algodon convencional Cocker 315, lo cual demuestra que el origen de las secuencias flanco 5’ y 3’
del evento T304-40 es la planta de algodén Gossypium hirsutum. Asimismo, todas las secuencias
transgénicas insertadas se derivan del plasmido pTDLOO08. La secuencia detallada del evento
T304-40, el sitio de insercién y los oligonucle6tidos usados para su caracterizacion son
INFORMACION CONFIDENCIAL.

Figura 4. Esquema del locus correspondiente al evento T304-40 y del locus de pre-insercion.
INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 5. Localizacion de las regiones de union del DNA insertado en el algodén T304-40.

INFORMACION CONFIDENCIAL
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3. Evento GHB119.

La secuencia de DNA del locus transgénico incluyendo las secuencias transgénicas insertadas,
ambas secuencias flanco (5’ y 3’) y el locus de pre-insercion del evento GHB119 fue determinada
mediante PCR, utilizando DNA gendmico aislado de plantas de algodén GHB119 (To) y de la
variedad convencional Cocker 312. Para la determinacion de las secuencias del sitio de
integracién, se amplificaron tres fragmentos de hibridacion utilizando primers especificos y DNA del
algodén GHB119 como plantilla. Asimismo, para determinar la secuencia del sitio de integracién
previa a la transformacion genética, se amplifico un fragmento utilizando un primer especifico en
direccién 5’ y otro en direccidon 3’ a partir de la secuencia transgénica insertada, utilizando DNA
gendmico del algodén convencional Cocker 312 como plantilla. Se obtuvo una secuencia consenso
derivada de los tres fragmentos del evento GHB119 y se prepar6 una secuencia consenso que
contenia las secuencias del algodon convencional (Gossypium hirsutum) en el sitio de integracion.

La secuencia derivada del locus transgénico fue comparada con la secuencia del T-DNA del vector
pTEM12 utilizando el software Clone Manager, para determinar la posicion e integridad de la
secuencia transgénica insertada, los diferentes elementos genéticos presentes en el inserto, asi
como las secuencias flanco 5 y 3’ y el sitio blanco de delecion, comparando las secuencias
derivadas del locus de pre-insercion con las secuencias del locus transgénico.

La secuencia del locus transgénico determinada consiste de 358 bp de la secuencia flanco 5°, 4302
bp de la secuencia transgénica integrada y 320 bp de la secuencia flanco 3’ (

Figura 6). La secuencia insertada es totalmente idéntica a la secuencia y configuracion del T-DNA
del vector pTEM12. Asimismo, se determind la secuencia del locus de pre-insercién que contiene
684 bp, incluyendo 367 bp de la secuencia flanco 5’, 309 bp de la secuencia flanco 3’ y 8 bp del
sitio blanco de delecion que fue eliminado durante el proceso de transformacion y, por lo tanto, no
se encuentra en el locus transgénico. Las secuencias flanco 5’ y 3’ determinadas en el locus
transgénico son idénticas a las secuencias 5 y 3’ determinadas en el locus de algodén
convencional, lo que demuestra que las secuencias flanco del algodéon GHB119 corresponden
exactamente al genoma de Gossypium hirsutum. La secuencia detallada del evento GHB119, el
sitio de insercion y los oligonucledtidos usados para su caracterizacion son INFORMACION
CONFIDENCIAL.

Figura 6. Esquema del locus transgénico en el algodon GHB119 comparado con el T-DNA del
vector pTEM12 y el sitio de pre-insercion en el algoddn convencional Coker 312.

INFORMACION CONFIDENCIAL

4. Evento COT102.

El inserto de DNA en el algodon COT102 y las regiones flanco fueron secuenciadas usando una
combinacién de las herramientas Universal Genome Walker y amplificacion de DNA mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La alineacion de la secuencia transgénica del evento COT102 con la secuencia del vector pCOT1
resultdé en una alineacion exacta para todos los elementos genéticos funcionales contenidos dentro
del T-DNA. Durante el proceso de transformacion del algodén Coker 312 para producir el evento
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COT102, se truncaron algunas secuencias de los bordes. En la secuencia del borde izquierdo
fueron truncados 19-25 bp y en el borde derecho de 25 — 24 bp. Estas deleciones no tienen ningun
impacto en la expresion de las proteinas APH4 o Vip3Aal9 (VIP3A), este fendbmeno ha sido
observado previamente en transformaciones genéticas mediadas por Agrobacterium y ha sido
reportado en la literatura cientifica (Tinland and Hohm, 1995).

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paguete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacién del algodén GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

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

Los fragmentos de DNA insertados en el algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102
corresponden a los que contienen sus eventos parentales individuales. Por lo tanto, las
caracteristicas de las inserciones y secuencias flanco 5 y 3’ estan conservados en este evento
apilado. Los componentes individuales y el tamafo, fuente y funcién de las secuencias heredadas
de los eventos individuales comprendidos en el algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102
se describen en el inciso anterior (1.h.).

1. Secuencias flanqueantes.
1.1. Evento GHB614.

La secuencia de DNA de la region flanqueante &', inserto transgénico, region flanqueante 3’ y del
locus de pre-insercion del evento GHB614 fue determinada por PCR, utilizando DNA gendmico
aislado de plantas de algodén GHB614 y de la variedad convencional Cocker 312. Para la
determinacion de las secuencias del sitio de integracion, se amplificaron tres fragmentos de
traslape utilizando primers especificos y DNA del algodén GHB614 como plantilla. Asimismo, para
determinar la secuencia del sitio de integracién previa a la transformacién genética, se amplifico un
fragmento utilizando un primer en direccion 5 y otro en direccién 3, a partir de la secuencia
transgeénica insertada. Se obtuvo una secuencia consenso derivada de los tres fragmentos del
evento GHB614 y se prepar6 una secuencia consenso que contenia las secuencias del algodén
convencional (Gossypium hirsutum) en el sitio de integracion.

La secuencia derivada del locus transgénico fue comparada con la secuencia del T-DNA del vector
pTEM2 para determinar la posicion de la secuencia transgénica insertada, los diferentes elementos
genéticos presentes en el inserto, asi como las secuencias flanqueantes 5 vy 3.
Subsecuentemente, la secuencia derivada del locus de pre-inserciéon fue comparada con el locus
transgénico para determinar el sitio blanco de delecion mediante la alineacion de ambas
secuencias, utilizando el Clone Manager Software. Los resultados de este andlisis indican que no
se observan diferencias entre las secuencias transgénicas insertadas y las secuencias del T-DNA
del vector pTEM2. Las secuencias flanqueantes 5 y 3’ también son idénticas a las secuencias
determinadas en el algodon convencional. La secuencia del locus transgénico determinada
consistié de 738 bp para la secuencia flanqueante 5’, 3978 bp para el inserto transgénico y 214 bp
para la secuencia flanqueante 3’. Asimismo, se determinaron 947 bp en el locus de pre-insercion,
incluyendo 727 bp de la secuencia flanqueante 5’, 203 bp de la secuencia flanqueante 3’ y 17 bp
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del sitio blanco de delecion. La secuencia detallada del evento GHB614, el sitio de insercion y los
oligonucleétidos usados para su caracterizacion son INFORMACION CONFIDENCIAL.

1.2. Evento T304-40.

La secuencia de DNA del locus transgénico incluyendo las secuencias transgénicas insertadas,
ambas secuencias flanqueantes y el locus de pre-insercion del evento T304-40 fue determinada
por PCR, utilizando DNA gendmico aislado de plantas de algodon T304-40 (To) y de la variedad
convencional Cocker 315. Para la determinacion de las secuencias del sitio de integracion, se
amplificaron cinco fragmentos utilizando primers especificos y DNA del algodon T304-40 como
plantilla. Asimismo, para determinar la secuencia del sitio de integracién previa a la transformacion
genética, se amplifico un fragmento utilizando un primer en direccién 5’ y otro en direccién 3’, a
partir de la secuencia transgénica insertada, utilizando DNA gendmico del algodén convencional
Cocker 315 como plantilla. Se obtuvo una secuencia consenso derivada de los cinco fragmentos
del evento T304-40 y se prepard una secuencia consenso que contenia las secuencias del algodén
convencional (Gossypium hirsutum) en el sitio de integracion.

La secuencia del locus transgénico determinada consistié de 479 bp para la secuencia flanqueante
5’, 9056 bp para el inserto transgénico y 320 bp para la secuencia flanqueante 3. La secuencia del
inserto transgénico de 9056 bp consiste de una secuencia parcial del terminador 3'me1, seguido de
dos copias parciales del cassette del gen crylAb en orientacidon extremo a extremo, un cassette
con una secuencia parcial del promotor Ps7s7 y otro que contiene una secuencia parcial del
terminador 3'me1, asi como una copia parcial del cassette del gen bar, en el cual esta presente
una secuencia parcial del terminador 3’'nos. Uno de los cassettes de crylAb contiene una
secuencia parcial del promotor Ps7s7 y un segundo casstte crylAb contiene Unicamente una copia
parcial del terminador 3'me1. El alineamiento de la secuencia del evento T304-40 con la secuencia
del T-DNA del vector pTDLOO08 revel6 la sustitucion de una base en el terminador adicional 3'me1.
La citidina en la posicién 8979 de la secuencia del vector pTDL008 fue sustituida por adenosina en
la posicion 670 del locus transgénico T304-40.

La secuencia del locus de pre-insercion determinada consistio de 837 bp, lo cual incluye 480 bp
para la secuencia flanqueante 5’, 325 bp para la secuencia flanqueante 3’ y un sitio blanco de
delecion de 32 bp. Estas secuencias flanqueantes 5’ y 3’ son idénticas a las determinadas en el
algodon convencional Cocker 315, lo cual demuestra que el origen de las secuencias flanqueantes
5 y 3 del evento T304-40 es la planta de algoddén Gossypium hirsutum. Asimismo, todas las
secuencias transgénicas insertadas se derivan del plasmido pTDL008. La secuencia detallada del
evento T304-40, el sitio de insercion y los oligonucleétidos usados para su caracterizacion es
INFORMACION CONFIDENCIAL.

1.3. Evento GHB119.

La secuencia de DNA del locus transgénico incluyendo las secuencias transgénicas insertadas,
ambas secuencias flanqueantes y el locus de pre-inserciéon del evento GHB119 fue determinada
por PCR, utilizando DNA genémico aislado de plantas de algodén GHB119 y de la variedad
convencional Cocker 312. Para la determinacion de las secuencias del sitio de integracion, se
amplificaron tres fragmentos de traslape utilizando primers especificos y DNA del algodén GHB119
como plantilla. Asimismo, para determinar la secuencia del sitio de integracion previa a la
transformacion genética, se amplifico un fragmento utilizando un primer en direcciéon 5’ y otro en
direccién 3’, a partir de la secuencia transgénica insertada, utilizando DNA gendémico del algodon
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convencional Cocker 312 como plantilla. Se obtuvo una secuencia consenso derivada de los tres
fragmentos del evento GHB119 y se prepar6 una secuencia consenso que contenia las secuencias
del algodon convencional (Gossypium hirsutum) en el sitio de integracion.

La secuencia derivada del locus transgénico fue comparada con la secuencia del T-DNA del vector
pTEM12 para determinar la posicion e integridad de la secuencia transgénica insertada, los
diferentes elementos genéticos presentes en el inserto, asi como las secuencias flanqueantes 5’ y
3’ y el sitio blanco de delecion, comparando las secuencias derivadas del locus de pre-insercion
con las secuencias del locus transgénico.

La secuencia del locus transgénico determinada consiste de 358 bp de la secuencia flanco 5°, 4302
bp de la secuencia transgénica integrada y 320 bp de la secuencia flanco 3’. La secuencia
insertada es totalmente idéntica a la secuencia del T-DNA del vector pTEM12. Asimismo, se
determiné la secuencia del locus de pre-insercion que contiene 684 bp, incluyendo 367 bp de la
secuencia flanco 5’, 309 bp de la secuencia flanco 3’ y 8 bp del sitio blanco de delecion. Las
secuencias flanqueantes 5’ y 3’ determinadas en el locus transgénico son totalmente idénticas a
las secuencias 5’ y 3’ determinadas en el locus de algodén convencional, lo que demuestra que las
secuencias flanco del algodén GHB119 corresponden exactamente al genoma de Gossypium
hirsutum. La secuencia detallada del evento GHB119, el sitio de insercién y los oligonucleétidos
usados para su caracterizacion son INFORMACION CONFIDENCIAL.

1.4. Evento COT102.

El evento COT102 se obtuvo mediante trasformacién de la variedad de algodén Coker 312 con
el sistema Agrobacterium tumefaciens utilizando el plasmido pCOT1 (Tinland and Hohn, 1995;
Trolinder et al.,, 1988a, Trolinder et al., 1988b). Este plasmido contiene el gen vip3Aal9 que
confiere resistencia a insectos lepidépteros, asi como el gen aph4 que funciona como
marcador de seleccion.

El numero de copias del T-DNA del plasmido pCOT1 insertadas en el genoma del algodén, la
integridad de las secuencias codificantes vip3Aal9 y aph4, la integridad de los cassettes de
expresion de vip3Aal9 y aph4, asi como la confirmacion de la ausencia del esqueleto del plasmido
en el algodon fueron determinados mediante analisis Southern Blot, utilizando los diferentes
componentes del cassette de transformacion (vip3Aa, aph4, promotor actin-2, promotor ubiquitin-3,
gen Spec, gen RepA, VS1 ori, ColE1 ori) como sondas. Los resultados del analisis indican que el
evento COT102 contiene Unicamente una copia intacta del T-DNA del plasmido pCOT101,
asimismo los resultados confirman la ausencia de cualquier otra secuencia de DNA fuera de los
bordes del T-DNA del vector pCOT1 (Artim et al., 2003°).

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacibn mas detallada consultar la informacién de caracterizacibn molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacién del algodén GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

9 Artim, L.; Hill, K.; Jiang, X.; Lee, M.; Mascarenhas, V.; Mullins, M.; Privalle, L.; Rabe, S.; Schriver, T.; Stein, J.; Vlachos,
D.; Walters, F.; Ward, K.; Zawodny, J. 2003. Petition for the Determination of Non-Regulated Status: Lepidopteran Insect
Protected VIP3A Cotton Transformation Event COT102. Syngenta Seeds, Inc. Research Triangle Park, NC 27709.
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2. Numero de copias.
2.1. Evento GHB614.

El evento parental GHB614 se obtuvo mediante trasformacién de la variedad de algoddn Coker
312 con el sistema Agrobacterium tumefaciens, utilizando el vector pTEM2. Este vector
contiene una construccién quimérica unica del gen, disefiada para ser funcional en
plantas y conferir tolerancia al herbicida (glifosato: Ph4a748A -intronlh3At-
TPotpC::2mepsps::3'histon4At. La secuencia del gen 2mepsps se deriva del gen epsps del
maiz (Zea mays) modificado mediante mutagénesis dirigida en dos nucleétidos. Asimismo, se
adicion6 un codon de metionina en el extremo N-terminal de la secuencia de la proteina 2mEPSPS
para restaurar el sitio de escisidén del péptido de transito optimizado. El gen 2mepsps produce una
proteina de 47 kDa con funcion enzimatica normal y reducida afinidad con el glifosato.

El DNA genbmico aislado del algodon GHB614 fue sometido a andlisis Southern blot para
determinar el nimero de insertos, numero de copias, integridad del cassette de expresion de
2mepsps y la presencia o ausencia de secuencias del esqueleto del plasmido. Para este analisis
se utilizaron los diferentes componentes del cassette de transformacion (promotor Ph4a748At-
intron1lh3At+TPotpC::2mepsps::terminador histonAt), asi como el fragmento completo del T-DNA,
como sondas (Cuadro 6). El algodén convencional Cocker 312 (usado en la transformacion) fue
utilizado como control negativo para el andlisis. Varias alicuotas de DNA gendmico del algodén
GHB614 fueron digeridas con las enzimas de restriccion EcoRV, Bglll, Pvull, Asel, Ncol, Hindlll,
Afllll, BamHI y Kpnl para localizar sitios de restriccion en el plasmido pTEM2 (Cuadro 7,

Figura 7).

Para determinar el inserto y nimero de copias, el DNA fue separado mediante electroforesis y los
fragmentos obtenidos fueron transferidos a dos membranas de nylon e hibridados con cuatro
sondas marcadas con P3*? que contenian cada elemento genético presente en el vector pTEM2.
También se utilizé6 una quinta sonda marcada con P32 para cubrir la longitud total del T-DNA. Los
carriles en el gel de agarosa contenian aproximadamente 10 ug DNA digerido con las enzimas de
restriccion. La cantidad digerida del vector pTEM2 en los carriles de control positivo es equivalente
a una copia del plasmido integrado en 10 ug de DNA del algodén. Las membranas de hibridacién
fueron visualizadas por autorradiografia (Sambrook et al.,, 1989). El nimero de fragmentos
hibridados detectados indica el nUmero de insertos presentes en el algodén GHB614.

Cuadro 6. Sondas utilizadas en el andlisis de hibridacién Southern Blot del algodon GHB614.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 7. Esquema del T-DNA del evento GHB614 mostrando la estrategia de hibridacion.

INFORMACION CONFIDENCIAL
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Los resultados del andlisis de hibridacién Southern blot obtenidos del DNA genémico del algodon
GHB614 y Cocker 312 (control negativo), muestran la presencia de un fragmento de integracion 5°
y un fragmento de integracion 3’; asimismo el patron y tamafio de los fragmentos observados en el
andlisis de hibridacion, comparados con los fragmentos esperados de la digestion de DNA,
permiten concluir que se integré Unicamente una copia del T-DNA del vector pTEM2 en el algodén
GHB614 INFORMACION CONFIDENCIAL (Figuras 4 - 8).

Cuadro 7. Fragmentos de hibridacion esperados y observados para el andlisis Southern blot del
algodon GHB614.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 8. Verificacion del inserto en el algodén GHB614 — sonda Ph4a748At.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 9. Verificacion del inserto en el algodéon GHB614 — sonda intronl h3At+TPotp C.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 10. Verificacion del inserto en el algodén GHB614 — sonda 2mepsps.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 11. Verificacion del inserto en el algodén GHB614 — sonda 3’histonAt.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 12. Verificacion del inserto en el algodén GHB614 — sonda del T-DNA completo.

INFORMACION CONFIDENCIAL
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2.2. Evento T304-40.

El evento parental T304-40 se obtuvo mediante trasformacion de la variedad de algodén Coker
315 con Agrobacterium tumefaciens, utilizando el plasmido pTDLO08. Este plasmido contiene
una construccidén genética que incluye el gen crylAb que confiere resistencia a insectos
lepidépteros, asi como una construccion genética que incluye el gen bar que confiere
tolerancia al herbicida glufosinato de amonio.

El DNA gendmico aislado del algodén T304-40 y de la variedad convencional FiberMax® 966 fue
sometido a andlisis Southern blot, utilizando los diferentes componentes del cassette de
transformacion (promotor 5’e1-Ps7s7ter, gen crylAb, terminador 3'me1, promotor P35S3, gen bar,
terminador 3'nos), asi como el fragmento completo del T-DNA, como sondas (Cuadro 8). EIl DNA
aislado del evento T304-40 generaciéon BC:Fs; fue digerido con las siguientes enzimas de
restriccion: Apal, Dralll, EcoRI, EcoRV, Ndel, Bgll, Swal, Sspl, Sacl y Xbal. El algodén
convencional fue digerido con la enzima Xbal y fue usado como control negativo; DNA del algodén
convencional digerido con Xbal y suplementado con una cantidad equimolar de DNA del plasmido
pTDLOO8 digerido con Xbal, fue usado como control positivo.

Para determinar el inserto y numero de copias, los fragmentos de DNA resultantes fueron
separados por electroforesis en gel de agarosa, transferidos a una membrana y secuencialmente
hibridados con siete sondas diferentes, cada una representando un fragmento del cassette de
transformacion genética o el T-DNA completo. La estrategia de hibridacion utilizada se presenta en
la Figura 13.

Cuadro 8. Sondas utilizadas en el analisis de hibridacién Southern blot del algodén T304-40.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 13. Dibujo esquemético del T-DNA del evento T304-40 mostrando la estrategia de
hibridacion.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Los resultados del analisis de hibridaciéon Southern blot obtenidos del DNA gendémico del algodén
T304-40 y FM966 (control negativo), muestran que Unicamente una copia casi completa del T-
DNA, flanqueada por una copia incompleta invertida del cassette del gen crylAb y un terminador
3'me1 adicional, fueron transferidos al algodén T304-40 INFORMACION CONFIDENCIAL (Figuras
5-7).

Figura 14. Esquema del inserto en el algodén T304-40.

INFORMACION CONFIDENCIAL
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Figura 15. Resultados del andlisis de hibridacion Southern blot con diferentes sondas para el
evento T304-40.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 16. Resultados del andlisis de hibridacidon Southern blot con diferentes sondas para el
evento T304-40 (continuacion).

INFORMACION CONFIDENCIAL

2.3. Evento GHB119.

El evento GHB119 se obtuvo mediante trasformacion de la variedad de algoddon Coker 312 con
Agrobacterium tumefaciens, utilizando el plasmido pTEM12. Este plasmido contiene una
construccién genética que incluye el gen cry2Ae que confiere resistencia a insectos
lepidépteros, asi como una construccion genética que incluye el gen bar que confiere
tolerancia al herbicida glufosinato de amonio.

El DNA gendmico aislado del algodon GHB119 y de la variedad convencional FM 966 fue sometido
a analisis Southern blot, utilizando los diferentes componentes del cassette de transformacion
(terminador 3’'nos, gen bar, promotor PCsVMV, promotor P35S2-5'cab22L, gen mas péptido de
transito TPssuAt-cry2Ae, terminador mas borde derecho 3'35S-RB), asi como el fragmento
completo del T-DNA, como sondas (Cuadro 9). El DNA aislado del algodon GHB119 generacion T,
fue digerido con una las siguientes enzimas de restriccion o combinacion de enzimas: Dral, EcoRV,
Hindlll, Ncol, BamHI, EcoRl, Pstl, Aval, Ndel, Xhol, EcoRI/Pstl y EcoRI/Ndel. DNA del algodén
convencional (FM 966) digerido con la enzima EcoRV y fue usado como control negativo; DNA del
algodon convencional (FM 966) suplementado con una cantidad equimolar de DNA del plasmido
pTEM12 fue usado como control positivo.

Para determinar el inserto y namero de copias, los fragmentos de DNA resultantes fueron
separados por electroforesis en gel de agarosa, transferidos a una membrana y secuencialmente
hibridados con siete sondas diferentes, cada una representando un fragmento del cassette de
transformacioén genética, o el T-DNA completo. La estrategia de hibridacién se presenta en la
Figura 17. La longitud de todos los fragmentos de hibridacion fue determinada con el software
Genetools disponible comercialmente.

Cuadro 9. Sondas utilizadas en el andlisis de hibridacién Southern blot del algodon GHB119.

INFORMACION CONFIDENCIAL
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Figura 17. Esquema del T-DNA del evento GHB119 mostrando la estrategia de hibridacion.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Los resultados del andlisis de hibridacién Southern blot obtenidos del DNA genémico del algodon
GHB119 y FM 966 (control negativo), muestran la presencia de un fragmento de integracion 5’ y un
fragmento de integracion 3’; asimismo el patron y tamafio de los fragmentos observados en el
andlisis de hibridacion, comparados con los fragmentos esperados de la digestion de DNA,
permiten concluir que se integré Unicamente una copia del T-DNA del vector pTEM12 en el
algodén GHB614 y que el DNA transferido al algoddn corresponde a la misma configuraciéon
disefiada en el vector de transformacion INFORMACION CONFIDENCIAL (Figura 18 - 19).

Figura 18. Resultados del analisis de hibridacion Southern blot con diferentes sondas para el
evento GHB119.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 19. Resultados del andlisis de hibridacion Southern blot con diferentes sondas para el
evento GHB119 (continuacion).

INFORMACION CONFIDENCIAL

1.4. Evento COT102.

El evento COT102 se obtuvo mediante trasformaciéon de la variedad de algodén Coker 312 con
el sistema Agrobacterium tumefaciens utilizando el plasmido pCOT1 (Tinland and Hohn, 1995;
Trolinder et al., 1988a, Trolinder et al., 1988b). Este plasmido contiene el gen vip3Aal9 que
confiere resistencia a insectos lepidopteros, asi como el gen aph4 que funciona como
marcador de seleccion.

El numero de copias del T-DNA del plasmido pCOT1 insertadas en el genoma del algodén, la
integridad de las secuencias codificantes vip3Aal9 y aph4, la integridad de los cassettes de
expresion de vip3Aal9 y aph4, asi como la confirmacion de la ausencia del esqueleto del plasmido
en el algodén fueron determinados mediante analisis Southern Blot, utilizando los diferentes
componentes del cassette de transformacion (vip3Aa, aph4, promotor actin-2, promotor ubiquitin-3,
gen Spec, gen RepA, VS1 ori, ColE1 ori) como sondas. Los resultados del analisis indican que el
evento COT102 contiene Unicamente una copia intacta del T-DNA del plasmido pCOT101,
asimismo los resultados confirman la ausencia de cualquier otra secuencia de DNA fuera de los
bordes del T-DNA del vector pCOT1 (Artim et al., 2003%°),

10 Artim, L.; Hill, K.; Jiang, X.; Lee, M.; Mascarenhas, V.; Mullins, M.; Privalle, L.; Rabe, S.; Schriver, T.; Stein, J.; Vlachos,
D.; Walters, F.; Ward, K.; Zawodny, J. 2003. Petition for the Determination of Non-Regulated Status: Lepidopteran
Insect Protected VIP3A Cotton Transformation Event COT102. Syngenta Seeds, Inc. Research Triangle Park, NC
277009.
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El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacién del algodén GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

3. Expresion.

La medicion de la expresion génica se puede determinar mediante la cuantificacién directa del
producto del gen, que en general es una proteina. Los niveles de expresién de las proteinas
CrylAb, Cry2Ae, Vip3Aal9, 2mEPSPS, PAT/bar y APH4 fueron determinados mediante la técnica
de ensayo por inmuno-absorcion ligado a enzima (ELISA) y analizados estadisticamente en raiz,
hoja, cuadros, bellotas, polen y semilla de algodén GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 en
distintas etapas de desarrollo de las plantas (V4-V6, inicio de cuadros, floracién y madurez). El
andlisis de expresion de las proteinas fue realizado a partir de muestras de ensayos de campo
establecidos en regiones representativas para la produccion de algodén en Estados Unidos
(Georgia, Arkansas y Texas), durante el ciclo 2013 (INFORMACION CONFIDENCIAL). Los
resultados de la determinacion del nivel de expresiéon de las proteinas se presentan en los Cuadros
10 - 15.

Cuadro 10. Niveles de expresién de la proteina CrylAb en tejidos de algodon GHB614 x T304-40
x GHB119 x COT102.

) Cryl1Ab (ug/g peso seco) Cryl1Ab (ug/g peso fresco)
Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango

Hoja 12.70 £ 4.02 5.68 - 18.39 2.93+0.79 1.77 - 3.87
4 -6 hojas

Raiz 9.05+2.26 5.10-11.74 1.94 +0.38 1.46 - 2.49
Inicio de cuadros Hoja 16.37 £ 6.05 6.67 - 26.26 3.41+1.38 1.42-5.74
Floracion Polen NA NA 0.13+£0.09 0.04 -0.29

Hoja 6.12 +1.80 3.62-10.29 1.72+0.57 0.97 -3.15
2 semanas después Cuadros 7.66 +1.51 5.30-10.49 1.69 +0.26 1.34 -2.25
de primera flor Bellotas 5.64 + 1.44 2.95-7.65 0.95 + 0.24 0.56 - 1.27

Planta completa 5.30£3.32 0.71-10.55 1.51+0.93 0.19 - 3.10
Madurez Semilla 3.94+0.74 2.98 -5.32 3.41+£0.59 2.56 - 4.33

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estandar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.
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Cuadro 11. Niveles de expresién de la proteina Cry2Ae en tejidos de algodon GHB614 x T304-40 x

GHB119 x COT102.
. Cry2Ae (ug/g peso seco) Cry2Ae (ug/g peso fresco)
Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango

Hoja 152.34 + 45.64 96.54 — 252.90 35.76 + 10.53 21.95-52.34
4 — 6 hojas

Raiz 12.26 + 3.64 7.25-17.21 2.74+£1.09 1.55-4.28
Inicio de cuadros Hoja 165.61 + 56.59 94.01 - 233.28 33.88 +10.98 20.25 - 49.55
Floracién Polen NA NA 0.13 £ 0.06 0.05-0.29

Hoja 101.42 £ 16.45 78.61 - 133.41 28.39+5.24 20.60 - 37.63
2 semanas después Cuadros 29.99 +10.73 19.56 - 55.03 6.86 + 3.07 4.05-14.17
de primera flor Bellotas 17.98 + 4.92 11.11 - 30.29 3.06 +0.94 1.72-5.46

Planta completa 77.82+24.79 55.43 - 137.79 22.27+7.12 13.72-39.42
Madurez Semilla 21.38 £ 2.37 18.14 - 25.34 18.55 + 2.17 15.56 - 21.81

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estandar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.

Cuadro 12. Niveles de expresion de la proteina Vip3Aal9 en tejidos de algodén GHB614 x T304-
40 x GHB119 x COT102.

Vip3Aal9 (ug/g peso seco)

Vip3Aal9 (ug/g peso fresco)

Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango

Hoja 167.54 £ 72.47 77.74 - 271.57 37.11+11.63 25.59 - 57.62
4 — 6 hojas

Raiz 74.53 +22.90 30.56 - 101.67 15.70 £ 3.52 8.46 - 20.79
Inicio de cuadros Hoja 312.49 + 69.47 211.68 - 416.78 64.26 + 14.03 45,93 - 87.31
Floracién Polen NA NA 0.42 £0.09 0.29 - 0.57

Hoja 91.66 + 20.32 60.65 - 118.37 25.69 +6.16 15.26 - 31.93
2 semanas después Cuadros 71.83 +16.58 38.16 - 90.87 15.82 £+ 2.87 9.83-19.47
de primera flor Bellotas 62.62 + 15.91 44.42 - 9151 10.63 £ 2.91 7.08 - 15.53

Planta completa 63.59 + 26.43 29.57 - 116.24 17.78 £ 6.70 9.82 -34.10
Madurez Semilla 6.69 +1.25 5.02 - 8.86 5.79+1.01 4.34 -7.45

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estandar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.
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Cuadro 13. Niveles de expresion de la proteina 2mEPSPS en tejidos de algodon GHB614 x T304-

40 x GHB119 x COT102.
) 2mEPSPS (ug/g peso seco) 2mEPSPS (ug/g peso fresco)
Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango

Hoja 337.59 + 68.93 251.53 - 447.39 80.89 + 22.74 48.50 - 110.11
4 — 6 hojas

Raiz 82.86 + 14.95 49.70 - 103.18 17.75+1.76 14.18 - 20.81
Inicio de cuadros Hoja 1519.53 +478.40| 659.30 - 2068.93| 315.86 +111.11| 140.20 - 453.21
Floracién Polen NA NA 5.96 + 3.63 1.38-12.70

Hoja 452.3 £ 125.62 340.80 - 785.88 125.57 £ 31.80 96.66 - 206.19
2 semanas después Cuadros 313.13 £60.14 242.45 - 418.57 69.30 + 10.07 57.08 - 89.69
de primera flor Bellotas 127.73+17.10 | 101.49 - 156.75 21514256 | 18.01-25.76

Planta completa 240.63 £ 99.08 122.26 - 425.44 68.31 + 27.98 40.57 - 121.70
Madurez Semilla 123.25 + 9.53 105.44 - 133.25 106.78 £ 7.94 95.09 - 119.67

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estdndar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.

Cuadro 14. Niveles de expresion de la proteina PAT/bar en tejidos de algodén GHB614 x T304-40

x GHB119 x COT102.
Etapa de desarrollo Matrix PAT/bar (ng/g peso seco) PAT/bar (ug/g peso fresco)
Media + SD Rango Media + SD Rango
) Hoja 557.04 £ 60.87 435.82 - 650.48 141.21 + 63.01 84.57 - 281.95
4 -6 hojas Raiz 273.54 £71.48 183.73 - 382.20 58.34 £9.74 43.79 - 72.38
Inicio de cuadros Hoja 1425.41 + 495.75 | 836.31 - 2210.67 | 288.57 +84.15 182.56 - 435.60
Floracion Polen NA NA 0.70 £ 0.52 0.17 - 1.66
Hoja 900.52 + 284.91 527.54 - 1373.43 | 250.66 + 78.49 145.75 - 360.34
2 semanas después Cuadros 1141.01 + 319.25 738.50 -1544.70 250.59 £ 56.35 176.79 - 324.06
de primera flor Bellotas 423.67+77.84 | 32457-547.88 | 71.32+12.06 | 52.83-87.82
Planta completa 475.65 £ 112.84 280.49 - 653.81 134.86 + 28.10 93.09 - 191.80
Madurez Semilla 259.44 + 27.46 204.28 - 294.51 22465 +£22.11 | 184.20 - 252.71

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estandar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.
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Cuadro 15. Niveles de expresion de la proteina APH4 en tejidos de algodon GHB614 x T304-40 x
GHB119 x COT102.

) APH4 (ug/g peso seco) APH4 (ug/g peso fresco)
Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango
Hoja ND <LLOQ ND <LLOQ
4 — 6 hojas
Raiz ND <LOD - <LLOQ ND <LOD - <LLOQ
Inicio de cuadros Hoja 0.65+0.122 <LOQ - 0.80 0.12+0.022 <LOD - 0.15
Floracion Polen NA NA ND <LOD - <LLOQ
Hoja ND <LOD - <LLOQ ND <LOD - <LLOQ
2 semanas después Cuadros ND <LOD - <LLOQ ND <LOD - <LLOQ
de primera flor Bellotas ND <LOD - <LLOQ ND <LOD - <LLOQ
Planta completa ND <LOD ND <LOD
Madurez Semilla ND <LOD?® ND <LOD®

Muestras con cantidades no cuantificables de la proteina APH4 estuvieron por debajo del limite de deteccién (<LOD) o
por debajo del limite menor de cuantificacion (LLOQ) y no fueron determinadas (ND). NA = No Aplicable.

a La media y desviacion estandar (SD) para peso seco y peso fresco se basan en un total de 6 repeticiones para dos
ensayos, el resto de los sitios no fueron cuantificables (<LLOQ o <LOD).

b El rango para peso seco y peso fresco se basa en un total de 11 repeticiones de tres ensayos.

i) Mapa de la construccion genética, tipo de herencia de los caracteres, expresion de las
proteinas y su localizacion.

1. Mapas de las construcciones genéticas.
1.1. Evento GHB614.

Para introducir el gen de interés en las plantas de algodén se utilizé el vector pTEM2. Este
vector contiene una construccibn quimérica uUnica del gen 2mepsps, disefiada para ser
funcional en plantas de algodén y conferir tolerancia al herbicida glifosato: Ph4a748A-
intron1h3At-TPotpC::2mepsps::3'histon4At (INFORMACION CONFIDENCIAL).

El vector pTEM2 es un derivado de pGSC1700 (Cornelissen and Vandewiele, 1989), que
fue construido en Escherichia coli y posteriormente transferido a una cepa adecuada de
Agrobacterium tumefaciens.

El vector p TEM2 comprende los siguientes elementos estructurales (Figura 20 - 21):

e EIl ndcleo del plasmido, que incluye el origen de replicacion del plasmido pBR322
(Bolivar et al., 1977) para replicacion en Escherichia coli (ORI ColE1l), y un fragmento de
restriccion que incluye el origen de replicacion del plasmido pVS1 de Pseudomonas (Itoh
etal., 1984) para replicacion en Agrobacterium tumefaciens (ORI pVS1).

e Un gen marcador de seleccion (aadA) que confiere resistencia a estreptomicina y
espectinomicina, para seleccion del plasmido en Eschericha coli y Agrobacterium
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tumefaciens (Leemans et al., 1982).
¢ Una regidon consistente en un fragmento de neomycin fosfotransferasa que codifica la
secuencia del gen nptl del transpos6n Tn903 (Oka et al., 1981).

Estas secuencias son funcionales Unicamente en el huésped bacteriano y se ubican fuera de los
bordes del T-DNA, por lo tanto, no fueron transferidas al genoma del algodén.

El vector también contiene una region artificial de T-DNA, que consiste en las secuencias de
los bordes izquierdo (LB) y derecho (RB) del T-DNA de Agrobacterium tumefaciens
(Zambryski, 1988) y sitios de clonacién multi-enlace que permiten la insercion de genes
guiméricos entre los bordes del T-DNA. No hay secuencias residuales del T-DNA de A.
tumefaciens entrelos bordes del vector pTEM2.

Los elementos genéticos presentes en la regién del T-DNA del vector pTEM2 se describen en el
Cuadro 16.

Figura 20. Mapa del vector pTEM2.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 21. Diagrama del T-DNA del plasmido pTDLO0O08.
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Cuadro 16. Tamafo, origen y funcién prevista de los elementos genéticos presentes en la
region T-DNA del vector pTEM2.

Elemento Tamafio (pares . .
s Funcion/ Referencia
genético de bases)

LB o Borde izquierdo del T-DNA de Agrobacterium tumefaciens
(Zambryski, 1988)

Promotor del gen H4 de la histona de Arabidopsis thaliana
(Chabouté et al., 1987) que controla la expresion del gen
2mepsps.

PhaarasAt 1010 El promotor Ph4a748, combinado con el intron del gen Il de
la histona variante H3.11l de Arabidopsis thaliana (Chaubet et
al., 1992) dirige una alto nivel de expresion constitutiva,
especialmente en tejidos vegetales en rapido crecimiento.

. Intron del gen Il de la histona variante H3.lll de Arabidopsis

intron1 h3At 516 thaliana (Chaubet et al., 1992).
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Elem'e.nto Tamatio (pares Funcion/ Referencia

genético de bases)
Péptido de transito optimizado que dirige la translocacién de
la proteina madura a los cloroplastos, sitio donde la proteina
2mEPSPS es funcionalmente activa (Lebrun et al., 1996)

TPotp C 372

Este péptido de transito se deriva de secuencias obtenidas
de la ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa-oxigenasa (RuBisCo)
de maiz y girasol, una enzima presente en todas las plantas
fotosintéticas (Lebrun et al., 1996).

Secuencia codificante del gen con mutacién doble 5-
2mepsps: 1337 enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa derivado de Zea mays
(Lebrunetal.,2003)

Sefal de poliadenilacion de la region 3’ no traducida del gen

3’histonAt 742 de la histona H4 de Arabidopsis thaliana (Chabouté et al.,
1987)
RB 24 Borde derecho del T-DNA de Agrobacterium tumefaciens

(Zambryski, 1988)

1.2. Evento T304-40.

Para la obtencion del evento T304-40 se utilizd el vector pTDL008. Este vector contiene una
construccién genética disefiada para ser funcional en plantas de algoddén y conferir
resistencia a insectos lepidépteros y tolerancia al herbicida glufosinato de amonio:
promotor 5'e71-Ps7s7ter-gen crylAb-terminador 3'me7-promotor P35S3-gen bar-terminador 3’nos
(INFORMACION CONFIDENCIAL).

La estructura del vector contiene los siguientes elementos genéticos (Figura 22 - 23):

e EIl ndcleo del plasmido que contiene el origen de replicaciéon del plasmido pBR322
(Bolivar et al., 1977) para la replicacién en Escherichia coli (ORI ColE1l) y un fragmento
de restriccibn que contiene el origen de replicacién del plasmido pVS1 de Pseudomonas
(Itoh et al., 1984) para la replicacién en Agrobacterium tumefaciens (ORI pVS1J).

¢ Un gen marcador de seleccion (aadA) que confiere resistencia a estreptomicina y
espectinomicina para la propagacién y seleccion del plasmido en Escherichia coli y
Agrobacterium tumefaciens.

e Una regién de DNA que consiste en un fragmento de neomicin fosfotransferasa que
codifica la secuencia del gen nptl del transposén Th903 (Oka et al., 1981).

Estas secuencias son funcionales Unicamente en el huésped bacteriano y se ubican fuera de los
bordes del T-DNA, por lo tanto, no fueron transferidas al genoma del algodén.

El vector también contiene una region artificial de T-DNA, que consiste en las secuencias de
los bordes izquierdo (LB) y derecho (RB) del T-DNA de Agrobacterium tumefaciens
(Zambryski, 1988) y sitios de clonacién multi-enlace que permiten la insercion de genes
guiméricos entre los bordes del T-DNA. No hay secuencias residuales del T-DNA de A.
tumefaciens entrelos bordes del vector pTDLOOS.
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Los elementos genéticos presentes en la regién del T-DNA del vector pTDL008 se describen en

el Cuadro 17.

Figura 22. Mapa del plasmido pTDLOOS.
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Figura 23. Diagrama del T-DNA del plasmido pTDLO0O0S8.
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Cuadro 17. Tamafo, origen y funcion prevista de los elementos genéticos presentes
region T-DNA del vector pTDLOOS.

en la

Elemento
genético

Tamafio (kb)

Funcién/ Referencia

RB

0.024

Borde derecho del T-DNA de Agrobacterium tumefaciens
(Zambryski, 1988)

3’me1

0.94

Regién 3’ no traducida del gen de la enzima 1 malico NADP
derivado de Flaveria bidentis, la cual termina la expresion del
gen crylAb y dirige la poliadenilacion (Marshall et al., 1996)

crylAb

1.85

Secuencia codificante de la proteina Cry1Ab derivada
Bacillus thuringiensis berliner 1715 (Héfte et al., 1989)

5e1

0.06

Secuencia lider 5’ no traducida del gen GE1 especifico del
tapetum de Oryza sativa que funciona como promotor del
gen crylAb (Michiels et al., 1992).

Ps7s7

1.04

Promotor derivado del segmento 7 del genoma del virus de la
atrofia del trébol subterraneo (SCSV) con la regién promotora
duplicada (Boevink et al., 1995).

El promotor Ps7s7 esta fusionado a la secuencia lider 5° no
traducida del gen GE1 especifico del tapetum de Oryza
sativa (Michiels et al., 1992) para dirigir una alto nivel de
expresion del gen crylAb.

P35S3

0.86

Region promotora del virus del mosaico de la coliflor (CaMV)
(Odell et al., 1985). El promotor 35S dirige una alta expresion
constitutiva del gen bar y es ampliamente usado como
promotor para la alta expresion de genes.

Bar

0.55

Secuencia codificante del gen phosphinothricin
acetyltransferase derivado de Streptomyces hygroscopicus
(Thompson et al., 1987).

3’nos

0.31

Regién 3’ no traducida del gen de la nopalina sintasa
derivada del plasmido pTiT37 de Agrobacterium tumefaciens,
la cual termina la expresion del gen bar y dirige la
poliadenilacion (Depicker et al., 1982)

LB

24

Borde izquierdo del T-DNA de Agrobacterium tumefaciens
(Zambryski, 1988)
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1.3. Evento GHB119.

Para la obtencion del evento GHB119 se utilizé el vector pTEM12. Este vector contiene una
construccion genética diseflada para ser funcional en plantas de algodén y conferir
resistencia a insectos lepidépteros y tolerancia al herbicida glufosinato de amonio:
terminador 3’nos-gen bar-promotor PCsVMV-promotor P35S2-5'cab22L-gen mas péptido de
transito  TPssuAt-cry2Ae-terminador mas borde derecho 3'35S-RB  (INFORMACION
CONFIDENCIAL).

La estructura del vector contiene los siguientes elementos genéticos (

Figura 24 - 25):

e El ndcleo del plasmido que contiene el origen de replicacién del plasmido pBR322 (Bolivar et
al., 1977) para la replicacién en Escherichia coli (ORI ColE1l) y un fragmento de restriccion
gue contiene el origen de replicacion del plasmido pVS1 de Pseudomonas (Itoh et al., 1984)
para la replicacion en Agrobacterium tumefaciens (ORI pVS1).

e Un gen marcador de seleccion (aadA) que confiere resistencia a estreptomicina y
espectinomicina para la propagacion y seleccion del pldsmido en Escherichia coli y
Agrobacterium tumefaciens.

¢ Una region de DNA que consiste de un fragmento de neomicin fosfotransferasa que codifica
la secuencia del gen nptl del transposén Tn903 (Oka et al., 1981).

Estas secuencias son funcionales Unicamente en el huésped bacteriano y se ubican fuera de los
bordes del T-DNA, por lo tanto, no fueron transferidas al genoma del algodén.

El vector también contiene una region artificial de T-DNA, que consiste en las secuencias de
los bordes izquierdo (LB) y derecho (RB) del T-DNA de Agrobacterium tumefaciens
(Zambryski, 1988) y sitios de clonacién multi-enlace que permiten la insercién de genes
guiméricos entre los bordes del T-DNA. No hay secuencias residuales del T-DNA de A.
tumefaciens entrelos bordes del vector pTEM12.

Los elementos genéticos presentes en la region del T-DNA del vector pTEM12 se describen en
el

Cuadro 18.

Figura 24. Mapa del plasmido pTEM12.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 25. Diagrama del T-DNA del plasmido pTEM12.
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Cuadro 18. Tamafio, origen y funcién prevista de los elementos genéticos presentes en la
regiéon T-DNA del vector pTEM12.

Elemento Tamafio (pares L. .
o Funcién/ Referencia
genético debases)
LB o Borde izquierdo del T-DNA de Agrobacterium tumefaciens
(Zambryski, 1988)
Regién 3’ no traducida del gen de la nopalina sintasa
3'nos 031 derivada del plasmido pTiT37 de Agrobacterium tumefaciens,

la cual termina la expresion del gen bar y dirige la
poliadenilacién (Depicker et al., 1982)

Secuencia codificante del gen phosphinothricin
Bar 0.55 acetyltransferase derivado de Streptomyces hygroscopicus
(Thompson et al., 1987).

Secuencia que contiene la region promotora del virus del
mosaico de la nervadura de la cassava (CsVMV) (Verdaguer
et al., 1996). El promotor XYZ del CsVMV es activo en todos
los 6rganos de la planta y tipos de células, lo que sugiere un
patrén de expresion constitutiva. Dirige la expresion del gen
bar.

Secuencia que incluye la region promotora del transcripto
35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) (Odell et al.,
P35S2 0.49 1985). El promotor 35S dirige una alta expresién constitutiva
del gen cry2Ae y es ampliamente usado como promotor para
la alta expresién de genes.

Secuencia que contiene la secuencia lider no traducida del
gen de la proteina de union (binding-protein) de la clorofila
5' cab22L 0.07 a/b de Petunia hybrida (Harpsteretal., 1988). Funciona
como una secuencia lider muy eficiente en
construcciones que incluyen el promotor 35S.
Secuencia que codifica el péptido de transito de la subunidad
pequefia de la ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa del gen
atlsA de Arabidopsis thaliana (De Almeida et al., 1989). Esta
secuencia regula el nivel de la proteina codificada en las
hojas y dirige la proteina Cry2Ae a los cloroplastos para

Pcsvmv XYZ 0.53

TPssuAt 0.16 : - .
evitar su degradacion en el citoplasma.
El péptido de trnsito se encuentra unido a la secuencia lider
no traducida de la proteina de unién a la clorofila a/b de
Petunia hybrida (5' cab22L).
Secuencia modificada que codifica la proteina insecticida
cry2Ae 1.89 del gen de Bacillus thuringiensis adaptado al codén del

algodon

Secuencia que incluye la regiéon 3 no traducida del
3’358 0.26 transcripto 35S del virus del mosaico de la coliflor (Sanfagon
et al., 1991). Termina la expresion del gen cry2Ae y dirige la
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RB 019 Borde derecho del T-DNA de Agrobacterium tumefaciens
' (Zambryski, 1988)

1.4. Evento COT102.

Para introducir el gen de interés en las plantas de algodén se utilizo el plasmido pCOTL1. El evento
COT102 contiene dos genes, vip3Aal9 y aph4. El gen con actividad insecticida vip3Aal9 se
obtuvo de la cepa AB88 de Bacillus thuringiensis. Este gen esta regulado por el promotor actin-2
derivado de Arabidopsis, lo que permite la expresion de la proteina VIP3A en la planta. El gen
marcador aph4, que codifica para el enzima higromicina-B fosfotransferasa, se obtuvo
originariamente de E. coli y esta regulado por el promotor ubiquitin-- de Arabidopsis. La
expresion del gen aph4 permite el crecimiento de las células trasformadas en un medio de
crecimiento que contiene higromicina B.

Solamente los elementos genéticos comprendidos entre las regiones del borde izquierdo y
derecho del plasmido pCOT1, son los que se transfirieron e integraron en el genoma de la célula de
la planta, mientras los elementos genéticos fuera de estas regiones borde, no fueron transferidos.
El vector también contiene elementos bien caracterizados de DNA necesarios para la selecciony
replicacion del plasmido en bacterias (Artim et al.; 2003 11):

e Spec (streptomycin adenylyltransferase): Gen marcador de seleccion (aadA) derivado del
transposon Tn7, que confiere resistencia a eritromicina, estreptomicina y espectinomicina, para
la propagacién y seleccion del plasmido en Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens.

e VS| Ori: Origen de replicacion del plasmido pVS1 de Pseudomonas (Itoh et al., 1984), el cual
funciona como origen de replicacion en Agrobacterium tumefaciens.

e RepA: Proteina de replicacion pVSI de Pseudomonas.

e ColEl Ori: origen de replicacion que permite le replicacion del plasmido pCOTI en Escherichia
coli.

Los elementos genéticos presentes en la regién del T-DNA del vector pCOT1 se describen en el
las Figura 26 - 27 y en el Cuadro 19.

1 Artim, L.; Hill, K.; Jiang, X.; Lee, M.; Mascarenhas, V.; Mullins, M.; Privalle, L.; Rabe, S.; Schriver, T.; Stein, J.; Vlachos,
D.; Walters, F.; Ward, K.; Zawodny, J. 2003. Petition for the Determination of Non-Regulated Status: Lepidopteran Insect
Protected VIP3A Cotton Transformation Event COT102. Syngenta Seeds, Inc. Research Triangle Park, NC 27709.

BAYER DE MEXICO, S.A. DE C.V. — INFORMACION CONFIDENCIAL Pagina 64 de 254



Solicitud de permiso para la liberacion al ambiente de Algodon GlyTol™ TwinLink™ Plus

A
BA\E(ER (GLTC) en etapa experimental, ciclo PV-2016

Figura 26. Mapa del plasmido pCOT1.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 27. Diagrama del T-DNA del plasmido pCOT1.
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Cuadro 19. Tamafo, origen y funcién prevista de los elementos genéticos presentes en la
region T-DNA del vector pCOT1.

Elemento

genético Tamafio (kb) Funcion/ Referencia

Borde izquierdo del T-DNA derivado del plasmido Ti de
Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988). Los bordes
LB 0.025 del plasmido se requieren para la transferencia del T-DNA a
la célula vegetal, pero no tienen ninguna funcion en células
vegetales.

Terminador de la transcripcion derivado del gen de la
nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens, el cual
3’nos 0.254 termina la expresion del gen aph4 y dirige la poliadenilacion
(Bevan et al., 1983). Esta secuencia no codifica ninguna
proteina.

Gen aph4 derivado de Escherichia coli que codifica la enzima
hygromycin B phosphotransferase que cataliza la
fosforilacion de la higromicina (Waldron, 1997; Kaster et al.,
1983)

Promotor mas el primer intron del gen ubiquitin-3 de
Ubq3int 1.720 Arabidopsis thaliana (Norris et al, 1993). Este promotor dirige
la expresion constitutiva del gen aph4 (hph).

aph4 (hph) 1.025

Promotor del gen actina-2 de Arabidopsis thaliana el cual
confiere la expresion constitutiva del gen vip3Aal9 (vip3a).
Act2 (Actin 2) 1.407 La secuencia del promotor incluye el primer exon y el intron
de la secuencia lider no traducida del gen de la actina-2 (An
et al., 1996).

Version sintética del gen vip3Aal9 de la cepa AB88 de
vip3Aal9 2369 Bacillus thuringiensis (Murray et al., 1989) que confiere
(vip3Aa/ vip3a) ' tolerancia a las plantas de algodén a insectos lepiddpteros
(Estruch et al., 1996).

Terminador de la transcripcion derivado del gen de la
nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens, el cual
3’nos 0.254 termina la expresion del gen vip3Aal9 (vip3a) y dirige la
poliadenilacién (Bevan et al.,, 1983). Esta secuencia no
codifica ninguna proteina.

Borde izquierdo del T-DNA derivado del plasmido Ti de
Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988). Los bordes
RB 0.025 del plasmido se requieren para la transferencia del T-DNA a
la célula vegetal, pero no tienen ninguna funcién en células
vegetales.
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El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicoldgica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacion del algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

2. Tipo de herencia de los caracteres.

El estudio de estabilidad molecular mediante PCR y el andlisis de los datos de segregacion,
permitieron concluir que los eventos GHB614, T304-40, GHB119 y COT102 segregan de manera
independiente siguiendo el patron de un locus mendeliano dominante.

2.1. Evento GHB614.

El algodon GHB614 se obtuvo mediante la trasformacién genética de la variedad de algodén
Coker 312 con el sistema Agrobacterium tumefaciens como se describe en la seccién k.1. La
semilla T; obtenida de plantas autopolinizadas To que sobrevivieron a la aspersion del herbicida
glifosato, fue sembrada en invernadero para incremento de semilla y evaluacién. Las plantas T:
fueron seleccionadas por su tolerancia al glifosato y en cada generacion, las plantas de algodoén
fueron asperjadas con glifosato para eliminar las que no expresaban el gen 2mepsps. Las plantas
homocigoéticas Ts se identificaron plantando 25 semillas y asperjandolas con glifosato para
identificar los lotes de semillas segregantes. También se realizé un analisis de homocigosidad
basado en PCR, como segundo método para identificar las plantas homocigoéticas. La semilla
homocigotica Ts autopolinizada (sin segregacion para tolerancia) se utilizé para producir semillas T4
homacigéticas, y fue el origen de las lineas que se utilizaron en los primeros estudios agrondmicos
y de estabilidad de la transformacion (Figura 28).

Figura 28. Diagrama del desarrollo del evento GHB614.
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Preparacion de la construccién genética

L

Introduccién de la construccion genética en
Agrobacterium

L

Transformacion de la variedad Coker 312 con

Agrobacterium

|

Regeneracion de plantas que contienen el gen
2mepsps

L

Seleccion de plantas con buenas caracteristicas
fenotipicas y telerantes a glifosato

|

Evaluacidn de la integridad molecular y estabilidad de
los eventos; evaluacion agronomica de las lineas
transgénicas seleccionadas

|

Seleccion del evento GHBE14

|

Evaluacién de la progenie através de varias

Estudios de caracterizacion y composicién para
soportar el paquete regulatorio

Durante el desarrollo del algodén GHB614 el locus transgénico fue introgresado en variedades
seleccionadas de algodon. Asimismo, se realizaron pruebas de tolerancia al herbicida glifosato
bajo condiciones de invernadero a la dosis comercial 1X. Las plantas fueron evaluadas como
tolerantes (vivas, sin dafio) o susceptibles (dafiadas severamente o muertas), 5 - 7 dias después
de la aplicacion del herbicida. Adicionalmente, la confirmacién de la presencia del evento de
transformacion se realiz6 mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Para fines de mejoramiento genético y confirmacion de la herencia del evento GHB614, plantas To
fueron cruzadas con algodén convencional y las plantas resultantes Fi fueron evaluadas en
invernadero. El material BC,F; fue sembrado en invernadero y retrocruzado con el mismo parental
recurrente (Figura 29). El material BC,F: fue evaluado en invernadero para segregacion de la
tolerancia. La herencia mendeliana para un locus simple predice una planta resistente por cada
planta susceptible dentro de las progenies BC,F:. Adicionalmente, la progenie BC:F, deberia
producir 3 plantas resistentes por cada planta susceptible (Cuadro 20). En resumen, todos los
datos y andlisis realizados indican que el evento GHB614 se comporta como un alelo simple en un
locus unico.

Figura 29. Diagrama del desarrollo del algodén GHB614.
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Cuadro 20. Andlisis de segregacion del evento GHB614.
INFORMACION CONFIDENCIAL
2.2. Evento T304-40.

El algodon GHB119 se obtuvo mediante la trasformacién genética de la variedad de algodon Coker
315 con el sistema Agrobacterium tumefaciens, como se describe en la seccién k.2.

Se llevé a cabo un programa de mejoramiento genético con el proposito de obtener generaciones
de semilla adecuada para andlisis molecular y caracterizacién genética del evento, asi como la
incorporacién del evento T304-40 en un programa de mejoramiento convencional para la obtencién
de variedades de algodén TwinLink™ con tolerancia al herbicida glufosinato de amonio vy
resistencia a insectos lepidépteros.

En la fase inicial de desarrollo, se eligié un nimero de lineas (plantas) To con potencial y a partir de
estas plantas se realiz6 una serie de autopolinizaciones y seleccién de plantulas mediante la
aspersion de glufosinato de amonio para reducir el nimero de lineas. Este proceso se repitid hasta
la generacion Tr. Al final de este proceso se seleccioné la linea con el evento T304-40 con base en
su desempefio agronémico y expresion de los dos genes introducidos para programas de
mejoramiento comercial (Figura 30).

Figura 30. Diagrama del desarrollo del algodén T304-40.
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2.3. Evento GHB119.

El algodon GHB119 se obtuvo mediante la trasformacién genética de la variedad de algodén Coker
312 con el sistema Agrobacterium tumefaciens, como se describe en la seccién k.3.

Se llevé a cabo un programa de mejoramiento genético con el proposito de obtener generaciones
de semilla adecuada para analisis molecular y caracterizaciébn genética del evento, asi como la
incorporacién del evento GHB119 en un programa de mejoramiento convencional para la obtencién
de variedades de algodén TwinLink™ con tolerancia al herbicida glufosinato de amonio vy
resistencia a insectos lepidépteros.

En la fase inicial de desarrollo, se eligié un nimero de lineas (plantas) To con potencial y a partir de
estas plantas se realiz6 una serie de autopolinizaciones y seleccién de plantulas mediante la
aspersion de glufosinato de amonio para reducir el nimero de lineas. Este proceso se repitié hasta
la generacién T-. Al final de este proceso se selecciond la linea con el evento GHB119 con base en
su desempefio agronémico y expresion de los dos genes introducidos para programas de
mejoramiento comercial

Figura 31. Diagrama del desarrollo del algodén GHB119.
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2.4. Evento T304-40 x GHB119.

El algod6n T304-40 x GHB119 fue obtenido mediante técnicas de mejoramiento convencional a
partir de los eventos parentales individuales T304-40 y GHB119 como se ilustra en la Figura 32. No
se ha efectuado ninguna modificacidon genética adicional. Toda la informacion que describe la
modificacion genética se refiere a los eventos parentales individuales.

La semilla T, fue obtenida de la autopolinizacion de las plantas T, de los eventos de transformacion
T304-40 y GHB119 que sobrevivieron a la prueba de invernadero de aspersién de glufosinato de
amonio. Las plantas T: fueron seleccionadas por su tolerancia al glufosinato de amonio y en cada
generacion, las plantas de algoddn fueron asperjadas con este herbicida para eliminar las que no
expresaban el gen bar. Las plantas homocigoéticas Ts se identificaron plantando 25 semillas y
asperjandolas con glufosinato de amonio para identificar los lotes de semillas segregantes.
También se realiz6 un analisis de homocigosidad basado en PCR, como segundo método para
identificar las plantas homocigéticas.

La semilla homocigotica T3z autopolinizada (sin segregacion para tolerancia) se utilizé para producir
semillas T4 homocigdticas, y fue el origen de las lineas que se utilizaron en los primeros estudios
agronémicos y de estabilidad de la transformacién (2005). Plantas Tes y T7 autopolinizadas fueron
utilizadas para estudios agrondmicos en 2007 y 2008. La semilla T304-40 x GHB119 (plantas F2
individuales), fueron analizadas mediante PCR para confirmar la presencia de ambos eventos,
llevadas a madurez, cosechadas (2007) y autopolinizadas para producir semilla para estudios de
campo en 2008.

La generacion BCzFs (homocigética) fue utilizada para estudios de caracterizacion del inserto y
determinacion de niveles de expresion de proteinas. Las generaciones Ts, T4, Ts, Te y BC2F2 fueron
utilizadas para analisis de estabilidad molecular. La generacion Ts fue usada para andlisis de
composicion. Las generaciones Ts y BCzFs fueron usadas para ensayos agronémicos de campo. La
generacion T7 fue usada para andlisis de ausencia/presencia de secuencias derivadas del
esqueleto del vector.

Durante el desarrollo del algodén T304-40 x GHB119, cada locus fue introgresado en variedades
de algodon seleccionadas. Asimismo, se realizaron pruebas de tolerancia al herbicida glufosinato
de amonio bajo condiciones de invernadero a la dosis comercial del producto. Las plantas fueron
evaluadas como tolerantes (vivas, sin dafio) o susceptibles (dafiadas severamente o muertas), 5 -
7 dias después de la aplicacion del herbicida. Adicionalmente, la confirmacion de la presencia del
evento de transformacion se realiz6 mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para demostrar la herencia independiente de los eventos T304-40 y GHB119 se analizaron los
datos de segregacion de la progenie F,. Los dos eventos fueron retrocruzados de manera
independiente con una linea de algodén convencional. En la generacion BC.F1 los dos eventos
fueron combinados y la progenie de esta F1 fue analizada para homocigocidad mediante PCR
disefiada para identificar la cigocidad en cada planta F2 individual. En las plantas individuales se
analizé la presencia o ausencia de los eventos, lo cual permitié identificar cuatro posibles genotipos
WT (tipo silvestre)/WT, T304-40/WT, GHB119/WT y T304-40/GHB119 (Cuadro 21). Las plantas
gue 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 analisis de
DNA, caracterizando a los eventos individuales y demostrando la estabilidad de los transgenes.
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Cuadro 21. Andlisis de segregacion del algodon T304-40 x GHB119.
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Figura 32. Diagrama del desarrollo del algodén T304-40 x GHB119 (TwinLink™).
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2.5. Evento COT102.

La estabilidad del evento COT102 fue analizada utilizando plantas de cinco generaciones. Plantas
individuales de las generaciones F1, BC1F,, BCoF1, BCoF, y BC3F1 (

Figura 33) fueron analizadas para determinar la expresion de la proteina Vip3Aal9 (VIP3/VIP3A)
mediante en ensayo cualitativo de inmuno-absorcion ligado a enzima (ELISA) (Cuadro 22).

Todas las generaciones segregaron como se esperaba para un sitio de insercién Gnico. La
progenie F1 fue producida a partir de una poblacién homocigota y, como se esperaba, todas las
plantas expresaron la proteina Vip3Aal9. Las otras cuatro generaciones evaluadas produjeron los
resultados esperados con relacion a la expresion de la proteina Vip3Aal9. El valor critico de Ji
cuadrada para rechazar la hipétesis nula fue de 3.84 (p=0.05) con un grado de libertad
(Strickberger, 1976)2. Un valor menor a 3.84 indica que la herencia del gen vip3Aal9 se comporta
siguiendo el patrén de un locus mendeliano dominante. El sitio de insercién permanece estable a
través de multiples generaciones de autopolinizacién y retrocruzas (Artim et al., 2003).

Figura 33. Mapa de las generaciones del evento COT102 utilizadas para estudios de estabilidad
genética.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Cuadro 22. Datos de segregacion de la progenie del evento COT102.

INFORMACION CONFIDENCIAL

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacién del algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

12 Los valores mayores al valor critico se presentarian una vez en veinte oportunidades si la hipotesis es correcta.
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2.6. Algodén GlyTol™ TwinLink™ Plus (GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102).

El algodon GHB614 x (T304-40 x GHB119) x COT102 fue obtenido mediante técnicas de
mejoramiento convencional a partir de los eventos parentales GHB614, T304-40 x GHB119 y
COT102 como se ilustra en la Figura 34. No se ha efectuado ninguna modificacion genética
adicional. Toda la informacion que describe la modificacion genética se refiere a los eventos
parentales individuales.

Figura 34. Esquema del proceso de cruzamiento convencional para la obtencion del algodén
GHB614 x (T304-40 x GHB119) x COT102.

INFORMACION CONFIDENCIAL

3. Expresion de proteinas y su localizacion.

La medicion de la expresion génica se puede determinar mediante la cuantificacion directa del
producto del gen, que en general es una proteina. Los niveles de expresion de las proteinas
CrylAb, Cry2Ae, Vip3Aal9, 2mEPSPS, PAT/bar y APH4 fueron determinados mediante la técnica
de ensayo por inmuno-absorcion ligado a enzima (ELISA) y analizados estadisticamente en raiz,
hoja, cuadros, bellotas, polen y semilla de algodén GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 en
distintas etapas de desarrollo de las plantas (V4-V6, inicio de cuadros, floracién y madurez). El
andlisis de expresion de las proteinas fue realizado a partir de muestras de ensayos de campo
establecidos en regiones representativas para la produccion de algodén en Estados Unidos
(Georgia, Arkansas y Texas), durante el ciclo 2013 (INFORMACION CONFIDENCIAL). Los
resultados de la determinacion del nivel de expresiéon de las proteinas se presentan en los Cuadros
23 - 28.

Cuadro 23. Niveles de expresion de la proteina Cry1lAb en tejidos de algodon GHB614 x T304-40
x GHB119 x COT102.

. Cry1Ab (pg/g peso seco) Cry1Ab (ug/g peso fresco)
Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango

Hoja 12.70 £+ 4.02 5.68 - 18.39 2.93+0.79 1.77 - 3.87
4 -6 hojas

Raiz 9.05+2.26 5.10-11.74 1.94+£0.38 1.46 - 2.49
Inicio de cuadros Hoja 16.37 £ 6.05 6.67 - 26.26 3.41+1.38 1.42-5.74
Floracién Polen NA NA 0.13+0.09 0.04 - 0.29

Hoja 6.12 +1.80 3.62-10.29 1.72+0.57 0.97-3.15
2 semanas después | Cuadros 7.66 £ 1.51 5.30 - 10.49 1.69 £ 0.26 1.34-2.25
de primera flor Bellotas 5.64 + 1.44 2.95-7.65 0.95 +0.24 0.56 - 1.27

Planta completa 5.30+3.32 0.71-10.55 1.51+0.93 0.19-3.10
Madurez Semilla 3.94+0.74 2.98-5.32 3.41+0.59 2.56-4.33

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estandar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.
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Cuadro 24. Niveles de expresién de la proteina Cry2Ae en tejidos de algodon GHB614 x T304-40 x

GHB119 x COT102.
. Cry2Ae (ug/g peso seco) Cry2Ae (ug/g peso fresco)
Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango

Hoja 152.34 + 45.64 96.54 — 252.90 35.76 + 10.53 21.95-52.34
4 — 6 hojas

Raiz 12.26 + 3.64 7.25-17.21 2.74+£1.09 1.55-4.28
Inicio de cuadros Hoja 165.61 + 56.59 94.01 - 233.28 33.88 +10.98 20.25 - 49.55
Floracién Polen NA NA 0.13 £ 0.06 0.05-0.29

Hoja 101.42 £ 16.45 78.61 - 133.41 28.39+5.24 20.60 - 37.63
2 semanas después Cuadros 29.99 +10.73 19.56 - 55.03 6.86 + 3.07 4.05-14.17
de primera flor Bellotas 17.98 + 4.92 11.11 - 30.29 3.06 +0.94 1.72-5.46

Planta completa 77.82+24.79 55.43 - 137.79 22.27+7.12 13.72-39.42
Madurez Semilla 21.38 £ 2.37 18.14 - 25.34 18.55 + 2.17 15.56 - 21.81

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estandar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.

Cuadro 25. Niveles de expresion de la proteina Vip3Aal9 en tejidos de algodén GHB614 x T304-
40 x GHB119 x COT102.

. Vip3Aal9 (ug/g peso seco) Vip3Aal9 (ug/g peso fresco)
Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango

Hoja 167.54 £ 72.47 77.74 - 271.57 37.11+11.63 25.59 - 57.62
4 -6 hojas

Raiz 74.53 +22.90 30.56 - 101.67 15.70 + 3.52 8.46 - 20.79
Inicio de cuadros Hoja 312.49 + 69.47 211.68 - 416.78 64.26 + 14.03 45.93 - 87.31
Floracién Polen NA NA 0.42 +0.09 0.29 - 0.57

Hoja 91.66 + 20.32 60.65 - 118.37 25.69 +6.16 15.26 - 31.93
2 semanas después | Cuadros 71.83 +16.58 38.16 - 90.87 15.82 +2.87 9.83-19.47
de primera flor Bellotas 62.62 + 15.91 44.42 - 9151 10.63 £ 2.91 7.08 - 15.53

Planta completa 63.59 + 26.43 29.57 - 116.24 17.78 £ 6.70 9.82 - 34.10
Madurez Semilla 6.69 +1.25 5.02 - 8.86 5.79+1.01 4.34 -7.45

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estandar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.
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Cuadro 26. Niveles de expresion de la proteina 2mEPSPS en tejidos de algodon GHB614 x T304-

40 x GHB119 x COT102.
) 2mEPSPS (ug/g peso seco) 2mEPSPS (ug/g peso fresco)
Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango

Hoja 337.59 + 68.93 251.53 - 447.39 80.89 + 22.74 48.50 - 110.11
4 — 6 hojas

Raiz 82.86 + 14.95 49.70 - 103.18 17.75+1.76 14.18 - 20.81
Inicio de cuadros Hoja 1519.53 +478.40| 659.30 - 2068.93| 315.86 +111.11| 140.20 - 453.21
Floracién Polen NA NA 5.96 + 3.63 1.38-12.70

Hoja 452.3 £ 125.62 340.80 - 785.88 125.57 £ 31.80 96.66 - 206.19
2 semanas después Cuadros 313.13 £60.14 242.45 - 418.57 69.30 + 10.07 57.08 - 89.69
de primera flor Bellotas 127.73+17.10 | 101.49 - 156.75 21514256 | 18.01-25.76

Planta completa 240.63 £ 99.08 122.26 - 425.44 68.31 + 27.98 40.57 - 121.70
Madurez Semilla 123.25 + 9.53 105.44 - 133.25 106.78 £ 7.94 95.09 - 119.67

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estdndar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.

Cuadro 27. Niveles de expresion de la proteina PAT/bar en tejidos de algodén GHB614 x T304-40
x GHB119 x COT102.

PAT/bar (ug/g peso seco)

PAT/bar (ug/g peso fresco)

Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango
Hoja 557.04 + 60.87 435.82 - 650.48 141.21 + 63.01 84.57 - 281.95
4 — 6 hojas
Raiz 273.54 £71.48 183.73 - 382.20 58.34 £9.74 43.79 - 72.38
Inicio de cuadros Hoja 1425.41 + 495.75 | 836.31 - 2210.67 | 288.57 +84.15 | 182.56 - 435.60
Floracién Polen NA NA 0.70 £0.52 0.17 - 1.66
Hoja 900.52 + 284.91 527.54 - 1373.43 250.66 + 78.49 145.75 - 360.34
2 semanas después Cuadros 1141.01 + 319.25 738.50 -1544.70 250.59 £ 56.35 176.79 - 324.06
de primera flor Bellotas 42367+7784 | 32457-547.88 | 71.32+12.06 | 52.83-87.82
Planta completa | 475.65+ 112.84 280.49 - 653.81 134.86 + 28.10 93.09 - 191.80

Madurez

Semilla

259.44 + 27.46

204.28 - 294.51

224.65 £ 22.11

184.20 - 252.71

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estandar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.
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Cuadro 28. Niveles de expresion de la proteina APH4 en tejidos de algodon GHB614 x T304-40 x
GHB119 x COT102.

) APH4 (ug/g peso seco) APH4 (ug/g peso fresco)
Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango
Hoja ND <LLOQ ND <LLOQ
4 — 6 hojas
Raiz ND <LOD - <LLOQ ND <LOD - <LLOQ
Inicio de cuadros Hoja 0.65+0.122 <LOQ -0.80 0.12+0.022 <LOD - 0.15
Floracion Polen NA NA ND <LOD - <LLOQ
Hoja ND <LOD - <LLOQ ND <LOD - <LLOQ
2 semanas después Cuadros ND <LOD - <LLOQ ND <LOD - <LLOQ
de primera flor Bellotas ND <LOD - <LLOQ ND <LOD - <LLOQ
Planta completa ND <LOD ND <LOD
Madurez Semilla ND <LOD?® ND <LOD®

Muestras con cantidades no cuantificables de la proteina APH4 estuvieron por debajo del limite de deteccién (<LOD) o
por debajo del limite menor de cuantificacion (LLOQ) y no fueron determinadas (ND). NA = No Aplicable.

a La media y desviacion estandar (SD) para peso seco y peso fresco se basan en un total de 6 repeticiones para dos
ensayos, el resto de los sitios fueron no cuantificables (<LLOQ o <LOD).

b El rango para peso seco y peso fresco se basa en un total de 11 repeticiones de tres ensayos.

k) Descripcion del método de transformacion.
1. Evento GHB614.

El algodon GHB614 se obtuvo mediante la trasformacion genética de la variedad de algoddén
Coker 312 con el sistema Agrobacterium tumefaciens, utilizando el vector pTEMZ2. Este vector
contiene una construccién quimérica uUnica del gen, disefiada para ser funcional en
plantas y conferir tolerancia al herbicida glifosato: Ph4a748A -intronlh3At- TPotpC::
2mepsps::3'histon4At.

El sistema de transformacion con A. tumefaciens ha sido ampliamente estudiado y se ha empleado
como herramienta biotecnoldgica rutinaria para el desarrollo de plantas transgénicas durante
muchos afios. A. tumefaciens es una bacteria fitopatégena que habita de manera natural en el
suelo, la cual utiliza un proceso de ingenieria genética natural para alterar la maguinaria metabdlica
de las células de la planta hospedante (Tempé et al., 1977; Chilton et al., 1977). Esta bacteria,
ademas de su cromosoma circular, posee un plasmido de aproximadamente 200 kilobases
denominado plasmido Ti (del inglés tumor-inducing). Este plasmido contiene una secuencia bien
definida de DNA de aproximadamente 35 kilobases y delimitada hacia ambos extremos por una
franja repetida de 25 pares de bases, llamada T-DNA (del inglés Transferred DNA, DNA
transferido). Asimismo, en otra parte del plasmido, fuera de la regién del T-DNA, se halla la region
vir que interviene en la transduccién de sefiales en la bacteria y en la regulacion del proceso de
transferencia del T-DNA (Zambryski, 1988). La comprension de este proceso natural de
transformacion y el hecho de que cualquier DNA externo colocado entre los bordes del T-DNA
puede ser transferido e integrado de manera estable dentro del cromosoma de las células
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vegetales, ha permitido la construccion de vectores para la transformacion genética de varias
especies de plantas (Deblaere et al., 1985; Hooykaas & Shilperoort, 1992).

Los explantes derivados del algodon Coker 312 fueron expuestos a un cultivo de Agrobacterium
tumefaciens que contenia el plasmido pTEM2. Después del co-cultivo, las células de algodon
fueron regeneradas mediante cultivo de tejidos hasta producir una planta completa. El medio de
cultivo fue adicionado con 500 mg/L de claforan para eliminar las bacterias remanentes (FSANZ,
2008%%). La actividad de la proteina expresada por el gen 2mepsps introducido fue confirmada
asperjando las plantulas de algoddén con el herbicida glifosato. Las plantulas sobrevivientes se
cultivaron en invernadero y después se seleccionaron en base a su resistencia al glifosato. La
progenie fue autopolinizada y las plantas homocigotas fueron retrocruzadas con el parental
recurrente para obtener material homocigético para analisis posteriores (verificacion del inserto por
Southern Blot o PCR), o cruzadas con germoplasma elite en programas de mejoramiento genético
para desarrollar nuevas variedades de algodon tolerantes a glifosato (seccion j.2).

2. Evento T304-40.

El algodon T304-40 se obtuvo mediante la trasformacion genética de la variedad de algodén Coker
315 con el sistema Agrobacterium tumefaciens (Cousins et al., 1991; Murray et al.,, 1999),
utilizando el vector pTDLOOQS.

Los explantes de cotiledones de plantulas germinadas in vitro derivadas de la variedad Coker 315,
fueron co-cultivados con Agrobacterium tumefaciens cepa EHA 101 que contenia un sistema de
vectores binario (Deblaere et al., 1987). Después del co-cultivo, los tejidos de algodén fueron
cultivados en un medio selectivo con glufosinato de amonio. Al medio se le adicioné claforan
para eliminar los residuos de A. tumefaciens. Una vez formado, el callo fue transferido a un
medio de regeneracién con glufosinato de amonio para desarrollo y selecciébn de embriones
somaticos. Las plantulas obtenidas (To) se transfirieron a invernadero y una vez que se
comprobd su tolerancia al herbicida glufosinato de amonio, se cultivaron para la producciéon de
semillas. Las plantas de la generacién To fueron autopolinizadas y seleccionadas mediante la
aspersion de glufosinato de amonio y resistencia a insectos lepidopteros durante siete
generaciones (T7). Asimismo, las plantas T, fueron cruzadas con algodén convencional para
obtener lineas homocigéticas estables (BCsFs3), las cuales se cruzaron con el evento GHB119 para
desarrollar el algodén TwinLink™ (seccion j.2).

3. Evento GHB119.

El algodon GHB119 se obtuvo mediante la trasformacion genética de la variedad de algodén Coker
312 con el sistema Agrobacterium tumefaciens (Deblaere et al., 1987), utilizando el vector
pTEM12.

Los callos embriogénicos derivados de explantes de hipocaotilos del algodon Coker 312 germinados
in vitro fueron co-cultivados con Agrobacterium tumefaciens cepa C58C1R que contenia el vector
pTEM12. Después del co-cultivo, los tejidos de algodon fueron cultivados en un medio selectivo
con glufosinato de amonio. Al medio se le adicioné claforan (250 o 125 mg/L) para eliminar los
residuos de A. tumefaciens. Una vez formado, el callo fue transferido a un medio de
regeneracion con glufosinato de amonio para desarrollo y seleccién de embriones somaticos. Las

13 Food Standards Australia New Zealand (FSANZ). 2008. Final assessment report. Application A614. Food derived from
glyphosate-tolerant cotton line GHB614.
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plantulas obtenidas (To) se transfirieron a invernadero y una vez que se comprobd su tolerancia
al herbicida glufosinato de amonio, se cultivaron para la produccion de semillas. Las plantas de la
generacion To fueron autopolinizadas y seleccionadas mediante la aspersién de glufosinato de
amonio y resistencia a insectos lepidépteros durante siete generaciones (T7). Asimismo, las plantas
To fueron cruzadas con algoddn convencional para obtener lineas homocigéticas estables (BCsFs3),
las cuales se cruzaron con el evento T304-40 para desarrollar el algodén TwinLink™ (seccion j.2).

4. Evento COT102.

El evento de transformacion COT102 se obtuvo mediante transformacién por Agrobacterium de
plantas de la variedad Coker 312. La transformacién se realizé incubando células de
Agrobacterium, conteniendo el vector de transformacion pCOT1, con tejido de hipocétilo de
algodén y subsecuente cultivo en placa del tejido en un medio sintético conteniendo
higromicina B. Las plantas fueron regeneradas y analizadas individualmente para comprobar la
presencia del gen vip3Aa mediante PCR y mediante la bio-actividad insecticida. Las plantas
transformadas TO fueron autopolinizadas para producir semilla T1, de la generacion T1 se
selecciond una Unica planta homocigética que se designo evento COT102.

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizaciobn molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacion del algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

5. Algodén GlyTol™ TwinLink™ Plus (GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102).

El algodén GHB614 x (T304-40 x GHB119) x COT102 fue obtenido mediante técnicas de
mejoramiento convencional a partir de los eventos parentales GHB614, T304-40 x GHB119 y
COT102 como se ilustra en la Figura 35. No se ha efectuado ninguna modificacion genética
adicional. Toda la informacion que describe la modificacion genética se refiere a los eventos
parentales individuales.

Figura 35. Esquema del proceso de cruzamiento convencional para la obtencién del algodén
GHB614 x (T304-40 x GHB119) x COT102.
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[) Descripcion, niumero de copias, sitios de insercién y expresion de las secuencias
irrelevantes para la expresiéon de la modificacion genética y en su caso, la identificacion de
los efectos no esperados.

Los andlisis bio-informaticos, Southern Blot y PCR realizados en los eventos GHB614, T304-40,
GHB119 y COT102 demostraron que se integré unicamente una copia del T-DNA de los cassettes
de expresion y no se detectaron elementos del esqueleto de los vectores (plasmidos), ni
secuencias adicionales que pudieran tener alguna funcién biolégica.

1. Evento GHB614.
1.1. Verificacion del inserto y nUmero de copias de la secuencia insertada.

El DNA gendmico aislado del algodén GHB614 y de la variedad convencional Coker 312 fue
sometido a andlisis Southern blot, utilizando los diferentes componentes del cassette de
transformacién (promotor Ph4a748At-intron1h3At+TPotpC::2mepsps::terminador histonAt), asi
como el fragmento completo del T-DNA, como sondas. Los resultados de este andlisis demuestran
la presencia de un fragmento de integracion 5’ y un fragmento de integracion 3’, lo cual permite
concluir que se integrd Unicamente una copia intacta del T-DNA del plasmido pTEM2 en el algodon
GHB614 (Scott et al., 2006'#). La metodologia y resultados del andlisis Southern blot sobre la
integridad del inserto y numero de copias, se describen previamente en la seccién i.2.

1.2. Estabilidad de la secuencia de DNA insertada.

Para demostrar la estabilidad del evento GHB614, muestras de DNA gendmico de obtenido a partir
de plantas individuales de mdltiples generaciones y diferentes fondos genéticos fueron digeridas
con la enzima de restriccion EcoRV, la cual tiene un sitio de reconocimiento en el T-DNA. La
hibridacion del DNA del algodon GHB614 digerido con EcoRV con la sonda Ph4a748At + intronl
h3At + TPotp C demostré la presencia de los fragmentos de integracion esperados en todas las
muestras analizadas. Estos fragmentos de integracién representan las uniones entre las
secuencias transgénicas y las secuencias de DNA de la planta, lo cual permite concluir la
estabilidad del evento GHB614 a nivel genémico a través de varias generaciones. Adicionalmente,
los datos de segregacion también confirman la estabilidad del inserto y muestran que segrega
siguiendo el patrén de un locus mendeliano dominante.

1.3. Presencia de genes marcadores y origen de replicacion del vector.

El gen de interés 2mepsps también fue utilizado como gen marcador y, por lo tanto, no se utilizé
ningun otro gen marcador adicional. El evento GHB614 no contiene secuencias del esqueleto del
plasmido, lo cual se evidenci6 utilizando sondas cubriendo la secuencia completa del esqueleto del
vector pTEM2 (incluyendo los elementos aadA, ORI pSV1 y ORI ColE1l). Tampoco se transfirio
ningun origen de replicacion bacteriano con el sistema de transformacion Agrobacterium al genoma
del algod6n como resultado de la transformacion.

14 Scott, A.; Van Duyn, G.; Freyssinet, M.; Poe, M.; Trolinder, L. 2006. Petition for Determination of Nonregulated Status
for Glyphosate-Tolerant cotton: GlyTol™ cotton Event GHB614 OECD Unique Identifier BCS-GH@J2-5. Bayer
CropScience LP. Research Triangle Park, NC, USA.
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1.4. Ausencia de secuencias remanentes del vector.

La verificacibn molecular de la ausencia de secuencias del esqueleto del vector pTEM2 en el
algodon GHB614 y Coker 312 (convencional) se realiz6 mediante andlisis Southern blot, utilizando
cinco sondas cubriendo la secuencia total del esqueleto del vector. Los tamafios de algunos
fragmentos de hibridacion pueden ser estimados por la localizacién de los sitios de corte de las
enzimas de restriccion en el DNA insertado. Después de la hibridacién, las membranas fueron
separadas de las sondas del esqueleto del vector y re-hibridadas con la sonda del T-DNA (PT006)
para demostrar que se carg6 suficiente DNA genomico del algodén GHB614 en los geles. Las
muestras de los controles positivos mostraron los fragmentos de hibridacién esperados de 9131
bp. No se detectaron fragmentos de hibridacién en los carriles correspondientes a las muestras de
algoddn convencional Coker 312 (INFORMACION CONFIDENCIAL).

e ECcoRV corta una vez en la secuencia insertada del algodon GHB614, por lo tanto, se esperan
dos fragmentos de integracién después de la hibridacion del DNA gendémico del algoddn
GHB614 digerido con EcoRV, con la secuencia del T-DNA. El fragmento de integracion 5 debe
ser mayor de 891 bp y el fragmento de integracion 3’ debe ser mayor de 3141 bp. El DNA
gendmico del algodon GHB614 digerido con EcoRV muestra dos fragmentos de integracion:
4800 * 50 bp y 9000 + 200 bp. De analisis previos se conoce que el fragmento de 4800 + 50
bp corresponde al fragmento 5, mientras que el fragmento 9000 + 200 bp se deriva del
fragmento 3.

¢ No hay secuencia de reconocimiento para Notl en el DNA genémico del algodon GHB614, por
lo tanto, se espera Unicamente un fragmento de integracion después de la hibridacion del DNA
gendmico de GHB614 digerido con Notl, con la secuencia del T-DNA. En consecuencia
Unicamente se observa un fragmento de hibridacién mayor de 14 Kb.

En la Figura 36 se presenta un esquema de los fragmentos de restriccién y la posicion de las
sondas utilizadas. Asimismo, en el Cuadro 29 se presentan los resultados esperados y obtenidos
del andlisis de hibridacion.

Figura 36. Esquema del vector pTEM2 con indicacién de los sitios de restriccidn relevantes y la
posicion de las sondas utilizadas.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Cuadro 29. Resumen de los resultados de hibridacion que demuestran la ausencia de secuencias
del esqueleto de vector en el algodén GHB614.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Sonda PT001

En el DNA del control positivo, se observo el fragmento esperado Notl de 9131 bp. No se
observaron sefiales de hibridacion en las muestras de algodén GHB614 ni en el DNA del algodén
convencional Coker 312 (control negativo) (

Figura 37).
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Sonda PT002

En el DNA del control positivo digerido con Notl, se observaron los fragmentos esperados de 1290
bp, 1532 bp y 9131 bp. No se observaron sefiales de hibridacién en las muestras de algodén
GHB614 ni en el DNA del algodén convencional Coker 312 (Figura 38).

Sonda PT003

El control positivo pTEM2 — Notl mostré los fragmentos esperados de 1290 bp y 1532 bp. No se
observaron sefiales de hibridacion en las muestras de algodon GHB614 ni en el DNA del algodén
convencional Coker 312 (Figura 39).

Sonda PT004

No se observaron sefiales de hibridacién en las muestras de algodén GHB614 ni en el DNA del
algoddn convencional Coker 312. Los fragmentos esperados de 1532 bp y 9131 bp son visibles en
las muestras del control positivo (Figura 40).

Sonda PT005

El control positivo muestra el fragmento de hibridacién esperado de 9131 bp. No se observaron
sefiales de hibridaciébn en las muestras de algodon GHB614 ni en el DNA del algodén
convencional Coker 312 (Figura 41).

Los resultados del analisis Southern blot utilizando sondas que cubren la secuencia completa del

esqueleto del vector pTEMZ2, demuestran la ausencia de secuencias del esqueleto del vector en el
algodon GHB614.

Figura 37. Andlisis Southern blot del algodon GHB614 — Comprobacion de la ausencia de
secuencias del esqueleto del vector — Sondas PT0O01 y T-DNA (PT006).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 38. Andlisis Southern blot del algodon GHB614 — Comprobacion de la ausencia de
secuencias del esqueleto del vector — Sondas PT002 y T-DNA (PT006).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 39. Analisis Southern blot del algodon GHB614 — Comprobacién de la ausencia de
secuencias del esqueleto del vector — Sondas PT003 y T-DNA (PT006).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 40. Andlisis Southern blot del algodon GHB614 — Comprobacion de la ausencia de
secuencias del esqueleto del vector — Sondas PT004 y T-DNA (PT006).

INFORMACION CONFIDENCIAL
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Figura 41. Analisis Southern blot del algodon GHB614 — Comprobacién de la ausencia de
secuencias del esqueleto del vector — Sondas PT005 y T-DNA (PT0O06).

INFORMACION CONFIDENCIAL

1.5. Regiones flanqueantes de las secuencias insertadas.
Fragmento de integracion de los bordes derecho e izquierdo.

El analisis Southern blot demostr6 que el algodébn GHB614 tolerante a glifosato contiene
Unicamente una copia del T-DNA del plasmido pTEM2. Asimismo, se determiné la secuencia del
locus transgénico, la secuencia del locus de pre-insercién y las secuencias flanqueantes 5’ y 3’. En
el andlisis Southern blot, la membrana que contenia cantidades equimolares de DNA preparado a
partir de material foliar fue subsecuentemente hibridado con las secuencias flanqueantes 5’y 3’ y
la sonda 2mepsps. Los fragmentos de hibridacion pudieron ser observados en las diferentes
muestras de DNA después de la hibridacion con las secuencias flanco 5’ y 3, lo cual demostré que
el origen de las secuencias flanco del evento GHB614 es la planta de algodén (Gossypium
hirsutum). Posteriormente, la identidad del evento GHB614 fue confirmada mediante hibridacién
con la sonda 2mepsps.

Adicionalmente, se realiz6 un analisis PCR utilizando pares de primers dirigidos a las secuencias
flanco 5 y 3’ del evento GHB614. También se incluyeron en la reaccion primers dirigidos a
secuencias de tRNA del cloroplasto que sirvieron como control interno. En la primera reaccion de
PCR, los primers que amplifican las secuencias flanco se utilizaron para demostrar la naturaleza de
las secuencias y en la segunda reaccién, se demostrd la especificidad de los fragmentos de
integracion 5’ y 3. Los resultados obtenidos de los andlisis PCR demostraron que el origen de las
secuencias flanco 5 y 3’ del evento GHB614 es la planta de algodon (Gossypium hirsutum)
(INFORMACION CONFIDENCIAL).

Busqueda de similitud de secuencias (BLASTn) y marcos de lectura abiertos.

El evento de algodén GHB614 fue obtenido mediante la insercién del T-DNA del vector PTEM2 en
el genoma de la planta de algodén Cocker 312, utilizando el sistema de transformacion mediado
por Agrobacterium. Debido a la insercion del cassette de expresion del gen 2mepsps en el
algoddn, se crea un sitio de inserciéon con extremos 5 y 3’ en donde se inserta el T-DNA y se
fusiona con el DNA gendémico del algoddn. Las regiones de unién se analizaron para confirmar que
ningan gen importante del algodon fue interrumpido y que ninguna proteina quimérica se expresa
debido a la insercion.

Para predecir la presencia potencial de nuevas secuencias codificantes en las regiones de unién 5’
y 3’, se utilizaron herramientas de busqueda de genes y marcos de lectura abiertos (ORF). Como
resultado de la busqueda se detectaron dos ORF en la regiéon 5’ y ninguno en la region 3. Los
resultados de andlisis in silico del ORF1 putativo y del ORF2, identificados en el algodén GHB614,
no revelaron ninguna similitud con toxinas o alérgenos conocidos de acuerdo con el siguiente
criterio:
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Similitud con alérgenos:

1. Una similitud de 100% sobre un segmento linear de 8 aminoacidos contiguos.
2. Una similitud de 35% con un alérgeno conocido con un valor esperado (E) <0.1 (BLASTn).

Similitud con toxinas:

1. Una similitud de 35% con una toxina conocida con un valor esperado (E) <0.1 (BLASTn).

2. Evento T304-40.
2.1. Verificacion del inserto y niumero de copias de la secuencia insertada.

El DNA gendmico aislado del algodén T304-40 y de la variedad convencional FiberMax® 966 fue
sometido a analisis Southern blot, utilizando los diferentes componentes del cassette de
transformacion (promotor 5e1-Ps7s7ter, gen crylAb, terminador 3'me1, promotor P35S3, gen bar,
terminador 3’nos), asi como el fragmento completo del T-DNA, como sondas. Los fragmentos de
DNA resultantes fueron separados por electroforesis en gel de agarosa, transferidos a una
membrana y secuencialmente hibridados con seis sondas diferentes, cada una representando un
fragmento del cassette de transformacion genética, o la sonda del T-DNA completo. Los resultados
de este analisis demostraron que Unicamente una copia casi completa del T-DNA, flanqueada por
una copia incompleta invertida del cassette del gen crylAb y un terminador 3'me1 adicional, fueron
transferidos al algodén T304-40 (Scott et al., 2008%°). La metodologia y resultados del analisis
Southern blot sobre la integridad del inserto y nimero de copias, se describen previamente en la
seccion i.2.

2.2. Estabilidad de la secuencia de DNA insertada.

Para demostrar la estabilidad estructural del evento T304-40, se prepararon muestras de DNA
gendmico a partir de plantas individuales de cuatro cultivares diferentes, de cuatro generaciones y
cultivadas bajo condiciones ambientales diferentes en tres localidades. EI DNA aislado fue digerido
con la enzima de restriccion EcoRV, la cual tiene dos sitios de reconocimiento en el fragmento de
DNA integrado. Analizando el DNA del evento T304-40 digerido con la enzima EcoRV con la sonda
del gen crylAb, se demostré la presencia de los tres fragmentos esperados en todas las muestras
analizadas. Dos de estos fragmentos representan la unién entre las secuencias transgénicas y el
DNA de la planta de algoddn y el tercero representa un fragmento interno. Los resultados
obtenidos demostraron la estabilidad genética del evento T304-40 a través diferentes
generaciones, diferentes variedades y cultivadas en ambientes diferentes. Adicionalmente, los
datos de segregacion también confirmaron la estabilidad del inserto y demostraron que éste
segrega como un locus mendeliano dominante.

15 Scott, A.; Bushey, D.; Freyssinet, M.; Poe, M.; Rinehardt, M. 2008. 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@W4-7 x BCS-GHJW5-8. Bayer CropScience LP. Research Triangle Park, NC, USA.
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2.3. Presencia de genes marcadores y origen de replicacién del vector.

El marcador de seleccidn utilizado fue el gen bar que confiere tolerancia al herbicida glufosinato de
amonio y, por lo tanto, no se utilizé ningn gen marcador adicional. El algodén T304-40 no contiene
secuencias del esqueleto del vector, lo cual fue demostrado mediante andlisis Southern blot
utilizando siete sondas cubriendo la secuencia completa del esqueleto del vector pTDLOO08
(incluyendo las secuencias aadA, ORI pSV1 y ORI ColE1). Asimismo, no se transfirié ningln origen
de replicacion bacteriano como resultado de la transformacion del algodon con el sistema mediado
por Agrobacterium.

2.4. Ausencia de secuencias remanentes del vector.

El algodén T304-40 no contiene secuencias del esqueleto del vector pTDLO08, lo cual fue
demostrado mediante analisis Southern blot, para este andlisis el DNA genomico aislado de
plantas de algodon T304-40 fue digerido con las enzimas de restriccibn EcoRV o Notl y se
utilizaron siete sondas que cubren la secuencia completa del esqueleto del vector pTDL008. El
control positivo fue evaluado con la sonda completa del T-DNA.

La ausencia de sefales de hibridacion con las sondas del esqueleto del vector demuestran la
ausencia de secuencias del esqueleto, mientras que la hibridacion del control positivo, asegura que
las condiciones experimentales para el analisis Southern blot fueron adecuadas para permitir la
deteccién los fragmentos de DNA integrados (INFORMACION CONFIDENCIAL).

En la Figura 42 se presenta un esquema de los fragmentos de restriccién y la posicion de las
sondas utilizadas. Asimismo, en el Cuadro 30 se presentan los resultados esperados y obtenidos
del andlisis de hibridacion.

Figura 42. Esquema del vector pTEM2 con indicacién de los sitios de restriccidn relevantes y la
posicion de las sondas utilizadas.

INFORMACION CONFIDENCIAL
Cuadro 30. Resumen de los resultados esperados y obtenidos del analisis de hibridacion, que
demuestran la ausencia de secuencias del esqueleto de vector en el algodén T304-40.
INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 43. Resultados del andlisis Souther blot — Ausencia de secuencias del esqueleto del vector
en el algodon T304-40.
INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 44. Resultados del andlisis Souther blot — Ausencia de secuencias del esqueleto del vector
en el algodon T304-40 (continuacion).

INFORMACION CONFIDENCIAL
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2.5. Regiones flanqueantes de las secuencias insertadas.
Fragmento de integracion de los bordes derecho e izquierdo.

Los resultados del analisis Southern blot demostraron que Unicamente una copia casi completa del
T-DNA, flanqueada por una copia incompleta invertida del cassette del gen crylAb y un terminador
3’'me1 adicional, fueron transferidos al algodén T304-40 (seccion i.2).

La secuencia del locus de pre-integracioén, asi como las secuencias flanco 5’ y 3’ fue determinada
mediante analisis PCR, utilizando DNA gendmico del algodon convencional como plantilla y un par
de primers especificos para las secuencias flanco 5 y 3’, lo cual permiti6 determinar 837 bp
correspondientes al locus de pre-integracion, incluyendo 480 bp de la secuencia flanco 5’, 325 bp
de la secuencia flanco 3’ y un sitio de delecion de 32 bp. Este sitio de delecidén detectado entre las
secuencias 5’ y 3’ del locus de pre-integracion, no esta presente en el locus transgénico del evento
T304-40 debido a que fue eliminado durante el proceso de transformacion (Moens & De Pestel,
200816).

Las secuencias flanco 5’ y 3’ del locus transgénico fue determinada analizando DNA gendmico del
algodén T304-40 y algodon convencional. Para este analisis se amplificaron dos fragmentos
mediante PCR utilizando DNA genomico del algodon T304-40 como plantilla. El locus de pre-
insercion pudo ser amplificado en un fragmento usando DNA genémico del algodén convencional
como plantilla. Después de la secuenciacién de todos los fragmentos de PCR, se obtuvo una
secuencia consenso a partir de los dos fragmentos de integracion y el locus transgénico, como se
describe en Moens & De Pestel (2008). Asimismo, se obtuvo una secuencia consenso en el sitio de
pre-insercidn del algodon convencional.

La secuencia del locus transgénico determinada contiene 1185 bp para la secuencia flanco 5’,
9056 para el inserto transgénico y 1228 para la secuencia flanco 3. En el locus de pre-insercion se
determinaron 2507 bp, incluyendo 1185 bp para la secuencia flanco 5’, 1290 bp para la secuencia
flanco 3’ y un sitio de delecion de 32 bp. Las secuencias flanco 5’ y 3’ de 1185 bp y 1228 bp del
algodon T304-40 son idénticas a las secuencias flanco del algodon convencional. Esto demuestra
que el origen de las secuencia flanco del evento T304-40 es la planta de algodén (Gossypium
hirsutum) (INFORMACION CONFIDENCIAL).

Busqueda de similitud de secuencias (BLASTn) y marcos de lectura abiertos.

El evento T304-40 se obtuvo utilizando el sistema de transformacién mediado por Agrobacterium
para insertar el T-DNA del vector TDL0O08 en el genoma del algodén. Debido al proceso de
insercion del cassette de expresion crylAb - bar, se generaron sitios de unién 5’ y 3’ del T-DNA
con el genoma del algodon. Estos sitios de union fueron analizados para confirmar que ningin gen
importante del algodén fue interrumpido y que ninguna proteina quimérica se expresa debido a la
insercion.

Para predecir la presencia potencial de nuevas secuencias codificantes en las regiones de union &’
y 3’, se utilizaron herramientas de busqueda de genes y marcos de lectura abiertos (ORF). No se
detectaron ORF en ninguno de los sitios de union, se detecté un promotor putativo en la secuencia

16 Moens, S.; De Pestel, K. 2008. Full DNA sequence of event insert and integration site of Gossypium hirsutum
transformation event T304-40. Bayer BioScience N.V. Belgium. BBS08-002.
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flanqueante 5’, sin embargo, como no se encontraron genes adicionales en direcciéon hacia abajo,
es muy probable que este promotor no tenga ninguna funcién biologica.

3. Evento GHB619.
3.1. Verificacion del inserto y numero de copias de la secuencia insertada.

El DNA gendmico aislado del algodén GHB119 y de la variedad convencional FiberMax® 966 fue
sometido a analisis Southern blot, utilizando los diferentes componentes del cassette de
transformacion (terminador 3’'nos, gen bar, promotor PCsVMV, promotor P35S2-5'cab22L, gen mas
péptido de transito TPssuAt-cry2Ae, terminador mas borde derecho 3'35S-RB), asi como el
fragmento completo del T-DNA, como sondas. Los fragmentos de DNA resultantes fueron
separados por electroforesis en gel de agarosa, transferidos a una membrana y secuencialmente
hibridados con seis sondas diferentes, cada una representando un fragmento del cassette de
transformacion genética, o la sonda del T-DNA completo. Los resultados de este analisis
demuestran que Unicamente una copia completa del T-DNA fue integrada en el algodén GHB119 y
que el DNA transferido al algodén corresponde a la misma configuracion disefiada en el vector de
transformacion (Scott et al., 2008%7).

3.2. Estabilidad de la secuencia de DNA insertada.

Para demostrar la estabilidad estructural del evento GHB119, se prepararon muestras de DNA
gendmico a partir de plantas individuales de dos fondos genéticos diferentes, de tres generaciones
consecutivas y cultivadas bajo condiciones ambientales diferentes en seis localidades, las cuales
fueron analizadas por Southern blot. EI DNA aislado fue digerido con la enzima de restriccion
EcoRV, la cual tiene dos sitios de reconocimiento en el fragmento de DNA integrado. La hibridacion
de las muestras con la sonda del T-DNA revel6 el perfil esperado en todas las muestras. Los
resultados obtenidos demostraron la estabilidad genética del evento T304-40 a través diferentes
generaciones, diferentes variedades y cultivadas en ambientes diferentes. Adicionalmente, los
datos de segregacion también confirmaron la estabilidad del inserto y demostraron que éste
segrega como un locus Mendeliano dominante.

3.3. Presencia de genes marcadores y origen de replicacion del vector.

El marcador de seleccién utilizado fue el gen bar que confiere tolerancia al herbicida glufosinato de
amonio y, por lo tanto, no se utiliz6 ningin gen marcador adicional. El algodén GHB119 no
contiene secuencias del esqueleto del vector, lo cual fue demostrado mediante analisis Southern
blot utilizando cinco sondas de traslape, cubriendo la secuencia completa del esqueleto del vector
pPpTEM12. Asimismo, no se transfirié ningun origen de replicacion bacteriano como resultado de la
transformacion del algoddn con el sistema mediado por Agrobacterium.

3.4. Ausencia de secuencias remanentes del vector.
El algodébn GHB119 no contiene secuencias del esqueleto del vector pTEM12, lo cual fue

demostrado mediante analisis Southern blot, para este analisis el DNA genomico aislado de
plantas de algodon GHB119 fue digerido con las enzimas de restriccion EcoRV o Dral y se

17 Scott, A.; Bushey, D.; Freyssinet, M.; Poe, M.; Rinehardt, M. 2008. 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@W4-7 x BCS-GHJW5-8. Bayer CropScience LP. Research Triangle Park, NC, USA.
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utilizaron cinco sondas que cubren la secuencia completa del esqueleto del vector pTEM12. El
control positivo fue evaluado con la sonda completa del T-DNA (PT026-2).

La ausencia de sefales de hibridacién con las sondas del esqueleto del vector demuestran la
ausencia de secuencias del esqueleto, mientras que la hibridacion del control positivo, asegura que
las condiciones experimentales para el analisis Southern blot fueron adecuadas para permitir la
deteccion los fragmentos de DNA integrados (INFORMACION CONFIDENCIAL).

Enla
Figura 45 se presenta un esquema de los fragmentos de restriccion y la posicién de las sondas

utilizadas. Asimismo, en el Cuadro 31 se presentan los resultados esperados y obtenidos del
andlisis de hibridacion.

Figura 45. Esquema del vector pTEM12 con indicacion de los sitios de restriccién relevantes y la
estrategia de hibridacion utilizada.
INFORMACION CONFIDENCIAL
Cuadro 31. Resumen de los resultados esperados y obtenidos del analisis de hibridacién, que
demuestran la ausencia de secuencias del esqueleto de vector en el algodon GHB119.
INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 46. Resultados del andlisis Southern blot — Ausencia de secuencias del esqueleto del vector
en el algodon GHB119.
INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 47. Resultados del andlisis Southern blot — Ausencia de secuencias del esqueleto del vector
en el algodon GHB119 (continuacién).

INFORMACION CONFIDENCIAL

3.5. Regiones flanqueantes de las secuencias insertadas.
Fragmento de integracion de los bordes derecho e izquierdo.

Los resultados del analisis Southern blot demostraron que Unicamente una copia completa del T-
DNA fue integrada en el algodéon GHB119 y que el DNA transferido al algodon corresponde a la
misma configuracion disefiada en el vector de transformacion (pTEM12).

Adicionalmente, se realizaron analisis PCR utilizando DNA gendmico del algodén convencional
como plantilla y un par de primers especificos para las secuencias flanqueantes 5" y 3’, lo cual
permitié determinar 684 bp correspondientes al locus de pre-integracion, incluyendo 367 bp de la
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secuencia flanqueante 5, 309 bp de la secuencia flanqueante 3’ y un sitio de delecion de 8 bp. El
analisis bio-informatico del locus de pre-insercién, demostré que el origen de las secuencias
flanqueantes caracterizadas es la planta de algodon.

El DNA del locus de pre-insercion del algodon GHB119 fue secuenciado y sometido a analisis bio-
informatico para identificar genes enddgenos del algodon o elementos regulatorios que pudieran
haber sido influenciados por la insercion del T-DNA. Se detecté homologia con el DNA gendémico
pero no se le pudo atribuir ninguna funcion biolégica a estas secuencias. Asimismo, se detectd
homologia con secuencias repetitivas, indicando que la insercién del T-DNA tuvo lugar en una
regidon que contenia estos elementos repetitivos.

Para identificar la presencia de genes funcionales conocidos en el locus de pre-insercién del
evento GHB119, se realizdé un andlisis de busqueda de similitud de secuencias BLASTx!8, pero no
se detectd ninguna proteina conocida.

1. Utilizando las herramientas de prediccion GetORF y FGENESH, no se pudo predecir ningin gen
o marco de lectura abierto (ORF), que pudieran haber sido alterados por la introduccién del T-DNA
en el genoma de la planta de algodén.

2. La secuencia que rodea el locus de pre-insercion fue sometida a andlisis de homologia
comparandola con elementos regulatorios involucrados en la transcripcién. Se pudieron predecir
dos secuencias promotoras, sin embargo, debido a que no se predijeron 0 encontraron genes
enddgenos conocidos, es muy poco probable que estos promotores sean biol6gicamente activos.
(INFORMACION CONFIDENCIAL).

Busqueda de similitud de secuencias (BLASTn) y marcos de lectura abiertos.

Se realiz6 un andlisis bio-informatico para detectar la posible presencia de alguna expresion
criptica debida a la formacién de nuevos marcos de lectura abiertos (ORF), creados en las
regiones de unién 5’ y 3’ en el evento GHB119. Estas uniones se formaron por la insercién de la
construccién genética cry2Ae — bar en el genoma del algodon.

Se utilizaron varias herramientas in silico para buscar ORFs y elementos reguladores tomando en
consideracién el conocimiento cientifico actual sobre expresién genética. Se identificaron tres
nuevos ORF quiméricos, por lo que los nucle6tidos adyacentes a estos ORF también fueron
sometidos a andlisis de homologia, comparandolos con elementos reguladores importantes para la
transcripcion y traduccién. A pesar de la identificacion de tres ORF quiméricos, la probabilidad de
la expresién de nuevas proteinas debida a la insercién del T-DNA que contiene la construccién
genética cry2Ae — bar, es altamente improbable, ya que no estan presentes todos los elementos
reguladores en la secuencia de DNA de los extremos 5’y 3’.

18 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es un programa informatico de alineamiento de secuencias, ya sea de
ADN, ARN o de proteinas.
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4. Evento COT102.

El evento COT102 se obtuvo mediante trasformaciéon de la variedad de algodén Coker 312 con
Agrobacterium tumefaciens utilizando el plasmido pCOT1 (Tinland and Hohn, 1995; Trolinder et al.,
1988a, Trolinder et al., 1988b). Este plasmido contiene el gen vip3Aal9 que confiere
resistencia a insectos lepidépteros, asi como el gen aph4 que funciona como marcador de
seleccion.

El numero de copias del T-DNA del plasmido pCOT1 insertadas en el genoma del algodon, la
integridad de las secuencias codificantes vip3Aal9 y aph4, la integridad de los cassettes de
expresion de vip3Aal9 y aph4, asi como la confirmacion de la ausencia del esqueleto del plasmido
en el algodén fueron determinados mediante andlisis Southern Blot, utilizando los diferentes
componentes del cassette de transformacion (vip3Aa, aph4, promotor actin-2, promotor ubiquitin-3,
gen Spec, gen RepA, VS1 ori, ColE1 ori) como sondas. Los resultados del andlisis indican que el
evento COT102 contiene Unicamente una copia intacta del T-DNA del plasmido pCOT101,
asimismo los resultados confirman la ausencia de cualquier otra secuencia de DNA fuera de los
bordes del T-DNA (Artim et al., 2003%°).

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacion del algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

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

1. Proteina 2mEPSPS.

El evento GHB614 produce la proteina 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase (2mEPSPS)
codificada por el gen 2mepsps derivado del maiz (Zea mays L.). El gen 2mepsps consta de 1338
pb y ha sido modificado a través de mutagénesis sitio-dirigida en la posiciébn 102 (sustituyendo
treonina por isoleucina) y en la posicién 106 (sustituyendo prolina por serina), para codificar una
enzima insensible a la desactivacion por glifosato (Lebrun et al.,, 1997). Estas mutaciones
corresponden a las posiciones 103 y 107 de la proteina 2mEPSPS madura. Para restaurar el sitio
de escisién del péptido de transito se adicion6 el codon de la metionina entre el extremo N-terminal
de la secuencia de la proteina 2mEPSPS y el péptido de transito (De Beuckeleer, 2003). La
proteina 2mEPSPS madura de 47 kDa esta constituida por 445 aminoacidos (Figura 48).
INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 48. Secuencia deducida de aminoacidos de la proteina 2mEPSPS.

INFORMACION CONFIDENCIAL

19 Artim, L.; Hill, K.; Jiang, X.; Lee, M.; Mascarenhas, V.; Mullins, M.; Privalle, L.; Rabe, S.; Schriver, T.; Stein, J.; Vlachos,
D.; Walters, F.; Ward, K.; Zawodny, J. 2003. Petition for the Determination of Non-Regulated Status: Lepidopteran Insect
Protected VIP3A Cotton Transformation Event COT102. Syngenta Seeds, Inc. Research Triangle Park, NC 27709.

BAYER DE MEXICO, S.A. DE C.V. — INFORMACION CONFIDENCIAL Pagina 87 de 254



B
BAQER Solicitud de permiso para la liberacion al ambiente de Algodon GlyTol™ TwinLink™ Plus
E (GLTC) en etapa experimental, ciclo PV-2016

2. Proteina Cry1Ab.

El evento T304-40 produce la proteina insecticida CrylAb de 617 aminoacidos codificada por el
gen crylAb de 1851 pb derivado de la bacteria Bacillus thuringiensis subsp. berliner, esta proteina
es efectiva para el control de insectos lepidépteros plaga del algodén como gusano bellotero
(Helicoverpa zea) y gusano tabacalero (Heliothis virescens) (Figura 49). INFORMACION
CONFIDENCIAL.

Figura 49. Secuencia deducida de aminoacidos de la proteina CrylAb codificada por el gen crylAb
de la bacteria Bacillus thuringiensis subsp. berliner.

INFORMACION CONFIDENCIAL

3. Proteina Cry2Ae.

El evento GHB119 produce la proteina insecticida Cry2Ae de 631 aminodacidos codificada por el
gen cry2Ae de 1893 pb derivado de la bacteria Bacillus thuringiensis subsp. dakota, esta proteina
es efectiva para el control de insectos plaga del algodon como gusano bellotero (Helicoverpa zea),
gusano tabacalero (Heliothis virescens) y gusano cogollero (Spodoptera frugiperda).
INFORMACION CONFIDENCIAL.

Figura 50. Secuencia deducida de aminoacidos de la proteina Cry2Ae codificada por el gen cry2Ae
de la bacteria Bacillus thuringiensis subsp. dakota.

INFORMACION CONFIDENCIAL

4. Proteina PAT.

El algodon T304-40 también expresa la proteina phosphinothricin acetyl transferase (PAT/bar),
codificada por el gen bar derivado de la bacteria Streptomyces hygroscopicus, utilizado como
marcador de seleccién y que confiere tolerancia al herbicida glufosinato de amonio.

El algodon GHB119 también expresa la proteina phosphinothricin acetyl transferase (PAT/bar) de
183 aminoacidos, codificada por el gen bar de 552 pb derivado de la bacteria Streptomyces
hygroscopicus, utilizado como marcador de seleccién y que confiere tolerancia al herbicida
glufosinato de amonio.

Figura 51. Secuencia deducida de aminoacidos de la proteina PAT codificada por el gen bar de la
bacteria Streptomyces hygroscopicus.

INFORMACION CONFIDENCIAL
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5. Proteina Vip3Aal9.

El evento COT102 produce la proteina insecticida Vip3Aal9 de 789 aminoacidos codificada por el
gen vip3Aal9 derivado de la bacteria Bacillus thuringiensis (

Figura 52), esta proteina confiere resistencia al ataque de insectos lepidépteros plaga del algodén
como gusano bellotero (Helicoverpa zea), gusano tabacalero (Heliothis virescens), gusano rosado
(Pectinophora gossypiella), gusano cogollero (Spodoptera frugiperda), gusano soldado
(Spodoptera exigua), gusanos falsos medidores (Pseudoplusia includens/ Trichoplusia ni) y gusano
perforador de la hoja (Bucculatrix thurberiella).

Figura 52. Secuencia deducida de aminoacidos de la proteina Vip3Aal9 codificada por el gen
vip3Aal9 de la bacteria Bacillus thuringiensis cepa AB88.

INFORMACION CONFIDENCIAL

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacion del algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

6. Proteina APH4.

El algodén COT102 también contiene el marcador de seleccion hygromycin B phosphotransferase
(APH4) de 341 aminoécidos (Figura 53).

Figura 53. Secuencia deducida de aminoéacidos de la proteina APH4 codificada por el gen aph4 de

la bacteria Escherichia coli.

INFORMACION CONFIDENCIAL

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacion del algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.
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n) Rutas metabdlicas involucradas en la expresion del transgen y sus cambios.
1. Proteina 2mEPSPS.

El evento GHB614 produce la proteina 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase (2mEPSPS)
codificada por el gen 2mepsps derivado del maiz (Zea mays L.) (Herouet-Guicheney et al., 2009).
El gen 2mepsps consta de 1338 pb y ha sido modificado a través de mutagénesis sitio-dirigida para
codificar una enzima insensible a la desactivacion por glifosato (Lebrun et al., 1997). Para restaurar
el sitio de escision del péptido de transito se adicion6 el aminoacido metionina en N-terminal de la
secuencia de la proteina 2mEPSPS (De Beuckeleer, 2003), la cual esta constituida por 445
aminoacidos y un peso molecular de ~47.5 kDa. La expresion de la proteina 2mEPSPS confiere
tolerancia a las plantas de algoddén al herbicida glifosato.

El mecanismo de accién del glifosato consiste en la inhibicion competitiva de la enzima 5-
enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) en la ruta metabdlica del shikimato (Sikorski &
Gruys, 1997). La inhibicion de la enzima EPSPS por el glifosato bloquea esta ruta metabdlica, lo
cual eventualmente provoca la muerte de la célula (Steinrucken & Amrhein, 1980). La enzima
EPSPS cataliza la transferencia reversible del grupo enolpiruvil desde el fosfenol piruvato (PEP)
(PEP) al 5-hidroxil de shikimato-3-fosfato (S3P) resultando en la produccién de fosfato inorganico y
5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato (EPSP) (Alibhai & Stallings, 2001), sitio de inhibicion por el
glifosato. Este es el Unico producto metabdlico conocido y 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato es el
penudltimo producto de la via del &cido shikimico. El &cido shikimico es un sustrato para la
biosintesis de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina) como también de varios
metabolitos secundarios, como el tetrahidrofolato, la ubiquinona y la vitamina K. Es importante
destacar que la via del shikimato y, por lo tanto, las proteinas EPSPS no estan presentes en
mamiferos, peces, aves, reptiles e insectos (Bentley, 1990; Alibhai & Stallings, 2001; Eschenburg
et al.,, 2002). En contraste, se ha calculado que las moléculas aromaticas, todas derivadas del
acido shikimico, representan el 35% o mas del peso seco de una planta (Franz et al. 1997). La
unién del sustrato a la enzima es secuencial, iniciando con la unién del S3P y posteriormente el
PEP (Boocock and Coggins, 1983). La reaccion catalizada por la enzima EPSPS inicia con el
rompimiento del enlace C-O del PEP (Walsh et al., 1996) (Figura 54).

Figura 54. Representacion esquematica del mecanismo de accién del glifosato y el mecanismo de
tolerancia mediado por 2mEPSPS.
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La inhibicion de la actividad enzimatica de EPSPS ocurre debido a la formacion de un
complejo ternario de EPSPS-S3P-glifosato. La union de glifosato bloquea de manera eficaz la
union de PEP y evita la catdlisis EPSPS de S3P y PEP. Sin embargo, en presencia de
2mEPSPS, la afinidad por PEP es mucho mayor que la afinidad por el glifosato, entonces
2mEPSPS se une preferentemente al PEP incluso en presencia del glifosato y la catalisis
continda del mismo modo en que lo hace frente a la ausencia de glifosato. Esta diferencia en la
afinidad de union del glifosato es la base para la tolerancia al glifosato en plantas
transformadas con 2mEPSPS. La enzima 2mEPSPS continta funcionando en presencia del
glifosato y produce los aminoacidos aromaticos y demés metabolitos necesarios para el
crecimiento y el desarrollo normal de la planta.

La familia de proteinas EPSPS esta ampliamente distribuida en la naturaleza en plantas, hongos y
microorganismos. En las plantas, la enzima EPSPS es codificada por un gen nuclear y sintetizada
como una pre-proteina (unida al péptido de transito) por ribosomas libres en el citoplasma celular;
el péptido de transito permite el transporte a los cloroplastos. La pre-proteina es transportada al
interior del estroma del cloroplasto y es procesada proteoliticamente para producir la enzima
madura (Kishore and Shah, 1988; Forlani et al., 1994; Lebrun et al., 1997). Una vez desprendido, el
péptido de transferencia al cloroplasto se degrada rapidamente (Bartlett et al., 1982; Della-Cioppa
et al., 1986).

Desde la década de 1980 se han realizado varios intentos para identificar y caracterizar enzimas
EPSPS insensibles a glifosato a partir de varios organismos, con el objetivo de obtener plantas
genéticamente modificadas tolerantes a este herbicida (Kishore and Shah, 1988). Lebrun et al.
(1997) seleccionaron un gen con doble mutacion a partir del maiz, el cual unido a un péptido de
transito quimérico optimizado ha permitido obtener una Optima tolerancia a glifosato en varios
cultivos, sin efecto pleiotropicos: el gen 2mepsps codificando la proteina 2mEPSPS. El gen
2mepsps ha sido introducido como fuente de tolerancia a glifosato en maiz evento GA21, el cual ha
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sido aprobado por diferentes agencias para liberacién al ambiente y consumo alrededor del mundo.
Otro cultivo en el cual se ha logrado la tolerancia a glifosato a partir de mutagénesis del gen epsps
es el arroz (Zhou et al., 2006).

2. Proteinas CrylAb y Cry2Ae.

El mecanismo de accion de las proteinas Cry es un proceso de multiples etapas. Los cristales de
Bacillus thuringiensis son ingeridos y luego solubilizados en el intestino medio del insecto, tras lo
cual se liberan las proteinas cristalinas en forma de pro-toxinas. Estas no produciran el dafio per
se, sino que deberan ser procesadas por proteasas intestinales para generar las toxinas activas
que produciran el efecto toxico.

Los sintomas que se observan a partir de que las larvas de insectos susceptibles ingieren los
cristales y esporas de Bt son: cese de la ingesta, paralisis del intestino, paralisis total y finalmente
la muerte (Aronson et al., 1986). Los estudios histopatolégicos han mostrado que las células
columnares del intestino medio son las estructuras afectadas inicialmente y en particular, la
microvellosidad apical, la cual se destruye en su totalidad (Ebersold et al., 1978). Los efectos en el
otro tipo de células de las que esta constituido el intestino medio de los lepid6pteros, las células
caliciformes, son mas lentos, pero en este caso también se ha observado citdlisis (Bravo et al.,
1992; Gupta et al., 1985).

2.1. Solubilizacion y procesamiento de las protoxinas Cry.

Los cristales producidos por Bt se solubilizan a pH alcalino liberando a la pro-toxina (Gringorten et
al., 1992), también se requiere un medio ambiente reductor para romper los puentes disulfuro que
son abundantes en la mitad C-terminal de las proteinas Cry de 130 kDa. El intestino medio de la
mayor parte de las larvas de insectos susceptibles (lepiddpteros, dipteros y algunos grupos de
coledpteros) se caracteriza por su alto pH y condiciones reductoras.

La mayor parte de las proteinas Cry se producen como protoxinas, que para ser activas deben ser
procesadas por las proteasas del intestino medio de los insectos liberando el fragmento téxico.
Puede generalizarse que el procesamiento tipico de las toxinas Cryl se da por el corte de los
primeros 28 residuos del extremo N-terminal en un sitio conservado (Bravo et al., 1992) y de los
altimos 500 residuos del extremo C-terminal, quedando de esta forma un fragmento resistente a
proteasas de entre 55 y 65 kDa que se le denomina toxina. La posicién del sitio de procesamiento
en el extremo C-terminal no es constante sino que se localiza en la region 609 a 630.

La estructura tridimensional determinada por difraccion de rayos X de la porcién toxica de las
proteinas Cry (Grochulski et al., 1995), ha revelado que estas moléculas estan organizadas en tres
dominios. El dominio | esta constituido por un ramillete de siete a-hélices anfipaticas donde seis de
ellas rodean a la a-hélice 5. El dominio Il esta formado por tres laminas B-antiparalelas que
terminan en asas (loops 1, 2 y 3) en el vértice de la molécula formando un prisma. El dominio I
esta compuesto de dos hojas B-plegadas arregladas en forma de emparedado una sobre otra
(Figura 18).

Todas las toxinas Cry presentan cinco bloques conservados en su secuencia de aminoacidos que
se localizan en las regiones centrales y de contacto entre los dominios. La localizacion estratégica
de estas regiones permite inferir que los miembros de la familia Cry que las contengan podrian
tener un plegamiento similar y por lo tanto un mecanismo de accién semejante.
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Figura 55. Estructura tridimensional de proteinas insecticidas producidas por Bacillus thuringiensis.

B Toxinacrysa

Fuente: http://www.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/Capl2/capitulo.htmi

2.2. Unién al receptor.

Después de ser activadas, las proteinas Cry se unen a sitios especificos localizados en la
microvellosidad de las células columnares del intestino medio de las larvas de insectos
susceptibles: lepiddpteros, coledpteros y dipteros. La union a estos sitios es muy especifica y es
una etapa determinante en la toxicidad. Los estudios de competencia homoéloga han mostrado que
la cinética de unién de las toxinas Cry a las vesiculas de la membrana de borde en cepillo de los
insectos susceptibles es bifasica, compuesto de un paso reversible y otro irreversible. La
interaccion inicial entre la toxina y su sitio de union (unién reversible) es un requisito para la
toxicidad pero no es suficiente. Los eventos posteriores tales como la unién irreversible y la
insercion en la membrana parecen estar mas correlacionados con la toxicidad.

Las regiones de la toxina que participan en la interaccion con el receptor se localizan en los
dominios Il y lll. Estas regiones se han identificado por medio de andlisis de mutantes sitio-
dirigidas. Se ha determinado que las cuatro regiones prominentes en esta interaccién en el dominio
Il son: el loop de la a-hélice 8 y las loops 1 (entre B2y B3), 2 (entre B6y B7) y 3 (entre 310 y f11).
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La funcién de cada una de estas regiones puede ser diferente en los distintos insectos susceptibles
(http://www.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/).

2.3. Insercion en la membrana y formacion de poro.

La fase irreversible de la unidon de las proteinas Cry a la membrana se considera como una
evidencia de que las proteinas Cry se insertan en la membrana, formando poros con un didmetro
de 1 a 2 nm. El tamafio de estos poros y la aparicibn frecuente de mdltiples estados de
conductancia en los estudios de la actividad de las proteinas Cry en bicapas lipidicas planas se
han considerado como evidencias de la formacion de diversos estados de agregacion de las &-
endotoxinas. Se propone que se requieren cuatro toxinas Cry para formar un poro en donde las
hélices 4 y 5 se encuentran insertadas en la membrana
(http://www.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/).

2.4. Citdlisis.

Se ha propuesto que las proteinas Cry causan la muerte de las células epiteliales al inactivar el
sistema que mantiene el gradiente de pH y por citblisis osmdética. Las toxinas Cry aumentan la
permeabilidad de la microvellosidad apical a cationes, aniones, agua y moléculas de mayor
tamafio. Esto causa a su vez que se colapse la diferencia de potencial y por tanto se pierda la
fuerza motriz que dirige la entrada de aminoacidos al interior celular, asi como la redistribucién de
los cationes entre el lumen y el citoplasma. Se considera que el efecto mas devastador de este
proceso es la alcalinizacion del citoplasma, ya que esto interfiere con el metabolismo celular
normal, que tiene como consecuencia final la destruccion del epitelio intestinal. Una vez que las
células columnares y caliciformes se destruyen, las esporas de Bt tienen acceso al hemolinfa,
medio en el que proliferan. La consecuencia final de la destruccién del intestino medio y la
proliferacion de bacterias en la hemolinfa es la muerte de las larvas por inanicion y septicemia.

2.5. Proteinas CrylAb y Cry2Ae.

El evento T304-40 produce la proteina insecticida CrylAb de 617 aminoacidos y un peso molecular
de 69 kDa, codificada por el gen crylAb derivado de la bacteria Bacillus thuringiensis subsp.
berliner (Bt), esta proteina es efectiva para el control de insectos lepidépteros plaga del algodén
como gusano bellotero (Helicoverpa zea) y gusano tabacalero (Heliothis virescens).

El evento GHB119 produce la proteina insecticida Cry2Ae de 631 aminoacidos y un peso
molecular de 71 kDa, codificada por el gen cry2Ae derivado de la bacteria Bacillus thuringiensis
subsp. dakota (Bt), esta proteina es efectiva para el control de insectos lepidépteros plaga del
algodén como gusano bellotero (Helicoverpa zea), gusano tabacalero (Heliothis virescens) y
gusano cogollero (Spodoptera frugiperda).

El efecto téxico de las proteinas Bt requiere de condiciones alcalinas (como las proporcionadas en
el intestino de la larva del insecto) para que se disuelvan los cristales, digestion parcial por
proteasas especificas para que liberen el nicleo activo de la toxina y la unién especifica de ésta a
receptores presentes en la superficie de las células epiteliales del intestino medio del insecto. La
union especifica de la toxina a estos receptores conduce a la formacion de poros en la membrana
plasmatica y a la eventual muerte celular, paralisis intestinal e inanicién. Estos son los pasos que
proporcionan el alto grado de especificidad para cada proteina Bt (English & Slatin 1992; Hofmann
et al., 1988; Knowles & Dow, 1993; Van Rie et al., 1989).
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Las proteinas Cryl se producen en forma de protoxinas de 130-140 kDa en tamafio, con 1100-
1200 residuos de aminodacidos (Aronson and Shai 2001; Kumar et al., 1996; Bravo et al., 2007;
OECD, 2007). En el caso de la CrylA, las protoxinas se dividen para generar toxinas activas que
estan compuestas por fragmentos de 60-70 kDa de la porcion terminal N de la proteina (Knowles,
1994; Kumar et al.,, 1996; OECD, 2007). EI mecanismo de accion insecticida es un proceso
complejo en el cual las toxinas activas se adhieren a receptores especificos en la membrana
plasmatica de las células epiteliales del intestino medio de los insectos susceptibles (Aronson and
Shai, 2001; Kumar et al., 1996; Bravo et al., 2007; Bravo et al., 2011; OECD, 2007; Zhang et al.,
2006). Una vez unida a los receptores, la toxina puede insertarse en la membrana plasmética
mediante la formacion de poros oligoméricos transmembrana (Aronson and Shai 2001, Bravo et al.,
2007; Kumar et al., 1996; OECD 2007). Dichos poros forman canales iénicos que afectan el
potencial transmembrana, lo cual causa lisis osmaética (Aronson and Shai 2001; Bravo et al., 2007;
Bravo et al., 2011; Hofte and Whiteley, 1989; Kumar et al., 1996; OECD, 2007).

Para que las proteinas Cry puedan ejercer actividad insecticida tienen que ser ingeridas por los
insectos. La proteina en su forma cristalina es insoluble en solucion acuosa a pH neutro o acido
(Bulla et al., 1977), sin embargo, el pH del tracto digestivo de las larvas de los insectos es alcalino
(pH 8 - 10) y probablemente reductivo, lo que favorece la solubilizacion del cristal (Tojo and
Aizawa, 1983; Ogiwara et al., 1992). Una vez ingerida, la proteina es subsecuentemente activada
por proteasas en el tracto digestivo del insecto. Estas proteasas cortan el extremo carboxilo
terminal del resto de la proteina (Chroma y Kaplan, 1990), al igual que aproximadamente 28
aminoacidos del extremo amino terminal. La proteina activada, que consiste de aproximadamente
660 aminoécidos, se difunde a través de la membrana peritréfica del insecto al epitelio del
mesenteron. Aqui se une a receptores especificos de alta afinidad (Wolfersberger et al., 1986,
Hofmann et al., 1988, Van Rie et al., 1989; Van Rie et al., 1990). Se forman poros en la membrana
que causa derramamiento de los contenidos celulares (i. e. K+) en el lumen del intestino y agua
hacia las células epiteliales de intestino (Sacchi et al., 1986; Knowles et al., 1989). Las células
epiteliales del tracto de las larvas se hinchan debido a la presion osmotica y se lisan. El tracto se
paraliza como consecuencia de los cambios en electrolitos y pH lo que provoca que la larva deje
de comer y muera.

El requerimiento de un pH alcalino y proteasas especificas del intestino de las larvas de insectos
es una caracteristica importante de la actividad insecticida especifica de Bacillus thuringiensis,
debido a que los mamiferos y otros insectos no blanco no pueden solubilizar los cristales de Bt,
estos pasan a través del sistema digestivo de los organismos no blanco en su forma inalterada y
por lo tanto no toxica.

3. Proteina PAT/bar.

El algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 contiene el cassette de expresion bar que,
cuando se transcribe, origina la proteina PAT de ~21 kDa que consiste de un polipéptido de 183
amino&cidos (Thompson et al., 1987). La secuencia del gen bar proviene de Streptomyces
hygroscopicus y codifica la proteina fosfinotricina N-acetil transferasa (PAT) (Thompson et al.,
1987). La presencia de la proteina PAT en el algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102
confiere tolerancia a glufosinato de amonio.

El herbicida glufosinato es una mezcla racémica de formas D y L de fosfinotricina, aunque soélo la
forma L (L-fosfinotricina) tiene actividad herbicida. Este herbicida es un potente inhibidor de la
enzima glutamino sintetasa (GS) tanto en bacterias como en plantas, donde se une
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competitivamente a la enzima GS desplazando al L-glutamato del sitio activo (OECD, 1999; OECD,
2002a) (Figura 56).

La enzima glutamino sintetasa (GS) es esencial en el metabolismo de nitrégeno en plantas
superiores, donde es la Unica enzima en plantas que puede detoxificar el amoniaco liberado por la
reduccion de nitrato, degradacion de amino&cidos y fotorespiracién. EI amoniaco, aun siendo un
nutriente vegetal es téxico si se encuentra en exceso y lleva a la muerte de la célula vegetal
(OECD, 1999; OECD, 2002a).

Figura 56. Mecanismo de accion del herbicida glufosinato de amonio.

a) Asimilacion del amoniaco.
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b) Inhibicion de la enzima GS.
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La enzima PAT es una acetiltransferasa que cataliza especificamente la acetilacion de L-
fosfinotricin (L-PPT) y demetilfosfinotricin (DMPT) (Thompson et al., 1987). L-PPT y DMPT son
inhibidores de la enzima glutamino sintasa (GS). Esta inhibicién resulta en la acumulacién de
iones de amoniaco toxicos y una disminucion de la cantidad de glutamina, un amino&cido
esencial utilizado en muchos procesos anabdlicos. El glufosinato de amonio es la sal de amonio
de L-PPT. Solamente el L-isomero es un inhibidor de la glutamino sintasa. La enzima PAT
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expresada por el gen pat tiene la capacidad de conferir tolerancia al glufosinato de amonio a
las plantas modificadas con este gen. La tolerancia al herbicida es una consecuencia de la
acetilacion y resultante desactivacion de L-PPT en el herbicida glufosinato de amonio.

Figura 57. Mecanismo de accién de la proteina PAT que confiere tolerancia al herbicida glufosinato
de amonio.
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La actividad enzimatica de la proteina PAT sigue las cinéticas simples Michaelis-Menten
(Wehrmann et al., 1996). En presencia de acetyl-CoA como co-sustrato, la proteina PAT
cataliza la acetilacion del grupo amino libre de L-Fosfinotricin (L-PPT) a N-acetil glufosinato (N-
acetyl-L-PPT), un compuesto que no inactiva la glutamina sintetasa y no tiene actividad
herbicida.

La enzima PAT es altamente especifica para L-PPT. No acetila a otros L-aminoéacidos,
incluido el glutamato, que es estructuralmente el mas parecido al L-glufosinato, ni al acetilato D-
PPT. Un exceso de concentraciéon de L-aminoacidos no afecta a la proteina PAT en su
capacidad de acetilar L-PPT.

4. Proteina Vip3Aal9.

El evento COT102 codifica la toxina Vip3Aal9 de 780 aminoacidos, la cual pertenece al grupo
de proteinas insecticidas vegetativas (Vip) producidas por Bacillus thuringiensis. Las proteinas
Vip son producidas principalmente durante el crecimiento vegetativo de las bacterias y
secretadas como proteinas solubles en el ambiente extracelular. Las proteinas Vip también
contindan siendo producidas durante la fase estacionaria de crecimiento y esporulacién. Por
esto, las proteinas Vip se encuentran presentes en los distintos bioinsecticidas comerciales
formulados en base a Bacillus thuringiensis, teniendo por lo tanto las proteinas Vip un historial
de uso seguro. El mecanismo de accion de esta proteina también asegura la no toxicidad para
otros organismos que no sean insectos. Esta proteina requiere unirse a un receptor especifico
para que actie como toxina y éste se encuentra s6lo en algunas especies de insectos
lepidopteros.
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Al igual que las proteinas Cry, la proteina Vip3Aal9 de 89 kDa es activada proteoliticamente
por la tripsina y los jugos gastricos produciendo un nucleo activo de 60 kDa en el intestino medio
de insectos lepidopteros. Una vez que la proteina Vip3Aal9 se encuentra en la forma activa, se
une a la membrana vesicular de la mucosa del intestino medio de los insectos lepidépteros
susceptibles. El sitio de unién de Vip3Aal9 no es el mismo sitio en donde se une CrylA, y la union
al intestino se correlaciona con la toxicidad (Lee et al., 2003; Sena et al., 2009; Abdelkefi-Mesrati et
al., 2009). Después de la union, Vip3Aal9 provoca la paralisis del intestino, seguida por la lisis de
las células epiteliales del intestino, probablemente debido a la interferencia del potencial
transmembrana, lo que resulta en la muerte de células. La proteina activada puede formar poros
transmembrana y se considera que estos poros contribuyen a la lisis y a la muerte de las células
epiteliales del intestino medio (Lee et al.,, 2003). Los sintomas de toxicidad de Vip3Aa se
desarrollan con mas lentitud que con CrylA (de 48 a 72 horas, en comparacion con 16 a 24 horas),
pero se puede comparar la toxicidad de Vip3Aa con la de Cryl por unidad de peso (Yu et al. 1997;
Ali & Luttrell, 2011).

En adicién a su actividad insecticida, no se conoce que las proteinas Vip tengan alguna otra
actividad bioldgica o funcion catalitica. A pesar de la falta de homologia con las proteinas Cry,
se ha demostrado que las proteinas Vip también son altamente especificas y efectivas para el
control de ciertas especies de insectos lepidépteros como Agrotis ipsilon, Spodoptera
frugiperda y S. exigua (van Frankenhuyzen and Nystrom, 2002), lo cual, aunado a sus
propiedades diferentes de unién a receptor y formacién de poro, representa una excelente
herramienta para la prevencidon o manejo de resistencia de los insectos a las proteinas Cry.

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizaciobn molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacion del algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

5. Proteina APH4.

La enzima hygromicina-B fosforotransferasa (APH4) codificada por el gen aph4 de la bacteria
Escherichia coli, funciona como marcador de seleccidon que confiere resistencia al antibiético
higromicina, este gen esta ampliamente distribuido en la naturaleza y que confiere resistencia
a un antibiético que no tiene relevancia en medicina humana y tan sélo se le da un uso
restringido en medicina veterinaria.

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacién del algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.
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0) Productos de degradacion de la proteina codificada por el transgen en subproductos.

1. Proteina 2mEPSPS.

El evento GHB614 produce la proteina 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase (2mEPSPS)
codificada por el gen 2mepsps derivado del maiz (Zea mays L.) (Herouet-Guicheney et al., 2009).
El gen 2mepsps consta de 1338 pb y ha sido modificado a través de mutagénesis sitio-dirigida para
codificar una enzima insensible a la desactivacion por glifosato (Lebrun et al., 1997). Para restaurar
el sitio de escision del péptido de transito se adicion6 el aminoacido metionina en N-terminal de la
secuencia de la proteina 2mEPSPS (De Beuckeleer, 2003), la cual esta constituida por 445
aminoacidos y un peso molecular de ~47.5 kDa. La expresion de la proteina 2mEPSPS confiere
tolerancia a las plantas de algoddén al herbicida glifosato.

El mecanismo de accion del glifosato consiste en la inhibicion competitiva de la enzima 5-
enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) en la ruta metabdlica del shikimato (Sikorski &
Gruys, 1997). La inhibicion de la enzima EPSPS por el glifosato bloguea esta ruta metabdlica, lo
cual eventualmente provoca la muerte de la célula (Steinrucken & Amrhein, 1980). La enzima
EPSPS cataliza la transferencia reversible del grupo enolpiruvil desde el fosfenol piruvato (PEP)
(PEP) al 5-hidroxil de shikimato-3-fosfato (S3P) resultando en la formacién de fosfato inorganico y
5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato (EPSP) (Alibhai y Stallings, 2001), sitio de inhibicién por el
glifosato. Este es el Unico producto metabdlico conocido y 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato es el
penultimo producto de la via del acido shikimico. El acido shikimico es un sustrato para la
biosintesis de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina) como también de varios
metabolitos secundarios, como el tetrahidrofolato, la ubiquinona y la vitamina K. Es importante
destacar que la via del shikimato y, por lo tanto, las proteinas EPSPS no estan presentes en
mamiferos, peces, aves, reptiles e insectos (Bentley, 1990; Alibhai & Stallings, 2001; Eschenburg
et al., 2002). En contraste, se ha calculado que las moléculas aromaticas, todas derivadas del
acido shikimico, representan el 35% o mas del peso seco de una planta (Franz et al. 1997). La
unién del sustrato a la enzima es secuencial, iniciando con la unién del S3P y posteriormente el
PEP (Boocock and Coggins, 1983). La reaccion catalizada por la enzima EPSPS inicia con el
rompimiento del enlace C-O del PEP (Walsh et al., 1996) (Figura 58).

Figura 58. Representacion esquematica del mecanismo de accién del glifosato y el mecanismo de
tolerancia mediado por 2mEPSPS.
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La inhibicion de la actividad enzimatica de EPSPS ocurre debido a la formacion de un
complejo ternario de EPSPS-S3P-glifosato. La union de glifosato bloquea de manera eficaz la
union de PEP y evita la catalisis EPSPS de S3P y PEP. Sin embargo, en presencia de
2mEPSPS, la afinidad por PEP es mucho mayor que la afinidad por el glifosato, entonces
2mEPSPS se une preferentemente al PEP incluso en presencia del glifosato y la catalisis
continda del mismo modo en que lo hace frente a la ausencia de glifosato. Esta diferencia en la
afinidad de union del glifosato es la base para la tolerancia al glifosato en plantas
transformadas con 2mEPSPS. La enzima 2mEPSPS continta funcionando en presencia del
glifosato y produce los aminoacidos aromaticos y demas metabolitos necesarios para el
crecimiento y el desarrollo normal de la planta.

La familia de proteinas EPSPS esta ampliamente distribuida en la naturaleza en plantas, hongos y
microorganismos. En las plantas, la enzima EPSPS es codificada por un gen nuclear y sintetizada
como una pre-proteina (unida al péptido de transito) por ribosomas libres en el citoplasma celular;
el péptido de transito permite el transporte a los cloroplastos. La pre-proteina es transportada al
interior del estroma del cloroplasto y es procesada proteoliticamente para producir la enzima
madura (Kishore and Shah, 1988; Forlani et al., 1994; Lebrun et al., 1997). Una vez desprendido, el
péptido de transferencia al cloroplasto se degrada rapidamente (Bartlett et al., 1982; Della-Cioppa
et al., 1986).

Desde la década de 1980 se han realizado varios intentos para identificar y caracterizar enzimas
EPSPS insensibles a glifosato a partir de varios organismos, con el objetivo de obtener plantas
genéticamente modificadas tolerantes a este herbicida (Kishore and Shah, 1988). Lebrun et al.
(1997) seleccionaron un gen con doble mutacién a partir del maiz, el cual unido a un péptido de
transito quimérico optimizado ha permitido obtener una Optima tolerancia a glifosato en varios
cultivos, sin efecto pleiotropicos: el gen 2mepsps codificando la proteina 2mEPSPS. El gen
2mepsps ha sido introducido como fuente de tolerancia a glifosato en maiz evento GA21, el cual ha
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sido aprobado por diferentes agencias para liberacién al ambiente y consumo alrededor del mundo.
Otro cultivo en el cual se ha logrado la tolerancia a glifosato a partir de mutagénesis del gen epsps
es el arroz (Zhou et al., 2006).

2. Proteinas CrylAb y Cry2Ae.

El mecanismo de accidn de las proteinas Cry es un proceso de multiples etapas. Los cristales
de Bacillus thuringiensis son ingeridos y luego solubilizados en el intestino medio del insecto,
tras lo cual se liberan las proteinas cristalinas en forma de pro-toxinas. Estas no produciran el
dafio per se, sino que deberan ser procesadas por proteasas intestinales para generar las
toxinas activas que produciran el efecto toxico.

Los sintomas que se observan a partir de que las larvas de insectos susceptibles ingieren los
cristales y esporas de Bt son: cese de la ingesta, paralisis del intestino, paralisis total y finalmente
la muerte (Aronson et al., 1986). Los estudios histopatolégicos han mostrado que las células
columnares del intestino medio son las estructuras afectadas inicialmente y en particular, la
microvellosidad apical, la cual se destruye en su totalidad (Ebersold et al., 1978). Los efectos en el
otro tipo de células de las que esta constituido el intestino medio de los lepid6pteros, las células
caliciformes, son mas lentos, pero en este caso también se ha observado citélisis (Bravo et al.,
1992; Gupta et al., 1985).

2.1. Solubilizacién y procesamiento de las protoxinas Cry.

Los cristales producidos por Bt se solubilizan a pH alcalino liberando a la pro-toxina (Gringorten et
al., 1992), también se requiere un medio ambiente reductor para romper los puentes disulfuro que
son abundantes en la mitad C-terminal de las proteinas Cry de 130 kDa. El intestino medio de la
mayor parte de las larvas de insectos susceptibles (lepidépteros, dipteros y algunos grupos de
coledpteros) se caracteriza por su alto pH y condiciones reductoras.

La mayor parte de las proteinas Cry se producen como protoxinas, que para ser activas deben ser
procesadas por las proteasas del intestino medio de los insectos liberando el fragmento téxico.
Puede generalizarse que el procesamiento tipico de las toxinas Cryl se da por el corte de los
primeros 28 residuos del extremo N-terminal en un sitio conservado (Bravo et al., 1992) y de los
ultimos 500 residuos del extremo C-terminal, quedando de esta forma un fragmento resistente a
proteasas de entre 55 y 65 kDa que se le denomina toxina. La posicién del sitio de procesamiento
en el extremo C-terminal no es constante sino que se localiza en la region 609 a 630.

La estructura tridimensional determinada por difraccion de rayos X de la porcién toxica de las
proteinas Cry (Grochulski et al., 1995), ha revelado que estas moléculas estan organizadas en tres
dominios. El dominio | esta constituido por un ramillete de siete a-hélices anfipaticas donde seis de
ellas rodean a la a-hélice 5. EI dominio Il esta formado por tres laminas B-antiparalelas que
terminan en asas (loops 1, 2 y 3) en el vértice de la molécula formando un prisma. El dominio Il
esta compuesto de dos hojas B-plegadas arregladas en forma de emparedado una sobre otra
(Figura 59).

Todas las toxinas Cry presentan cinco bloques conservados en su secuencia de aminoécidos que
se localizan en las regiones centrales y de contacto entre los dominios. La localizacion estratégica
de estas regiones permite inferir que los miembros de la familia Cry que las contengan podrian
tener un plegamiento similar y por lo tanto un mecanismo de accion semejante.
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Figura 59. Estructura tridimensional de proteinas insecticidas producidas por Bacillus thuringiensis.

B Toxinacra

Fuente: http://www.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/Capl2/capitulo.html

2.2. Unién al receptor.

Después de ser activadas, las proteinas Cry se unen a sitios especificos localizados en la
microvellosidad de las células columnares del intestino medio de las larvas de insectos
susceptibles: lepiddpteros, coledpteros y dipteros. La union a estos sitios es muy especifica y es
una etapa determinante en la toxicidad. Los estudios de competencia homologa han mostrado que
la cinética de unién de las toxinas Cry a las vesiculas de la membrana de borde en cepillo de los
insectos susceptibles es bifasica, compuesto de un paso reversible y otro irreversible. La
interaccion inicial entre la toxina y su sitio de unién (unién reversible) es un requisito para la
toxicidad pero no es suficiente. Los eventos posteriores tales como la unién irreversible y la
insercién en la membrana parecen estar mas correlacionados con la toxicidad.
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Las regiones de la toxina que participan en la interaccion con el receptor se localizan en los
dominios Il y lll. Estas regiones se han identificado por medio de analisis de mutantes sitio-
dirigidas. Se ha determinado que las cuatro regiones prominentes en esta interaccién en el dominio
Il son: el loop de la a-hélice 8 y las loops 1 (entre B2y B3), 2 (entre B6y B7) y 3 (entre 310y f11).
La funcién de cada una de estas regiones puede ser diferente en los distintos insectos susceptibles
(http://www.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/).

2.3. Inserciéon en la membranay formacion de poro.

La fase irreversible de la unidon de las proteinas Cry a la membrana se considera como una
evidencia de que las proteinas Cry se insertan en la membrana, formando poros con un diametro
de 1 a 2 nm. El tamafio de estos poros y la aparicibn frecuente de mdltiples estados de
conductancia en los estudios de la actividad de las proteinas Cry en bicapas lipidicas planas se
han considerado como evidencias de la formacion de diversos estados de agregacion de las &-
endotoxinas. Se propone que se requieren cuatro toxinas Cry para formar un poro en donde las
hélices 4 y 5 se encuentran insertadas en la membrana
(http://www.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/).

2.4. Citolisis.

Se ha propuesto que las proteinas Cry causan la muerte de las células epiteliales al inactivar el
sistema que mantiene el gradiente de pH y por citblisis osmdética. Las toxinas Cry aumentan la
permeabilidad de la microvellosidad apical a cationes, aniones, agua y moléculas de mayor
tamafio. Esto causa a su vez que se colapse la diferencia de potencial y por tanto se pierda la
fuerza motriz que dirige la entrada de aminoacidos al interior celular, asi como la redistribucién de
los cationes entre el lumen y el citoplasma. Se considera que el efecto mas devastador de este
proceso es la alcalinizacion del citoplasma, ya que esto interfiere con el metabolismo celular
normal, que tiene como consecuencia final la destruccion del epitelio intestinal. Una vez que las
células columnares y caliciformes se destruyen, las esporas de Bt tienen acceso al hemolinfa,
medio en el que proliferan. La consecuencia final de la destruccién del intestino medio y la
proliferacion de bacterias en la hemolinfa es la muerte de las larvas por inanicion y septicemia.

2.5. Proteinas CrylAb y Cry2Ae.

El evento T304-40 produce la proteina insecticida CrylAb de 617 aminoacidos y un peso molecular
de 69 kDa, codificada por el gen crylAb derivado de la bacteria Bacillus thuringiensis subsp.
berliner (Bt), esta proteina es efectiva para el control de insectos lepidépteros plaga del algodén
como gusano bellotero (Helicoverpa zea) y gusano tabacalero (Heliothis virescens).

El evento GHB119 produce la proteina insecticida Cry2Ae de 631 aminoacidos y un peso
molecular de 71 kDa, codificada por el gen cry2Ae derivado de la bacteria Bacillus thuringiensis
subsp. dakota (Bt), esta proteina es efectiva para el control de insectos lepidopteros plaga del
algodon como gusano bellotero (Helicoverpa zea), gusano tabacalero (Heliothis virescens) y
gusano cogollero (Spodoptera frugiperda).

El efecto téxico de las proteinas Bt requiere de condiciones alcalinas (como las proporcionadas en
el intestino de la larva del insecto) para que se disuelvan los cristales, digestion parcial por
proteasas especificas para que liberen el nicleo activo de la toxina y la union especifica de ésta a
receptores presentes en la superficie de las células epiteliales del intestino medio del insecto. La
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union especifica de la toxina a estos receptores conduce a la formacion de poros en la membrana
plasmética y a la eventual muerte celular, pardlisis intestinal e inanicion. Estos son los pasos que
proporcionan el alto grado de especificidad para cada proteina Bt (English & Slatin 1992; Hofmann
et al., 1988; Knowles & Dow, 1993; Van Rie et al., 1989).

Las proteinas Cryl se producen en forma de protoxinas de 130-140 kDa en tamafio, con 1100-
1200 residuos de aminoacidos (Aronson and Shai 2001; Kumar et al., 1996; Bravo et al., 2007;
OECD, 2007). En el caso de la CrylA, las protoxinas se dividen para generar toxinas activas que
estan compuestas por fragmentos de 60-70 kDa de la porcién terminal N de la proteina (Knowles,
1994; Kumar et al.,, 1996; OECD, 2007). EI mecanismo de accion insecticida es un proceso
complejo en el cual las toxinas activas se adhieren a receptores especificos en la membrana
plasmética de las células epiteliales del intestino medio de los insectos susceptibles (Aronson and
Shai, 2001; Kumar et al., 1996; Bravo et al., 2007; Bravo et al., 2011; OECD, 2007; Zhang et al.,
2006). Una vez unida a los receptores, la toxina puede insertarse en la membrana plasmética
mediante la formacion de poros oligoméricos transmembrana (Aronson and Shai 2001, Bravo et al.,
2007; Kumar et al., 1996; OECD 2007). Dichos poros forman canales i6nicos que afectan el
potencial transmembrana, lo cual causa lisis osmética (Aronson and Shai 2001; Bravo et al., 2007;
Bravo et al., 2011; Hofte and Whiteley, 1989; Kumar et al., 1996; OECD, 2007).

Para que las proteinas Cry puedan ejercer actividad insecticida tienen que ser ingeridas por los
insectos. La proteina en su forma cristalina es insoluble en solucién acuosa a pH neutro o acido
(Bulla et al., 1977), sin embargo, el pH del tracto digestivo de las larvas de los insectos es alcalino
(pH 8 - 10) y probablemente reductivo, lo que favorece la solubilizacion del cristal (Tojo and
Aizawa, 1983; Ogiwara et al., 1992). Una vez ingerida, la proteina es subsecuentemente activada
por proteasas en el tracto digestivo del insecto. Estas proteasas cortan el extremo carboxilo
terminal del resto de la proteina (Chroma y Kaplan, 1990), al igual que aproximadamente 28
aminoacidos del extremo amino terminal. La proteina activada, que consiste de aproximadamente
660 aminoacidos, se difunde a través de la membrana peritréfica del insecto al epitelio del
mesenterdn. Aqui se une a receptores especificos de alta afinidad (Wolfersberger et al., 1986,
Hofmann et al., 1988, Van Rie et al., 1989; Van Rie et al., 1990). Se forman poros en la membrana
gque causa derramamiento de los contenidos celulares (i. e. K+) en el lumen del intestino y agua
hacia las células epiteliales de intestino (Sacchi et al., 1986; Knowles et al., 1989). Las células
epiteliales del tracto de las larvas se hinchan debido a la presion osmética y se lisan. El tracto se
paraliza como consecuencia de los cambios en electrolitos y pH lo que provoca que la larva deje
de comer y muera.

El requerimiento de un pH alcalino y proteasas especificas del intestino de las larvas de insectos
es una caracteristica importante de la actividad insecticida especifica de Bacillus thuringiensis,
debido a que los mamiferos y otros insectos no blanco no pueden solubilizar los cristales de Bt,
estos pasan a través del sistema digestivo de los organismos no blanco en su forma inalterada y
por lo tanto no toxica.

3. Proteina PAT/bar.

El algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 contiene el cassette de expresion bar que,
cuando se transcribe, origina la proteina PAT de ~21 kDa que consiste de un polipéptido de 183
aminoacidos (Thompson et al., 1987). La secuencia del gen bar proviene de Streptomyces
hygroscopicus y codifica la proteina fosfinotricina N-acetil transferasa (PAT) (Thompson et al.,
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1987). La presencia de la proteina PAT en el algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102
confiere tolerancia a glufosinato de amonio.

El herbicida glufosinato es una mezcla racémica de formas D y L de fosfinotricina, aunque soélo la
forma L (L-fosfinotricina) tiene actividad herbicida. Este herbicida es un potente inhibidor de la
enzima glutamino sintetasa (GS) tanto en bacterias como en plantas, donde se une
competitivamente a la enzima GS desplazando al L-glutamato del sitio activo (OECD, 1999; OECD,
2002a) (Figura 60).

La enzima glutamino sintetasa (GS) es esencial en el metabolismo de nitrégeno en plantas
superiores, donde es la Unica enzima en plantas que puede detoxificar el amoniaco liberado por la
reduccién de nitrato, degradacion de aminoacidos y fotorespiracion. El amoniaco, aun siendo un
nutriente vegetal es toxico si se encuentra en exceso y lleva a la muerte de la célula vegetal
(OECD, 1999; OECD, 2002a).

Figura 60. Mecanismo de accion del herbicida glufosinato de amonio.

a) Asimilacion del amoniaco.
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La enzima PAT es una acetiltransferasa que cataliza especificamente la acetilacion de L-
fosfinotricin (L-PPT) y demetilfosfinotricin (DMPT) (Thompson et al., 1987). L-PPT y DMPT son
inhibidores de la enzima glutamino sintasa (GS). Esta inhibicion resulta en la acumulacién de
iones de amoniaco toxicos y una disminucion de la cantidad de glutamina, un aminoé&cido
esencial utilizado en muchos procesos anabdlicos. El glufosinato de amonio es la sal de amonio
de L-PPT. Solamente el L-isomero es un inhibidor de la glutamino sintasa. La enzima PAT
expresada por el gen pat tiene la capacidad de conferir tolerancia al glufosinato de amonio a
las plantas modificadas con este gen. La tolerancia al herbicida es una consecuencia de la
acetilacion y resultante desactivacion de L-PPT en el herbicida glufosinato de amonio.

Figura 61. Mecanismo de accién de la proteina PAT que confiere tolerancia al herbicida glufosinato
de amonio.
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N-Acetyltransferase (PPT) =) ‘ic__o" Inactivacion del glufosinato
....... NH
\ OH  Glufosinato
Ho -
(@] (@]
0 0 0 0
GS
HO OH ——= HN OH
NH, ATP ADP NH,
+ NH,3 +P
L-Glutamate L-Glutamine

Asimilacién del amoniaco

La actividad enzimatica de la proteina PAT sigue las cinéticas simples Michaelis-Menten
(Wehrmann et al., 1996). En presencia de acetyl-CoOA como co-sustrato, la proteina PAT
cataliza la acetilacion del grupo amino libre de L-Fosfinotricin (L-PPT) a N-acetil glufosinato (N-
acetyl-L-PPT), un compuesto que no inactiva la glutamina sintetasa y no tiene actividad
herbicida.

La enzima PAT es altamente especifica para L-PPT. No acetila a otros L-aminoéacidos,
incluido el glutamato, que es estructuralmente el mas parecido al L-glufosinato, ni al acetilato D-
PPT. Un exceso de concentracion de L-aminoacidos no afecta a la proteina PAT en su
capacidad de acetilar L-PPT.

4. Proteina Vip3Aal9.

El evento COT102 codifica la toxina Vip3Aal9 de 780 aminoacidos, la cual pertenece al grupo
de proteinas insecticidas vegetativas (Vip) producidas por Bacillus thuringiensis. Las proteinas
Vip son producidas principalmente durante el crecimiento vegetativo de las bacterias y
secretadas como proteinas solubles en el ambiente extracelular. Las proteinas Vip también
contindan siendo producidas durante la fase estacionaria de crecimiento y esporulacion. Por
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esto, las proteinas Vip se encuentran presentes en los distintos bioinsecticidas comerciales
formulados en base a Bacillus thuringiensis, teniendo por lo tanto las proteinas Vip un historial
de uso seguro. El mecanismo de accion de esta proteina también asegura la no toxicidad para
otros organismos que no sean insectos. Esta proteina requiere unirse a un receptor especifico
para gue actle como toxina y éste se encuentra sélo en algunas especies de insectos
lepidépteros.

Al igual que las proteinas Cry, la proteina Vip3Aal9 de 89 kDa es activada proteoliticamente
por la tripsina y los jugos gastricos produciendo un nucleo activo 60 kDa en el intestino medio de
insectos lepidopteros, el cual se une competitivamente a las vesiculas de la membrana de borde
en cepillo en el epitelio del insecto (BBMV) y produce un poro en la membrana del intestino de
especies susceptibles, sin embargo, se ha demostrado que Vip3Aal9 tiene propiedades de
unioén al receptor, asi como propiedades de formacion de poro significativamente diferentes a
las proteinas Cry, lo cual indica que el modo de accién también es diferentes a la familia de
proteinas Cry (Lee et al., 2003).

En adicion a su actividad insecticida, no se conoce que las proteinas Vip tengan alguna otra
actividad bioldgica o funcion catalitica. A pesar de la falta de homologia con las proteinas Cry,
se ha demostrado que las proteinas Vip también son altamente especificas y efectivas para el
control de ciertas especies de insectos lepidépteros como Agrotis ipsilon, Spodoptera
frugiperda y S. exigua (van Frankenhuyzen and Nystrom, 2002), lo cual, aunado a sus
propiedades diferentes de uniéon a receptor y formacién de poro, representa una excelente
herramienta para la prevencion o manejo de resistencia de los insectos a las proteinas Cry.

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizaciobn molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacion del algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

5. Proteina APH4.

La enzima hygromycin-B phosphotransferase (APH4) codificada por el gen aph4 de la bacteria
Escherichia coli, funciona como marcador de seleccidén que confiere resistencia al antibitico
higromicina B (hygB), inactivandolo mediante la fosforilacién del grupo hydroxyl (van den Elzen
et al., 1985). La higromicina es un antibiético aminoglicésido que se une al sitio de unién
ribosomal del factor de elongacién 2 (EF-2) en las células procariontes. Consecuentemente, la
elongaciéon de la cadena de polipéptidos es inhibida y se interrumpe la sintesis de proteinas
(Benveniste and Davies, 1973). El gen aph4 estd ampliamente distribuido en la naturaleza y
confiere resistencia a un antibiético que no tiene relevancia en medicina humana y tan sélo se
le da un uso restringido en medicina veterinaria.

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacibn mas detallada consultar la informacién de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacién del algodén GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.
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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.

Cada gen transferido al algodon requiere de secuencias reguladoras que permitan su transcripcion
en RNA vy su posterior traduccién en forma éptima. Las secuencias reguladoras que controlan la
expresion de los genes introducidos en el algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 se
presentan en el Cuadro 32. Aunque algunas secuencias reguladoras se derivan de patégenos de
plantas como Agrobacterium tumefaciens, virus de la atrofia del trébol subterrdneo (SCSV), virus
del mosaico de la coliflor (CaMV) y virus del mosaico de la nervadura de la cassava (CsVMV),
estas secuencias no tienen capacidad de inducir enfermedades en el algodén.

Cuadro 32. Elementos genéticos transferidos al algodén GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

Sefal de terminacién de la

Gen/ Origen Promotor Elementos adicionales transcripcion y de
poliadenilacién 3’
GHB614
2mepsps Ph4a748At TPotp C 3’histonAt
Zea mays Promotor del gen H4 de la histona | Péptido de transito optimizado | Sefial de poliadenilacion de la
de Arabidopsis thaliana (Chabouté | que dirige la translocacion de la | region 3’ no traducida del gen
et al., 1987) que controla la proteina madura a los de la histona H4 de
expresion del gen 2mepsps. El cloroplastos, sitio donde la Arabidopsis thaliana
promotor Ph4a748, combinado con | proteina es funcionalmente (Chabouté et al., 1987)
el intron del gen Il de la histona activa (Lebrun et al., 1996)
variante H3.11l de Arabidopsis
thaliana (Chaubet et al., 1992) dirige | Este péptido de transito se
una alto nivel de expresion deriva de secuencias obtenidas
constitutiva, especialmente en de la ribulosa 1,5 bifosfato
tejidos vegetales en rapido carboxilasa-oxigenasa
crecimiento. (RuBisCo) de maiz y girasol,
una enzima presente en todas
las plantas fotosintéticas
(Lebrun et al., 1996).
T304-40
crylAb 5’e1-Ps7s7 - 3’'me1

Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki

Promotor derivado del segmento 7
del genoma del virus de la atrofia
del trébol subterrdneo (SCSV) con
la region promotora duplicada
(Boevink et al., 1995). El promotor
Ps7s7 esté fusionado a la
secuencia lider 5’ de la secuencia
no traducida del gen GE1 especifico
del tapetum del arroz.

Secuencia que contiene la
regién 3’ no traducida del gen
de la enzima 1 mélico NADP
derivado de Flaveria bidentis
(Marshall et al., 1996)

bar
Streptomyces
hygroscopicus

P35S3

Secuencia que incluye la region
promotora del virus del mosaico de
la coliflor (CaMV) (Odell et al,
1985). ElI promotor 35S dirige una
alta expresion constitutiva y es
ampliamente usado como promotor
para la alta expresion de genes.

3’nos

Secuencia que contiene la
region no traducida del gen de
la nopalina sintasa del T-DNA
del plasmido pTiT37 (Depicker
et al., 1982)
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Sefial de terminacioén de la
Gen/ Origen Promotor Elementos adicionales transcripcion y de
poliadenilaciéon 3’
GHB119
cry2Ae P35S3 TPssuAt 3’35s
Bacillus thuringiensis | Secuencia que incluye la region | Secuencia que codifica el Secuencia que incluye la
subsp. dakota promotora del transcripto 35S del | péptido de transito de la region 3’ no traducida del

virus del mosaico de la coliflor
(CaMV) (Odell et al., 1985). El
promotor 35S dirige una alta
expresion  constitutiva y  es
ampliamente usado como promotor

para la alta expresién de genes.

subunidad pequefia de la
ribulosa 1,5 bifosfato
carboxilasa del gen atlsA de
Arabidopsis thaliana (De
Almeida et al., 1989). Esta
secuencia regula un
significativamente alto y estable
nivel de la proteina codificada
en las hojas. El péptido de
transito se encuentra unido a la
secuencia lider no traducida de
la proteina de union a la
clorofila a/b de Petunia hybrida.

transcripto 35S del virus del
mosaico de la  coliflor
(Sanfagon et al., 1991)

bar
Streptomyces
hygroscopicus

Pcsvmv XYZ

Secuencia que contiene la region
promotora del virus del mosaico de
la nervadura de la cassava
(CsVMV) (Verdaguer et al., 1996).
El promotor XYZ del CsVMV es
activo en todos los 6érganos de la
planta y tipos de células, lo que
sugiere un patron de expresion
constitutiva.

3’nos

secuencia que contiene la
region no traducida del gen de
la nopaline sintasa del T-DNA
del pldsmido pTiT37 (Depicker
etal., 1982)

COT102
vip3Aal9 Act2 - 3’nos
Bacillus thuringiensis | Promotor del gen actina-2 de Terminador del gen nopalina

cepa AB88

Arabidopsis thaliana. Confiere la
expresion  constitutiva del gen
vip3Aal9 (An etal., 1996)

sintasa de Agrobacterium
tumefaciens, esta secuencia
termina la transcripcién y
proporciona un sitio de
polyadenilacion. Esta
secuencia no codifica una
proteina (Bevan et al., 1983)

aph4
Escherichia coli

Ubg3int

Promotor mas el primer intron del
gen ubiquitina-e de Arabidopsis
thaliana. Confiere expresion
constitutiva del gen aph4 (Norries et
al., 1993)

3’nos

Terminador del gen nopalina
sintasa de Agrobacterium
tumefaciens, esta secuencia
termina la transcripcién y
proporciona un sitio de
polyadenilacion. Esta
secuencia no codifica una
proteina (Bevan et al., 1983)
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q) Patogenicidad o virulencia de los organismos receptores y donadores.
1. Organismo receptor — algoddn (Gossypium hirsutum).
1.1. Usos del algodén.

El algodon es cultivado principalmente por el valor de su fibra, siendo la semilla de algodén y los
productos procesados a partir de ella, subproductos del cultivo. Uno de los sub-productos de
algoddn es el aceite de su semilla; éste ha sido empleado para el consumo humano por décadas.
Es considerado un aceite de buena calidad, con gran valor por su alto contenido de acidos grasos
no saturados.

Otro uso de la semilla de algodon se encuentra en el linter (especie de pelusa adherida a la
semilla), compuesto en mas del 99% por celulosa. La presencia de gosipol, una toxina natural
presente en las plantas y semillas de algodén, limita el uso del cultivo y algunos de sus sub-
productos como alimento humano y animal. De todas formas, estas toxinas son removidas en la
produccion de aceite y linter, haciendo que sea adecuado para el consumo humano. Entre los
alimentos que pueden derivar del aceite de semilla de algoddén se encuentran los aceites para
frituras, la mayonesa, los aderezos para ensaladas, las grasas y las margarinas. Asimismo, luego
de su procesamiento, el linter puede ser usado en la preparacion de productos alimenticios con alto
contenido de fibra, en espesantes para helados y aderezos de ensaladas.

Solo el capullo de algodon es util para obtener fibras textiles asi como para alimento humano o
animal. Las partes restantes de la planta son dejadas en el terreno para su descomposicion como
abono vegetal. Histéricamente el algoddn ha sido cosechado a mano, pero en la actualidad en los
paises industrializados se le cosecha principalmente en forma mecéanica.

La industrializacién del algodén se inicia con el despepite de los capullos, proceso que separa la
semilla de la fibra. Los subproductos del despepite siguen recorridos distintos; la fibra es requerida
por las fabricas textiles, los restos de fibras y linter se utilizan en la fabricacion de papel, algodén
hidrofilo (materia prima para pafales desechables) y como alimento, y finalmente la semilla se
utiliza para la siembra, elaboracién de aceites y consumo animal.

1.2. Semilla de algodén para alimentacion animal?.

La semilla de algodén que se utilizara para alimentacion de vacas lecheras es tratada y
almacenada de la misma manera que la semilla destinada a ser molida. Esto es importante porque
la semilla de algoddn se puede deteriorar rapidamente si no se almacena bajo niveles apropiados
de humedad y temperatura. Las grandes instalaciones de almacenamiento ventiladores de secado
y equipamiento de control de temperatura presente en molinos aceiteros son ideales para
mantener la calidad de la semilla del algodén, la cual puede ser utilizada como alimento o para
molienda muchos meses después de su cosecha. Muchos molinos de semilla de algodén venden
la semilla completa a la industria lechera, los cuales valoran a la semilla por su alta energia y
contenido de proteina. La alimentacion con semillas oleaginosas y especialmente semillas de
algodon, es una de las formas que tiene la industria lechera, para proveer nutrientes concentrados,
particularmente energia, a vacas lecheras de alta produccion, algunos molinos de aceite también

20 Basado en FAO (Food and Agriculture Organization - Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion). Sistema de informacién de los recursos del pienso. Gossypium spp. www.fao.org
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venden a lecheros semilla de algodén deslintada. Cuando se remueve el linter, el valor nutritivo
para vacas lecheras de la semilla remanente aumenta levemente.

1.3. Productos derivados de semilla de algodon.
1.3.1. Aceite de semilla de algoddn.

En afios recientes los rendimientos de toda la industria de sub-productos de algodén promediaron
cerca de 145 kg de aceite, 412 kg de harina, 245 kg de cascara y 75 kg de linter por tonelada de
semilla, con pérdidas por manufactura de 28.5 kg/ton. Estos rendimientos promedio varian de area
a area, afo a afio y molino a molino, dependiendo de las caracteristicas de la semilla, el tipo de
proceso utilizado y las condiciones del mercado. De los cuatro productos primarios producidos por
las plantas de procesamiento de semilla de algodon, el aceite es el mas valioso. En promedio,
representa cerca del 40 - 50% del valor total de los cuatro productos. El aceite de semilla de
algoddn es utilizado principalmente como alimento para humanos.

Las grasas y los aceites juegan un rol de vital importancia en la dieta humana. Las grasas son las
formas mas concentradas de energia, proveyendo mas del doble de las calorias de energia por
unidad de peso de la que es provista por las proteinas o carbohidratos. Ademas de proveer
energia, las grasas son la unica fuente de ciertos acidos grasos esenciales que no son fabricados
por el cuerpo pero son esenciales para el crecimiento y adecuado funcionamiento. Son buenos
portadores de varios grupos de vitaminas A, D, E y K y ayudan al cuerpo a absorber otro tipo de
elementos alimenticios vitales. Ademéas de su valor directo como alimento, las grasas y aceites
mejoran el sabor de otras comidas y, por lo tanto, contribuyen al disfrute y digestion. Hasta la
segunda guerra mundial, el aceite de semilla de algodén era el aceite vegetal principal en los
Estados Unidos de América. Actualmente se encuentra en tercer lugar en volumen, tras el aceite
de soya, maiz y canola (NCPA, 1999; FAOSTAT, 2006. http:/apps.fao.org/ accedido septiembre,
2006).

El aceite de semilla de algodon para consumo humano, requiere de un segundo procesamiento,
luego de la extraccion por solvente, los niveles de gosipol en el aceite se reducen cerca de la mitad
mediante un proceso de refinamiento (Freyssinet, 2007), seguido de procesos de decoloracién y
deodorizacion, para obtener un aceite con la calidad necesaria para el consumo humano.

La composicién del aceite de semilla de algodén (refinado, decolorado y deodorizado) contiene
tipicamente un 27% de Aacidos grasos saturados, 18% de mono-insaturados y 55% de
poliinsaturados, el contenido de tocoferol del aceite de semilla de algodén es de 65 mg/100 mL (35
mg a-tocoferol y 30 mg de [B-tocoferol) para un a-tocoferol equivalente a 38 mg/100 mL.

1.3.2. Torta de semilla de algodén como alimento animal.

La torta de semilla de algodon es el segundo producto mas valioso de la semilla de algodén,
siendo generalmente un tercio del valor total del producto. Puede venderse como harina, torta,
copos o pellet. La torta de semilla de algodén se utiliza principalmente como alimento para ganado
y es vendido usualmente a un 41% del nivel de proteinas. Su valor principal es como concentrado
proteico.

La mayoria de los granos y forraje de granja son deficientes en las proteinas necesarias para el
mantenimiento, crecimiento y desarrollo de animales. La torta de semilla de algodén, un
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suplemento disponible destacado, provee de tres a seis veces la cantidad de proteina de la
mayoria de los granos y de 10 a 20 veces la de los forrajes de baja calidad. Cuando se utiliza solo
en la cantidad necesaria para balancear en racioén, medio kilo de harina sirve para ahorrar de 1.2 a
1.3 kilos de grano. Ademas de su alto contenido proteico y su alto valor energético, la torta de
semilla de algodon. Ademas de su alto contenido proteico y su valor energético, la torta de semilla
de algodon posee valores mas elevados de fosforo que cualquier otra proteina vegetal.

La torta de semilla de algodon puede ser utilizada en cierta medida en las raciones de todas las
clases de ganado. Es suficiente como fuente Unica de proteinas para rumiantes maduros como
ganado y ovejas y puede proveer gran parte de la proteina para vacas lecheras, ademés se sabe
que toda torta de semilla de algodén de alta calidad, utilizada correctamente, como un ingrediente
formulado adecuadamente para raciones de cerdos y aves de corral, mejora la economia y la
eficiencia.

1.3.3. Linter de semilla de algodon.

El linter de semilla de algoddn, las fibras cortas que son removidas de la semilla como un primer
paso en el procesamiento, es a veces llamado las “pelusas fabulosas”. El linter difiere en varias
formas de las fibras largas de algodon para las cuales el algodén es cultivado. El linter no tiene
lumen, se adhiere a la cdscara mas fuertemente y frecuentemente esta pigmentado, y es mas
rustico que las fibras comunes. Su didmetro es cerca del doble de la fibra de algodén. El linter
puede utilizarse ya sea intacto o disuelto para proveer una cama de celulosa (pulpa de linter) para
fabricar plastico y rayon. Hay una amplia variedad de productos potenciales que pueden fabricarse
a partir de celulosa de linter disuelta, los cuales incluyen films de acetato de celulosa y explosivos
de nitrato de celulosa. El linter sin disolver puede utilizarse para futones, colchones, productos
absorbentes médicos e higiénicos y finos papeles de escritura, como también para el papel
moneda (NCPA, 2000c).

Luego de extensivos procesamientos a pH alcalino y altas temperaturas, el linter de la semilla de
algodon puede utilizarse como un producto dietético de alta fibra. Productos comestibles de fibra
de linter de semilla de algodén contienen méas de un 99% de fibra total. El producto es una harina
color blanco puro, sin sabor y sin olor. Quimicamente estable, por lo que no reacciona con otros
ingredientes para dar sabores colores u olores desagradables en alimentos. Es utilizado en
muchos productos alimenticios incluyendo productos horneados, aderezos, refrigerados y
alimentos procesados. La fibra de linter se utiliza también para mejorar la viscosidad de aderezos y
es utilizada cominmente para unir sélidos en preparados farmacéuticos como tabletas, ayuda a
retener la humedad y por lo tanto prolongar la vida de anaquel de productos horneados. Ya que la
fibra de linter es blanca y es una de las formas mas puras de fibra, tiene obvias ventajas sobre
otras fuentes de fibras comestibles como pulpa de madera.

1.3.4. Semilla de algoddn deslintada.

El deslintado aumenta la densidad de nutrientes y el flujo del producto. En la mayoria de los
procesos de deslintado se utiliza un método mecanico para remover el linter, el cual deja entre un 1
- 2% de linter residual en la semilla. El deslintado &cido es un proceso quimico que remueve todo
el linter y se utiliza para la preparacion de semilla para siembra. El apisonamiento o
resquebrajamiento de la semilla de algodén antes de su uso como alimento puede mejorar su
utilizacion (NCPA, 2006).
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2. Organismos donadores para los eventos GHB614, T304-40, GHB119 y COT102.

Los organismos donadores de los genes 2mepsps, crylAb, cry2Ae, vip3Aal9, bar y aph4 son
plantas utilizadas comiunmente como alimento humano o animal, o bien bacterias que habitan de
manera natural en el suelo o en el intestino humano y que han sido utilizadas como fuentes de
genes para mejorar los atributos de varios cultivos en los ultimos 20 afios, sin que se hayan
encontrado evidencias de efectos patogénicos, toxicos o alergénicos para humanos y animales
(www.isaaa.org; https://bch.cbd.int/).

Las bacterias Bacillus thuringiensis y Streptomyces hygroscopicus no son utilizadas como alimento
humano ni como alimento o suplemento en nutricional animal. Ninguna de las bacterias utilizadas
como donantes de genes tiene antecedentes de ser toxicas para humanos o animales. De todas
maneras, es importante considerar que para la obtencion del algodon GHB614 x T304-40 X
GHB119 x COT102 no se utilizan bacterias completas sino solo uno de sus genes. Los estudios
bio-informéticos y bioldgicos realizados demuestran que ninguna de las proteinas codificadas por
los genes utilizados tiene efectos potencialmente téxicos ni alergénicos.

2.1. Maiz (Zea mays).

El maiz es uno de los granos de mayor cultivo en todo el mundo, motivo por el cual se puede decir
que tanto la semilla como cualquier derivado cuenta con un historial de uso seguro en
alimentacién/uso humana y animal. Los pueblos indigenas del hemisferio occidental han utilizado
el grano de maiz desde tiempos ancestrales. El maiz se cultiva comercialmente en mas de 100
paises, con un total cosechado de mas de 590 millones de toneladas métricas. Los principales
productores de maiz son Estados Unidos, China, Brasil, México, Francia y Argentina. El maiz se
cultiva principalmente por sus granos, los cuales en su mayor parte se someten a un proceso de
refinado para obtener productos utilizados en una amplia variedad de articulos alimenticios,
médicos e industriales.

El maiz es un producto alimenticio basico en México y el consumo nacional per capita es de 187 kg
(Garcia, 2012). El 68% de la produccion de maiz en México se consume directamente como
alimento, en comparacién con el promedio global de 21%. Bourges (2002), en un estudio sobre
dietas mexicanas reportd que el grano de maiz, consumido en forma de tortillas, constituia un
promedio del 59% de la ingesta de fuentes de energia y el 39% de la ingesta de proteinas.

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivisiéon Spermatophyta (plantas con semillas)
Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Liliopsida (monocotiledéneas)
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales
Familia Poaceae/Gramineae
Género Zea L.
Especie Zea mays L.

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).
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2.2. Bacillus thuringiensis.

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria gram-positiva, facultativa anaerébica que forma
inclusiones de proteina adyacente a la endospora. Las subespecies de B. thuringiensis pueden
sintetizar mas de una inclusion parasporal. Estas inclusiones estan formadas por diferentes
proteinas cristal insecticida (PCI) (Soberon y Bravo, 2007).

Los cristales o el complejo de espora/cristal de un Bt esporulado deben ser ingerido por las larvas
susceptibles. La eficacia de los cristales en el intestino medio del insecto depende de la
solubilizacion de los cristales, de la conversion de la protoxina a la toxina biolégicamente activa por
las enzimas proteolitica, de los receptores especificos ensamblado por el dominio terminal-C de la
toxina activa y la formacion de un poro por el dominio terminal-N con el rompimiento de las células
epiteliales. La germinacion de la espora y la proliferacion de las células vegetativas dentro del
homocelo del insecto podrian resultar en una septicemia contribuyendo a la muerte del insecto. Los
receptores ensamblados por el cristal es el principal determinante de la especificidad del
hospedero debido a la existencia de diferentes cristales presentes en cada una de las cepas de Bt.

Un gran numero de subespecies de B. thuringiensis se han aislados de larvas muertas
principalmente del Coleéptera, Diptera y Lepiddptera, pero muchas de las subespecies se han
aislados del suelo, de las superficies de hojas y de otros habitats. Los insectos muertos
frecuentemente contienen grandes cantidades de esporas y cristales que pueden entrar al
ambiente. Las subespecies de Bt que son activas contra coledpteros y lepidopteros estan
asociadas con el suelo y la superficie de hojas, mientras que las subespecies activas contra
dipteros se encuentran comunmente en ambientes acudticos. En el ambiente, las esporas
persisten y el crecimiento vegetativo podria ocurrir cuando las condiciones son favorables y los
nutrientes estan disponibles.

Reino Bacteria
Phylum Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Especie Bacillus thuringiensis

Fuente: Catalogue of Life (http://www.catalogueoflife.org)

2.3. Streptomyces hygroscopicus.

Streptomyces hygroscopicus es una bacteria en forma de bacilo, gram positiva, aerébica,
filamentosa, formadora de bio-peliculas y habitante natural del suelo. Pertenece al grupo de los
Actinomycetes y son bacterias que comparten muchas caracteristicas con los hongos. Estas
bacterias crecen usualmente como filamentos (cadenas de células) que usualmente se ramifican
para formar redes de filamentos en el suelo (micelio). En la punta de los filamentos se desarrollan
cadenas de esporas de longitud indefinida. Estas bacterias son las responsables del olor a
humedad del suelo. Algunas bacterias del género Streptomyces producen antibiéticos tales como
la estreptomicina. En el caso de la especie Streptomyces hygroscopicus produce el antibidtico
milbemicina, el cual es usado como insecticida y también para controlar algunas infecciones
parasitarias en animales. Estas bacterias también forman bio-peliculas, las cuales son
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acumulaciones de bacterias en ambientes acuosos formadas por secreciones de materiales
Viscosos y mucilaginosos que proveen a la bacteria de un medio para adherirse a la mayoria de las
superficies. S. hygroscopicus tiene una amplia distribucion en la naturaleza y no se considera
patdgeno para humanos, animales o plantas (OECD, 1999).

Reino Bacteria
Phylum Actinobacteria
Clase Actinobacteria
Orden Actinomycetales
Familia Streptomycetaceae
Género Streptomyces
Especie Streptomyces hygroscopicus

Fuente: Catalogue of Life (http://www.catalogueoflife.org)

2.4. Escherichia coli.

El organismo donador del gen aph4 utilizado como marcador de seleccion es la bacteria
Escherichia coli cepa K12. E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, la cual comprende un
grupo relativamente homogéneo de bacterias en forma de bacilo, Gram-negativas, aerdbicas y
facultativas. Las bacterias del genéro Escherichia son ubicuas en el ambiente y son habitantes
comunes del tracto digestivo de los vertebrados, incluyendo los humanos (Souza et al., 2001).

La cepa de laboratorio K12 de E. coli ha sido intensamente utilizada como un organismo modelo en
gran cantidad de estudios y tiene un largo historial de uso seguro, es particularmente utilizada en
sistemas de produccién comercial de proteinas tanto en la industria farmacéutica, como en la
industria alimenticia (Bogosian and Kane 1991).

Reino Bacteria
Phylum Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia
Especie Escherichia coli cepa K12

Fuente: Catalogue of Life (http://www.catalogueoflife.org)

3. Organismos donadores de los elementos reguladores.

Cada gen transferido al algodon requiere de secuencias reguladoras que permitan su transcripcion
en RNA y su posterior traduccion en forma Optima. Aunque algunas secuencias reguladoras se
derivan de patégenos de plantas como Agrobacterium tumefaciens, virus de la atrofia del trébol
subterraneo (SCSV), virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y virus del mosaico de la nervadura de
la cassava (CsVMV), estas secuencias no tienen capacidad de inducir enfermedades en el
algodon.
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3.1. Agrobacterium tumefaciens.

Agrobacterium tumefaciens son bacterias aerObicas en forma de bacilos, gram negativas,
flageladas, peritricas; forma colonias mucoides y blancas. La composicién de bases de DNA varia
de 58 a 63.5% GC.

A. tumefaciens es un fitopatbgeno que habita de manera natural en el suelo. Cuando
Agrobacterium es aislada de las raices de las plantas en ambientes naturales o bajo cultivo, la
mayoria de las cepas (mas del 90%) no son patogénicas, aun cuando muchos aislamientos son
hechos de plantas enfermas. Por lo tanto, Agrobacterium es esencialmente un habitante de la
rizosfera y Unicamente una proporcibn muy pequefia de cepas son fitopatdgenas (contienen el
plasmido Ti), las cuales causan la enfermedad conocida como agalla de la corona en un amplio
rango de plantas dicotiledoneas especialmente rosaceas como manzana, pera, durazno, cereza,
almendra, frambuesa y rosal. Esta enfermedad se caracteriza por la formacién de un tumor al nivel
del suelo y aunque reduce el valor comercial de la cosecha, generalmente no causa problemas
serios en plantas maduras bien establecidas. La bacteria entra a la planta a través de heridas y
transfiere una fraccién de su ADN, denominada T-DNA, a las células de las plantas causando la
formacion de un tumor. El tumor se desarrolla debido a que el T-DNA contiene genes que regulan
la biosintesis de hormonas vegetales como el &cido indolacético y citocininas. Las células
infectadas producen unas sustancias denominadas opinas, las cuales son usadas por la bacteria
como fuente de energia. El desarrollo de los sintomas en la planta infectada depende de la
temperatura, humedad y estado de crecimiento; conforme el tumor incrementa su tamafio la
habilidad de la planta para obtener nutrientes disminuye y finalmente detienen su crecimiento con
lo cual también empieza la decadencia del tumor liberando las bacterias en el suelo. La bacteria
puede permanecer activa en el suelo o en tumores viejos en ausencia de un hospedero adecuado
durante un minimo de dos afios y puede dispersarse a través del movimiento de suelo infectado,
implementos agricolas, escurrimiento de agua o a través de insectos succionadores de savia
(Lépez, 1994).

Reino Bacteria
Phylum Proteobacteria
Clase Alphaproteobacteria
Orden Rhizobiales
Familia Rhizobiaceae
Género Agrobacterium
Especie Agrobacterium tumefaciens

Fuente: Catalogue of Life (http://www.catalogueoflife.org)
3.2. Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana es una planta herbacea anual de ciclo corto con una altura comprendida entre
los 10 y 30 cm, miembro de la familia Brasicaceae, sin valor comercial con presencia en los 5
continentes, utilizada en biologia molecular como planta modelo para dicotiledoneas. Planta de
tallo erecto con ramificaciébn un poco alejada de la base. Las hojas son simples de elipticas a
ovales con los bordes enteros. Tiene dos tipos de hojas, las basales de hasta 2 cm de largo por 0.5
cm de ancho, arrosetadas y las caulinares (las que estan a lo largo del tallo), éstas son mas
pequefias y sésiles esto es carentes de peciolo. Las inflorescencias se presentan en racimos, en el
extremo de las ramas o el tallo, no demasiados compactos, éstas se van separando unas de otras
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a medida que el tallo crece, por lo que los pedunculos de los frutos maduros estaran separados del
orden de un centimetro entre ellos. Las flores son hermafroditas de unos 0.5 cm de diametro,
normalmente con cuatro pétalos blancos, espatulados. Se distinguen en ella sin dificultad todos los
organos florales. El fruto es una silicua linear que aparece del centro de la flor, alargado, de unos 3
cm de longitud y 1 mm de ancho, cilindrico, un poco arqueado y sin pubescencia. Estos contienen
dos cavidades en las que se alojan las semillas ovoideas en hilera, sin tocarse entre ellas, en
numero elevado; unas 30 por silicua. En la madurez tienen un color anaranjado son lisas y miden
medio milimetro aproximadamente.

Elegida como especie modelo por su mindsculo tamafio, rapidez de reproduccién, gran nimero de
semillas por planta, genoma compacto (125 mega pares de bases) y la facilidad de realizar cruces
y transformacién genética. Los atributos de Arabidopsis que permiten su utilizacion experimental
han permitido que en menos de 15 afios sea considerada la especie mejor entendida de todo el
reino vegetal. Al analizar el genoma de esta planta, se encontr6 que se trata de un genoma muy
pequefio pero con un gran nimero de genes y que un 8% concuerda con genes animales, sobre
todo los vinculados con el metabolismo primario (sintesis de elementos basicos, como azlcares 0
lipidos). Arabidopsis comparte genes funcionales (germinacion, floracion, formacion de semillas)
con otras plantas como el arroz, la soya, el trigo, el maiz y el algodén. En el afio 2000 se presentd
por vez primera el genoma completo de una planta, el de Arabidopsis thaliana, en el que se
identificaron 25,498 genes que codifican proteinas para 11,000 familias (The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000).

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivisién Spermatophyta (plantas con semillas)
Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (dicotiled6neas)
Subclase Dilleniidae
Orden Capparales
Familia Brassicaceae/Cruciferae
Género Arabidopsis Heynh.
Especie Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/)
3.3. Zea mays.

El maiz es uno de los granos de mayor cultivo en todo el mundo, motivo por el cual se puede decir
que tanto la semilla como cualquier derivado cuenta con un historial de uso seguro en
alimentacién/uso humana y animal. Los pueblos indigenas del hemisferio occidental han utilizado
el grano de maiz desde tiempos ancestrales. El maiz se cultiva comercialmente en mas de 100
paises, con un total cosechado de mas de 590 millones de toneladas métricas. Los principales
productores de maiz son Estados Unidos, China, Brasil, México, Francia y Argentina. El maiz se
cultiva principalmente por sus granos, los cuales en su mayor parte se someten a un proceso de
refinado para obtener productos utilizados en una amplia variedad de articulos alimenticios,
médicos e industriales.

El maiz es un producto alimenticio basico en México y el consumo nacional per capita es de 187 kg
(Garcia, 2012). El 68% de la produccion de maiz en México se consume directamente como

BAYER DE MEXICO, S.A. DE C.V. — INFORMACION CONFIDENCIAL Péagina 117 de 254


http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=ARTH&display=31
http://plants.usda.gov/

Solicitud de permiso para la liberacion al ambiente de Algodon GlyTol™ TwinLink™ Plus

A
BA\E(ER (GLTC) en etapa experimental, ciclo PV-2016

alimento, en comparacién con el promedio global de 21%. Bourges (2002), en un estudio sobre
dietas mexicanas reportd que el grano de maiz, consumido en forma de tortillas, constituia un
promedio del 59% de la ingesta de fuentes de energia y el 39% de la ingesta de proteinas.

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivisiéon Spermatophyta (plantas con semillas)
Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Liliopsida (monocotiledéneas)
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales
Familia Poaceae/Gramineae
Género Zea L.
Especie Zea mays L.

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).
3.4. Helianthus annuus.
El girasol (Helianthus annuus) es una planta que tiene un largo historial de uso seguro; tanto la

semilla como el aceite son ampliamente consumidos de manera directa o como ingrediente en una
gran cantidad de alimentos procesados (USA Sunflower Association: www.girasol-usa.com).

Es una planta herbacea, anual, de gran porte, que puede alcanzar los 2 m de altura. Para su
optimo desarrollo necesita de una gran cantidad de horas de insolacién y mucha humedad. Posee
hojas de forma triangular, asperas al tacto. Los frutos, que popularmente se denominan "pipas",
son grandes, de unos 2 cm de largo y de color blanco, gris o negro, segun la variedad de que se
trate.

La floracion se produce en los meses de verano. Esta planta tan peculiar debe su nombre al hecho
de que mueve su inflorescencia siguiendo el movimiento solar, de forma que al amanecer la orienta
hacia el este y continla girando a medida que avanza el dia, hasta quedar orientada hacia el
poniente; asi, los rayos solares inciden perpendicularmente sobre ella. Las inflorescencias son muy
grandes, lo que en ciertas ocasiones hace que el tallo se incline por su propio peso; a su alrededor
se encuentran unas ligulas alargadas de color amarillo. La recoleccion se efectia cuando las
semillas estdn maduras (www.oleaginosas.orq).

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivisiéon Spermatophyta (plantas con semillas)

Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (Dicotiledoneas)

Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae/Compositae
Género Helianthus L.
Especie Helianthus annuus L. (girasol)

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).
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3.5. Oryza sativa.

El arroz es uno de los cereales més valiosos en México y en el mundo por su alto contenido de
energia y proteinas. Tiene una gran variedad de usos para consumo humano en diversos platillos y
bebidas, asi como para la elaboracion de alimento balanceado para ganado.

La planta del arroz tiene un tallo cilindrico formado de nudos y entrenudos alternados con hojas
seguidos de secciones sin ellas. Su altura va desde sesenta hasta 120 cm. Las hojas son largas y
planas. En el punto donde la hoja se une al tallo, hay una ligula con una serie de cirros largos y
sedosos. Las flores del arroz son de color verde blanquecino dispuestas en espiguillas, que en
conjunto se denominan panoja. Una vez que ha floreado, las espigas son estrechas y colgantes. El
grano de arroz es el ovario maduro. Cuando se le quita la cascara pardusca o pericarpio, se dice
gue se ha pulido. De otra forma, se trata de arroz integral, preferido por muchas personas por su
alto contenido de fibra (www.siap.gob.mx).

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivisiéon Spermatophyta (plantas con semillas)
Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Liliopsida (monocotiledéneas)
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales

Familia Poaceae/Gramineae

Género Oryza L.
Especie Oryza sativa L. (arroz)

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).
3.6. Flaveria bidentis.

Flaveria bidentis es una planta anual con una altura de alrededor de 50 cm; su tallo es
generalmente de color purpura; hojas opuestas, sésiles (sus bases unidas al tallo y a la hoja
opuesta), angostas, de hasta 5 cm de largo y hasta 0.6 cm de ancho, a veces con el margen
aserrado. Las flores se agrupan en cabezuelas apretadas sobre numerosos ejes cuyo apice tiende
a enroscarse, ubicados hacia la punta de los tallos formando una inflorescencia de aspecto
redondeado. Cada inflorescencia estd formada por 5 a 11 flores sésiles dispuestas sobre un
receptaculo pequefio que no presenta bracteas (paleas), el conjunto de flores esta rodeado por
fuera por 5 bracteas (que constituyen el involucro) oblongo-ovadas o con forma de “lancha”.
Frecuentemente se presenta otra bractea diminuta en la base del involucro. Flores liguladas una o
bien ausentes, fértil, la corola es un tubo en la base y a manera de cinta hacia el apice, semejando
el pétalo de una flor sencilla, de aproximadamente 3 mm de largo, casi circular, amarilla. Flores del
disco 5 a 10, hermafroditas, la corola mide aproximadamente 2 mm de largo y es un tubo que hacia
el 4pice se ensancha (con forma de embudo) y se divide en 5 I6bulos, de color amarillo. Caliz
ausente. El fruto es un aquenio y no se abre (indehiscente), contiene una sola semilla, es mas o
menos cilindrico aunque a veces algo mas ancho hacia el apice, algo comprimido y acostillado,
mide aproximadamente 1 mm de largo (cuando se presenta, el fruto de la flor ligulada es
ligeramente mas largo), sin vilano (www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/).
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Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision Spermatophyta (plantas con semillas)
Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (dicotiled6neas)
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae/Compositae
Género Flaveria Juss.
Especie Flaveria bidentis (L.) Kuntze

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).
3.7. Petunia hybrida.

Petunia hybrida es una planta perenne que alcanzan entre 15 y 45 cm de altura; las hojas estan
dispuestas de forma alterna u opuestas, son ovaladas, alargadas y de bordes enteros, bastante
oscuras y pegajosas. Las flores son solitarias y axilares con caliz tubular y corola en forma de
trompeta, miden entre 5 y 13 cm de diametro. Las petunias son plantas ornamentales muy
conocidas. Desarrollan una abundante floracién durante un largo periodo; desde la primavera hasta
finales de otofio.

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivisiéon Spermatophyta (plantas con semillas)
Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (dicotiled6neas)
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Petunia Juss.
Especie Petunia hybrida Vilm

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).
3.8. Virus de la atrofia del trébol subterraneo (SCSV).

El virus de la atrofia del trébol subterraneo (SCSV) es un Nanovirus con un rango de hospedantes
restringido principalmente a especies de la familia Fabaceae como trébol subterraneo (Trifolium
subterraneum), alfalfa (Medicago sativa), chicharo (Pisum sativum) y frijol (Phaseolus vulgaris). En
la naturaleza este virus es transmitido Unicamente por afidos como Aphis craccivor, A. gossypii,
Macrosiphum euphorbiae y Myzus persicae. No se conocen efectos toxicos para el hombre del
virus de la atrofia subterrdnea del trébol.

Phylum -
Clase -
Orden -
Familia Nanoviridae
Género Nanovirus
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Especie Virus de la atrofia del trébol subterraneo (SCSV)

Fuente: International Committee on Taxonomy of Viruses (http://ictvonline.org/).
3.9. Virus del mosaico de la coliflor (CaMV).

El virus del mosaico de la coliflor (CaMV) es un Caulimovirus con un rango de hospederos
restringido principalmente a plantas de la familia Brassicaceae (col, coliflor, colza, mostaza);
aungue también se ha reportado de manera esporadica en cacahuate, soya y casava. No se
conocen efectos téxicos para el hombre del virus en mosaico de la coliflor. Los Caulimovirus
representan uno de los dos grupos de pararetrovirus vegetales que incluye al promotor 35S. El otro
grupo, Badnavirus, se encuentra en forma natural en banana, cacao, citricos, camote, pifia y cafa
de azlcar. Las particulas del CaMV contienen una molécula circular de DNA de doble cadena. En
el nicleo de las plantas hospedantes el DNA se presenta como mini-cromosoma cuya transcripcion
produce moléculas de RNA. Este RNA es el templado para la transcriptasa reversa que produce
copias de DNA del CaMV que sera empacado en nuevas particulas virales. El RNA se utiliza para
la sintesis directa de proteinas virales entre las que se incluye las que integran la capside.

Phylum -
Clase -
Orden -
Familia Caulimoviridae
Género Caulimovirus

Especie Virus del mosaico de la coliflor (CaMV)

Fuente: International Committee on Taxonomy of Viruses (http://ictvonline.org/).
3.10. Virus del mosaico de la nervadura de la cassava (CsVMV).

El virus del mosaico de la nervadura de la cassava (CsVMV) es un Caulimovirus que infecta las
plantas de cassava (Manihot esculenta) en Brasil. EIl CsVMV tiene particulas esféricas de 50 a 60
nm de diametro que se observan como cuerpos de inclusiéon citoplasmaticos y contienen una
molécula circular de DNA de doble cadena (dsDNA). EI CsVmV es particularmente importante en la
biotecnologia vegetal debido a que posee un promotor que dirige una alta expresioén de transgenes
en diferentes plantas, asi como en protoplastos, y ha sido utilizado en el desarrollo de plantas con
tolerancia a herbicidas, resistencia a insectos y enfermedades (Rao, 2015; Verdaguer et al.; 1998).

Phylum -
Clase -
Orden -
Familia Caulimoviridae
Género Cavemovirus

Especie virus del mosaico de la nervadura de la yuca (CsVMV)

Fuente: International Committee on Taxonomy of Viruses (http://ictvonline.org/).
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r) Genes de seleccion utilizados durante el desarrollo del OGM y el fenotipo que confiere
estos genes de seleccion, incluyendo el mecanismo de accion de estos genes.

Los genes de seleccion utilizados durante la fase de laboratorio para cada evento parental
(GHB614, T304-40, GHB119 y COT102) se presentan en el Cuadro 33.

Cuadro 33. Resumen de los genes de seleccion utilizados para la obtencidon de los eventos

parentales del algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

Gen de Organismo .,
Evento seleccién donador Producto del gen Funcion
Enzima 5-enolpiruvil shikimato-3- | Disminuye la afinidad con el
GHB614 2mepsps Maiz (Zea mays) fosfato sintasa (MEPSPS) glifosato y, por lo tanto, aumenta
tolerante a glifosato la tolerancia a este herbicida
Bacteria Enzima fosfinotricina-N- Elimina la actividad herbicida del
T304-40 bar (Streptomyces . glufosinato (fosfinotricina) por
A acetiltransferasa (PAT) I
hygroscopicus) acetilacion
Bacteria Enzima fosfinotricina-N- Elimina la actividad herbicida del
GHB119 bar (Streptomyces . glufosinato (fosfinotricina) por
h . acetiltransferasa (PAT) o
ygroscopicus) acetilacion
. . . Marcador de selecciéon mediante
COT102 aph4 (hptl) (BEachtr?enrﬁ:hia coli) E'Tcz)'smﬁoqﬁggg ?g,ne-?h h) resistencia al antibiético
phosp p Higromicina B

1. Gen 2mepsps.

El gen de interés 2mepsps también fue utilizado como marcador de seleccién para el evento
GHB614. Este gen codifica la produccion de la enzima 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate
synthase (2mEPSPS), la cual es insensible a la accién del herbicida glifosato, permitiendo la
seleccidn de las plantas por la tolerancia que les confiere a la aplicacion de dicho herbicida.

El evento GHB614 produce la proteina 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase (2mEPSPS)
codificada por el gen 2mepsps derivado del maiz (Zea mays L.) (Herouet-Guicheney et al., 2009).
El gen 2mepsps consta de 1338 pb y ha sido modificado a través de mutagénesis sitio-dirigida para
codificar una enzima insensible a la desactivacion por glifosato (Lebrun et al., 1997). Para restaurar
el sitio de escision del péptido de transito se adicion6 el aminoacido metionina en N-terminal de la
secuencia de la proteina 2mEPSPS (De Beuckeleer, 2003), la cual esta constituida por 445
aminoacidos y un peso molecular de ~47.5 kDa. La expresion de la proteina 2mEPSPS confiere
tolerancia a las plantas de algodén al herbicida glifosato.

El mecanismo de accién del glifosato consiste en la inhibicion competitiva de la enzima 5-
enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) en la ruta metabdlica del shikimato (Sikorski &
Gruys, 1997). La inhibicion de la enzima EPSPS por el glifosato bloguea esta ruta metabdlica, lo
cual eventualmente provoca la muerte de la célula (Steinrucken & Amrhein, 1980). La enzima
EPSPS cataliza la transferencia reversible del grupo enolpiruvil desde el fosfenol piruvato (PEP)
(PEP) al 5-hidroxil de shikimato-3-fosfato (S3P) resultando en la formacién de fosfato inorganico y
5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato (EPSP) (Alibhai y Stallings, 2001), sitio de inhibicion por el
glifosato. Este es el Unico producto metabdlico conocido y 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato es el
penultimo producto de la via del acido shikimico. El acido shikimico es un sustrato para la
biosintesis de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina) como también de varios
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metabolitos secundarios, como el tetrahidrofolato, la ubiquinona y la vitamina K. Es importante
destacar que la via del shikimato y, por lo tanto, las proteinas EPSPS no estan presentes en
mamiferos, peces, aves, reptiles e insectos (Bentley, 1990; Alibhai & Stallings, 2001; Eschenburg
et al., 2002). En contraste, se ha calculado que las moléculas arométicas, todas derivadas del
acido shikimico, representan el 35% o mas del peso seco de una planta (Franz et al., 1997). La
unién del sustrato a la enzima es secuencial, iniciando con la unién del S3P y posteriormente el
PEP (Boocock and Coggins, 1983). La reaccion catalizada por la enzima EPSPS inicia con el
rompimiento del enlace C-O del PEP (Walsh et al., 1996).

2. Gen bar.

El gen de interés bar también fue utilizado como marcador para la seleccion de los eventos T304-
40 y GHB119. Este gen codifica la produccion de la enzima phosphinothricin N-acetyltransferase
(PAT), la cual es insensible a la accion del herbicida glufosinato de amonio, permitiendo la
seleccidn de las plantas por la tolerancia que les confiere a la aplicacion de dicho herbicida.

Los eventos T304-40 y GHB119 contiene el cassette de expresion bar que cuando se transcribe,
origina la proteina PAT de ~21 kDa que consiste de un polipéptido de 183 aminoacidos (Thompson
et al.,, 1987). La secuencia del gen bar proviene de Streptomyces hygroscopicus y codifica la
proteina phosphinothricin N-acetyltransferase (PAT) (Thompson et al., 1987). La presencia de la
proteina PAT en el algodéon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 confiere tolerancia a
glufosinato de amonio (L-fosfinotricina).

El herbicida glufosinato es una mezcla racémica de formas D y L de fosfinotricina, aunque soélo la
forma L (L-fosfinotricina) tiene actividad herbicida. Este herbicida es un potente inhibidor de la
enzima glutamino sintetasa (GS) tanto en bacterias como en plantas, donde se une
competitivamente a la enzima GS desplazando al L-glutamato del sitio activo (OECD, 1999; OECD,
2002a) (Figura 62).

La enzima glutamino sintetasa (GS) es esencial en el metabolismo de nitrégeno en plantas
superiores, donde es la Unica enzima en plantas que puede detoxificar el amoniaco liberado por la
reducciéon de nitrato, degradacion de aminoacidos y fotorespiracion. El amoniaco, aun siendo un
nutriente vegetal es téxico si se encuentra en exceso y lleva a la muerte de la célula vegetal
(OECD, 1999; OECD, 2002a).

Figura 62. Mecanismo de accién del herbicida glufosinato de amonio.

a) Asimilacién del amoniaco.

0 0 o] 0
HOWOH 7_\_\, """""""" H2N J\/\I)LOH
NH, ATP ADP NH,
+NH;  +P
L-Glutamate L-Glutamine

GS: Glutamine synthase
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b) Inhibicion de la enzima GS.

NH

2
\ OH  Glufosinato
Ho—

0 0o

|
HO J\/\l)‘LOH 6S
o~

NH,  ATP  ADP
+NH; NH-I;; i
L-Glutamate ~ *NHs, yy. L-Glutamine
+ NH3

Acumulacion de iones de amoniaco

+NH, y disminucion de L-Glutamina

La enzima PAT es una acetiltransferasa que cataliza especificamente la acetilacion de L-
fosfinotricin (L-PPT) y demetilfosfinotricin (DMPT) (Thompson et al., 1987). L-PPT y DMPT son
inhibidores de la enzima glutamino sintasa (GS). Esta inhibicién resulta en la acumulacién de
iones de amoniaco téxicos y una disminucion de la cantidad de glutamina, un aminoacido
esencial utilizado en muchos procesos anabdlicos. El glufosinato de amonio es la sal de amonio
de L-PPT. Solamente el L-isomero es un inhibidor de la glutamino sintasa. La enzima PAT
expresada por el gen bar tiene la capacidad de conferir tolerancia al glufosinato de amonio a
las plantas modificadas con este gen. La tolerancia al herbicida es una consecuencia de la
acetilacion y resultante desactivacion de L-PPT en el herbicida glufosinato de amonio.

Figura 63. Mecanismo de accién de la proteina PAT que confiere tolerancia al herbicida glufosinato
de amonio.

Hac 0" Inactivacién del glufosinato

(@]
0 0 0 0
GS
HO OH =" HN OH
NH, ATP ADP NH,
+NH,  +P,
L-Glutamate L-Glutamine

Asimilacion del amoniaco
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La actividad enzimatica de la proteina PAT sigue las cinéticas simples Michaelis-Menten
(Wehrmann et al., 1996). En presencia de acetyl-CoA como co-sustrato, la proteina PAT
cataliza la acetilacion del grupo amino libre de L-Fosfinotricin (L-PPT) a N-acetil glufosinato (N-
acetyl-L-PPT), un compuesto que no inactiva la glutamina sintetasa y no tiene actividad
herbicida.

La enzima PAT es altamente especifica para L-PPT. No acetila a otros L-aminoécidos,
incluido el glutamato, que es estructuralmente el mas parecido al L-glufosinato, ni al acetilato D-
PPT. Un exceso de concentracion de L-aminoacidos no afecta a la proteina PAT en su
capacidad de acetilar L-PPT.

3. Gen aph4 (hptl).

La enzima hygromycin-B phosphotransferase (APH4) codificada por el gen aph4 de la bacteria
Escherichia coli, funciona como marcador de seleccidon que confiere resistencia al antibidtico
higromicina B (hygB), inactivandolo mediante la fosforilacion del grupo hydroxyl (van den Elzen
et al., 1985). La higromicina es un antibiético aminoglicésido que se une al sitio de unién
ribosomal del factor de elongacién 2 (EF-2) en las células procariontes. Consecuentemente, la
elongaciéon de la cadena de polipéptidos es inhibida y se interrumpe la sintesis de proteinas
(Benveniste and Davies, 1973). El gen aph4 estd ampliamente distribuido en la naturaleza y
confiere resistencia a un antibiético que no tiene relevancia en medicina humana y tan sélo se
le da un uso restringido en medicina veterinaria.

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paguete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacién del algodén GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

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

El algodén GHB614 x (T304-40 x GHB119) x COT102 fue obtenido mediante técnicas de
mejoramiento convencional a partir de los eventos parentales GHB614, T304-40 x GHB119 y
COT102. No se ha efectuado ninguna modificaciébn genética adicional. Toda la informacion que
describe la modificacion genética se refiere a los eventos parentales individuales.

1. Evento GHB614.

La estabilidad estructural del evento GHB614 fue demostrada a través de cinco generaciones (Ts,
Ta, Ts, Te y BC2F2) y en diferentes cultivares, mediante andlisis Southern blot. EI DNA aislado de
tejido foliar fue digerido con la enzima de restriccion EcoRV, la cual tiene un sitio de
reconocimiento en el T-DNA (Figura 64). El DNA gendémico del algodon GHB614 hibridado con la
sonda Ph4a748At + intronl h3At + TPotp C mostrd los fragmentos de integracién 5’ y 3’ esperados
de 4850 bp y 9100 bp en todas las muestras analizadas, lo cual demostro la estabilidad del evento
GHB614 a nivel gendémico (Figura 63 - 67). Adicionalmente, los datos de segregacion también
confirmaron la estabilidad del evento GHB614 al demostrar que segrega de manera independiente
siguiendo el patron de un locus mendeliano dominante (seccion j.2) (INFORMACION
CONFIDENCIAL).
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Figura 64. Esquema del T-DNA del pldsmido pTEM2 indicando la el sitio de restriccion de la
enzima EcoRV vy la posicion de la sonda utilizada.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 65. Estabilidad del evento GHB614 generacion Ts.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 66. Estabilidad del evento GHB614 generacién Ta.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 67. Estabilidad del evento GHB614 generacion Ts.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 68. Estabilidad del evento GHB614 generacién Te.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 69. Estabilidad del evento GHB614 generacion BC,F.

INFORMACION CONFIDENCIAL

2. Evento T304-40.

La estabilidad estructural del evento T304-40 fue demostrada a través de cuatro generaciones (Fi,
BCiF1, BC2F1 y BC2F2) y en diferentes cultivares, mediante analisis Southern blot. EI DNA aislado
de tejido foliar fue digerido con la enzima de restriccibon EcoRV, la cual tiene dos sitios de
reconocimiento en el T-DNA (Figura 70). EI DNA genomico del algodén T304-40 hibridado con la
sonda crylAb mostré los fragmentos de integracion 5 y 3’ esperados en todas las muestras
analizadas, lo cual demostréd la estabilidad del evento T304-40 a nivel genémico (Figura 69 - 76)
(seccion j.2) INFORMACION CONFIDENCIAL).

Figura 70. Esquema del T-DNA del plasmido pTDLO08 indicando los sitios de restriccion de la
enzima EcoRV y la posicién de la sonda utilizada.

INFORMACION CONFIDENCIAL
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Figura 71. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodon - lote 32CON0466
(cultivar 983050 — 99MS88).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 72. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodon - lote 32CON0467
(cultivar Coker 315).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 73. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodén - lote 32CON0468
(cultivar 9740).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 74. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodon - lote 32CON0469
(cultivar 97201-16).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 75. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodén - lote
05GAGHO000740 (generacion BC2F2).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 76. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodon - lote
05GAGHO000741 (generacion BC2F1).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 77. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodon - lote
05GAGHO000742 (generacion BC1F1).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 78. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodon - lote
05GAGHO000743 (generacion Fi).

INFORMACION CONFIDENCIAL
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3. Evento GHB119.

La estabilidad estructural del evento GHB119 fue demostrada a través de tres generaciones (Fu,
BC:F1, BC2F1) y en diferentes cultivares, mediante analisis Southern blot. El DNA aislado de tejido
foliar fue digerido con la enzima de restriccion EcoRV, la cual tiene dos sitios de reconocimiento en
el T-DNA produciendo dos fragmentos de hibridacion (Figura 79). El DNA gendmico del algodén
GHB119 hibridado con la sonda T-DNA mostré los fragmentos de integracion 5’ y 3’ esperados en
todas las muestras analizadas, lo cual demostr6 la estabilidad del evento GHB119 a nivel
genomico (Figura 78 - 81) (seccion j.2) INFORMACION CONFIDENCIAL).

Figura 79. Esquema del T-DNA del plasmido pTEM12 indicando los sitios de restriccién de la
enzima EcoRV y la posicion de la sonda utilizada.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 80. Estabilidad del evento GHB119 en diferentes cultivares de algodén - lote 05GC03
(cultivar Coker 312).

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 81. Estabilidad del evento GHB119 a través de diferentes generaciones (generacion Fi).

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 82. Estabilidad del evento GHB119 a través de diferentes generaciones (generacién BCiF;).

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 83. Estabilidad del evento GHB119 a través de diferentes generaciones (generaciéon BC,F).

INFORMACION CONFIDENCIAL

4. Evento COT102.

La estabilidad del evento COT102 fue analizada utilizando plantas de cinco generaciones. Plantas
individuales de las generaciones Fi, BC.F,, BC;F1, BC,F, y BCsF1 fueron analizadas para
determinar la expresion de la proteina Vip3Aal9 (VIP3/VIP3A) mediante en ensayo cualitativo de
inmuno-absorcién ligado a enzima (ELISA).

Todas las generaciones segregaron como se esperaba para un sitio de insercién Unico. La
progenie F1 fue producida a partir de una poblacién homocigota y, como se esperaba, todas las
plantas expresaron la proteina Vip3Aal9. Las otras cuatro generaciones evaluadas produjeron los
resultados esperados con relacion a la expresion de la proteina Vip3Aal9. El valor critico de Ji
cuadrada para rechazar la hipétesis nula fue de 3.84 (p=0.05) con un grado de libertad
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(Strickberger, 1976)2L. Un valor menor a 3.84 indica que la herencia del gen vip3Aal9 se comporta
siguiendo el patrén de un locus mendeliano dominante. El sitio de insercién permanece estable a
través de multiples generaciones de autopolinizacion y retrocruzas (Artim et al., 2003) (seccion j.2).

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacién de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicoldgica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacién del algodéon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

5. Evento GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

La estabilidad de los insertos GHB614, T304-40 y GHB119 fue evaluada en el ADN gendmico del
algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 digerido con la enzima EcoRV. Después de la
hibridacion con las sondas T-DNA y crylAb, todas las muestras de algodon GHB614 x T304-40 x
GHB119 x COT102 mostraron fragmentos de tamafio comparable a los obtenidos en las lineas
parentales GHB614, T304-40, GHB119 y T304-40 x GHB119.

La estabilidad el inserto COT102 fue evaluada a partir de muestras de ADN gendémico de algodon
GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 digerido con las enzimas BamHI y Nhel. Después de la
hibridacion con las sondas de vip3Aal9 y aph4, todas las muestras de algodon GHB614 x T304-40
x GHB119 x COT102 mostraron fragmentos de tamafio comparable a los obtenidos en la linea
parental COT102, demostrando la estabilidad del evento COT102.

La metodologia, andlisis Southern blot y los resultados que demuestran la estabilidad estructural
de los insertos GHB614, T304-40, GHB119 y COT102 en el algodon GHB614 x T304-40 x GHB119
x COT102 son INFORMACION CONFIDENCIAL.

t) Referencia bibliografica sobre los datos presentados.
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Il. IDENTIFICACION DE LA ZONA O ZONAS DONDE SE PRETENDA LIBERAR EL OGM.
a) Superficie total del poligono o poligonos donde se realizara la liberacion.

El algodon GlyTol™ TwinLink™ Plus (BCS-GH@@2-5 x BCS-GH@@4-7 x BCS-GH@@5-8 x SYN-
IR1@2-7) serd importado y/o movilizado en forma de semilla. En el Cuadro 34 se indica la cantidad
de semilla que serd importada y/o movilizada, asi como las fechas propuestas de importacion y/o
movilizacion.

Cuadro 34. Superficie y cantidad de semilla a importar y/o movilizar para el programa experimental
de algoddn GlyTol™ TwinLink™ Plus durante el ciclo PV-2016.

Ciclo Periodo de importacién Periodo de Superficie Densidad de Cantidad de semilla
de la semilla siembra (ha) siembra (kg) requerida (kg)
PV-2016 Marzo de 2016 Mayo > sunio de 5 17 85

La semilla importada sera liberada en los sitios experimentales ubicados dentro de los poligonos
de Chihuahua, Coahuila y Durango, asi como en el poligono de Tamaulipas Sur. En la Figura 82 -
83 se puede apreciar geograficamente los poligonos propuestos para la liberacion en etapa
experimental del algodén GlyTol™ TwinLink™ Plus durante el ciclo PV-2016.

Figura 84. Poligono propuesto para la liberaciéon de algodén GlyTol® TwinLink™ Plus en etapa
experimental en la region agricola de Chihuahua, Coahuila y Durango.

MUNICIPIOS Y DISTRITOS DE RIEGO POLIGONO DE LIBERAC'ON
T sl CHIHUAHUA - COMARCA LAGUNERA
I Distrtos de Riego
I zonas Agricoles y Pastizales

Las zonas agricolas se distribuyen de manera no
uniforme, por lo que para poder abarcar mediante un
~| solo polgano las zonas dedicadas a un cultiva en
especifico como el algodén, es necesario englobarias en
un poligono mayor, de otra manera se obtendrian “n”
numeros de poligonos.

En el mapa se pueden observar al fando con diferentes
colares, las ecorregiones corresgondientes a a Regidn en
Nivel 4, sobre efas se ven las etiquetas con las Claves de
Wentificacion de cada una.

ANPs Y ZONAS RAMSAR

INFORMACION DE MAPA |y 728
[ Potigonos Soiicitados = i
W sitios Ramsar H W g
B Areas Naturales Profegidas AN
B Zonss Agrcolas y Pastizales 3
[ Rios Lagos y Lagunas
| Resenas

Area Suceplibie & Inundacones

£l principal motivo de Bayer de México para solicitar
estos poligonos abarcando un ANP en su totalidad y
parcalmente otra ANP, es el hecho real de fa |
uregularidad por orden natural de la distribucion de la
z0na agricola en todo territorio Mexicano.
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Figura 85. Poligono propuesto para la liberacion de algodén GlyTol® TwinLink™ Plus en etapa
experimental en la regién agricola de Tamaulipas Sur.

ANEXO: POLIGONO DE LIBERACION PROPUESTO PARA SUR DE TAMAULIPAS

MUNICIPIOS CUBIERTOS MAPA GENERAL Y CLAVE DE ECORREGIONES

Casas
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& csszo | Mader \
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N Estars
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Nueso Tantoan = -

AREAS NATURALES PROTEGIDAS CERCANAS

Wi
Santa Marthe

e M
Bokio MO, i Ayt

1050 10 20 30 40
Km

Areas Naturales Protegicas

Poligono Propuesto 1,000 - 5,000 Carretera Estatal
« <1,000 Areas Urbanas

Carretera Federal

Aveas Agricolas Poligono Propuesto 50,001 - 100,000
10,001 - 50,000

5,001 - 10,000

Areas Naturales Protegidas

Nota-

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

Los sitios donde se pretende realizar las liberaciones del algodén GlyTol® TwinLink™ Plus (GLTC)
estan ubicados dentro de los poligonos cuyos vértices se presentan en los Cuadro 35 — 36.

Cuadro 35. Vértices del poligono propuesto para la liberaciéon al ambiente de algodén GlyTol®
TwinLink™ Plus en etapa experimental en Chihuahua y Comarca Lagunera.

Zonas agricolas de Chihuahua - Comarca Lagunera
_ Coordenadas geograficas Coordenadas UTM
Vértice : =
Latitud Longitud X Y Zona

0 26.72654 -102.89225 709652.6351 2957882.407 13
1 25.47148 -101.47392 251269.4882 2819466.025 14
2 24.91158 -102.24906 777864.2454 2757968.372 13
3 25.2128 -103.21644 679685.9147 2789702.722 13
4 25.64806 -103.79625 620830.7765 2837259.099 13
5 25.732 -104.16181 584075.3986 2846272.083 13
6 26.03964 -104.18123 581914.7979 2880330.669 13
7 26.07155 -103.67965 632064.6244 2884276.422 13
8 26.17713 -103.7311 626803.8832 2895919.591 13
9 26.36752 -103.54998 644669.5224 2917198.524 13
10 26.42901 -103.35039 664498.6908 2924249.571 13
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11 26.6412 -103.37083 662161.4036 2947729.803 13
12 27.04619 -103.35791 662866.8202 2992612.636 13
13 27.09613 -103.97394 601717.2332 2997497.462 13
14 26.79085 -104.07372 592072.8524 2963605.768 13
15 26.63008 -104.11284 588308.0522 2945770.719 13
16 26.45686 -104.02206 597491.1676 2926650.489 13
17 26.41957 -104.07083 592658.8285 2022484.221 13
18 26.08681 -103.7638 623630.8675 2885884.081 13
19 26.05321 -104.35863 564158.6988 2881734.242 13
20 26.91804 -104.71659 528139.0015 2977388.966 13
21 26.92711 -104.75754 524071.2478 2978385.099 13
22 26.8454 -105.5252 447820.6781 2969420.045 13
23 27.3116 -105.30901 469426.384 3020986.391 13
24 27.38532 -105.42282 458193.542 3029185.092 13
25 27.94794 -105.7805 423221.0798 3091680.529 13
26 28.55245 -105.933 408734.9796 3158757.729 13
27 28.43797 -106.30116 372581.6209 3146409.145 13
28 29.56833 -106.48039 356597.6815 3271868.683 13
29 29.36382 -107.35668 271234.2067 3250602.666 13
30 30.46257 -108.4016 749481.1173 3372912.874 12
31 30.46465 -108.54053 736132.8358 3372844.697 12
32 30.68211 -108.55201 734506.0552 3396929.88 12
33 30.91462 -108.74721 715282.7473 3422314.824 12
34 31.31361 -108.71666 717291.485 3466609.625 12
35 31.3113 -108.58549 729783.0729 3466619.687 12
36 31.77617 -108.18957 766150.883 3519065.353 12
37 31.76337 -106.47093 360700.2878 3515148.92 13
38 30.83957 -105.25473 475641.2756 3411850.227 13
39 30.06409 -105.6858 433897.9281 3326085.257 13
40 29.29365 -105.2448 476224.1614 3240545.072 13
41 29.54342 -104.81224 518191.3555 3268209.025 13
42 30.3148 -104.84057 515327.901 3353679.331 13
43 30.34833 -104.81679 517608.1586 3357398.375 13
44 29.51334 -104.31036 566837.1548 3265059.619 13
45 29.25215 -104.34341 563796.7324 3236100.818 13
46 29.16819 -104.32956 565195.6069 3226805.758 13
47 28.44691 -103.46755 650057.9855 3147666.533 13
48 28.19752 -102.99958 696348.7706 3120703.008 13
49 28.24587 -102.89166 706850.8429 3126240.764 13
50 27.72481 -102.45739 750675.0398 3069307.486 13
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Cuadro 36. Vértices del poligono propuesto para la liberacion al ambiente de algodén GlyTol®
TwinLink™ Plus en etapa experimental en Tamaulipas Sur.

Zonas agricolas de Tamaulipas Sur
o Coordenadas geograficas Coordenadas UTM
Vértice : :
Latitud Longitud X Y Zona

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 -98.84888 515606.1488 2425332.37 14
6 22.41509 -98.87124 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

c) Descripcion de los poligonos donde se realizard la liberacién y de las zonas vecinas a
éstos segln caracteristicas de diseminacion del OGM.

1. Listado de especies sexualmente compatibles y de las especies que tengan interaccion
en el &rea de liberacidn y en zonas vecinas a éstos.

No existen especies sexualmente compatibles con el algodén cultivado (Gossypium hirsutum) en el
area de liberacion propuesta. De acuerdo con Fryxell (1984), Talipov et al. (1995), Palomo (1996) y
la Red de Informacion de Recursos de Germoplasma (GRIN) del Servicio de Investigacién Agricola
(ARS-USDA) de Estados Unidos (http://www.ars-grin.gov), se reportan ocho especies de
Gossypium para la regién Norte de México (Cuadro 37). Adicionalmente, la CONABIO reporta
Unicamente un registro de Gossypium hirsutum en 1972 en el municipio de Aldama, Chih., el cual
se localiza a varios kilbmetros de las zonas donde se cultiva algodén como para que llegara a
existir flujo genético. Para el caso del poligono de Tamaulipas Sur, el sitio de colecta disponible
mas cercano se encuentra a 142 km de las principales zonas agricolas de la region (Figura 86).

Cuadro 37. Especies de Gossypium reportadas en la literatura para el Norte de México.

. . Nimero de Afio de
Especie Localidad I~ Uso
cromosomas descubrimiento

Gossypium hirsutum L. Regiones agricolas 52 1763 Cultivada

. . Sonora, Baja California .
Gossypium thurberi Tod Sur, Chihuahua 26 1854 Silvestre
Gossypium davidsonii Kellogg Baja California Sur, Sonora 26 1873 Silvestre
Gossypium armourianum Kearney Baja California Sur 26 1933 Silvestre
Gossypium harknessii Brandegee Baja California Sur 26 1933 Silvestre
Gossypium aridum (Rose & Standl.) Sinaloa 26 1911 Silvestre
Skovst
Gossypium trilobum (Mocino & . i .
Sesse ex DeCandolle) Skovsted Sinaloa 26 Silvestre
Gossypium turneri Fryxell Sonora 26 - Silvestre
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Figura 86. Distribuciéon puntual de G. hirsutum y G. barbadense con relacion al poligono de
liberacion propuesto para la liberacién de algodén GlyTol® TwinLink™ Plus.
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T T — |0 meters

e Gossypium_barbadense

. Gossypium_hirsutum

Las especies silvestres reportadas para México son diploides (2n=2x=26) y, por lo tanto, son
sexualmente incompatibles con el algodon cultivado G. hirsutum el cual es una especie
alotetraploide (2n=4x=52). En el caso de que se pudieran encontrar especies silvestres cercanas a
las regiones agricolas y en el improbable caso de que pudieran quedar en contacto con polen de
G. hirsutum (tetraploide), el producto de la fecundacion seria triploide y durante la metafase de la
meiosis no se podria realizar el apareamiento de cromosomas homoélogos, imposibilitando asi la
formacion de un cigoto fértil por la disparidad de los sistemas genéticos (Stewart, 1995; Wendel et
al., 2010; Kantartzi, 2010). A esta barrera genética se debe incluir la barrera temporal para el
entrecruzamiento ya que no se presenta coincidencia en los periodos de floracion entre
poblaciones silvestres y plantaciones comerciales. Por otra parte, la distribucion de la especie
alotetraploide G. barbadense se encuentra limitada principalmente al sureste de México lejos de
las zonas productoras de algodon comercial en el norte de la Republica Mexicana. A continuacion
se describen las especies de Gossypium originarias de México que han sido reportadas en la
literatura (Fryxell, 1984; Palomo, 1996):

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

G. armourianum Kearney, se localiza en la costa del Golfo de Baja California Sur y en la Isla de
San Marcos. Especie caducifolia; posee hojas enteras ovadas, su flor es de color amarillo con
centro de color rojo y la capsula es ovoide con tres o cuatro I6culos. Cada I6culo contiene de una a
tres semillas de 8 mm de longitud. La fibra es muy corta y de color café. Es altamente resistente a
la sequia y tiene bracteas caducas, las cuales son una caracteristica deseable en algodones
cultivados, ya que se tendria una cosecha més limpia y una mejor calidad. Habita en pendientes
fuertes y suelos muy delgados y peligrosos.

G. davidsonii Kellogg, se localiza en las costas sur de Sonora y Baja California Sur y en las Islas
de Revillagigedo. Esta especie es de interés desde el punto de vista evolutivo del género
Gossypium, ya que tiene hojas enteras ovadas y es dificil de cruzar con otras especies. La
evolucién del género es en el sentido de pasar de formas con hojas enteras hacia formas con hojas
partidas (lobuladas), por tal razén, es posible que G. davidsonii sea la especie mas ancestral que
surgié en las primeras fases de la evolucion de este género (Lemeshev, 1978). La flor es de color
amarillo con una pequefia mancha de color rojo en el interior, su capsula es ovoide y
generalmente, tiene cuatro léculos. La semilla mide 6 mm de largo y tiene fibra corta y escasa.
Esta especie se caracteriza por contar con una alta pubescencia en sus 6rganos vegetativos, lo
que le da resistencia al ataque de plagas (insectos chupadores).

G. gossypioides (Ulbnich) Standley, es una especie originaria de Oaxaca y Sinaloa. Posee hojas
trilobuladas con I6bulos mas o menos pronunciados. La flor es de color rosa con una mancha de
color rojo en el interior. La capsula tiene tres loculos y la semilla mide 7 mm de largo y esta
rodeada por fibras cortas y grisaceas. Habita en la selva baja caducifolia, en pendientes y suelos
planos arcillosos.

G. harknessii Brandegee, se localiza en Baja California Sur y en la isla del Carmen. Especie
caducifolia; sus hojas son enteras algo lobuladas y mas anchas que largas. La flor es de color
amarillo con base interior de color rojo y la capsula es ovoide con tres a cuatro léculos. Las
semillas miden de 8 a 10 mm de largo con fibras grisaceas muy pequefias y fuertemente
adheridas. Al igual que G. armourianum, es muy resistente a la sequia y tiene bracteas caducas.
Es una especie muy importante ya que aport6 los genes de esterilidad genético-citoplasmica y los
genes restauradores de la fertilidad que hicieron posible la formacién de genotipos hibridos de
algodon con propésitos comerciales (Meyer, 1973). Habita en pendientes fuertes y suelos muy
delgados y pedregosos.

G. laxum Phillips, se encuentra en el cafién del Zopilote del Estado de Guerrero. Las hojas
presentan de tres a cinco l6bulos muy pronunciados y son caducas. La flor es de color rosa, con la
mitad inferior de la parte interior de color rojo-oscuro. Las capsulas son ovoides y poseen de tres a
cinco léculos. Cada loculo contiene varias semillas de 6 a 8 mm de largo. Tiene un alto contenido
de fibra con una longitud de 6 a 8 mm. La caracteristica de hoja caduca es muy importante ya que
se puede incorporar en las variedades cultivadas para evitar el uso de defoliantes y levantar una
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cosecha mas limpia y de mejor calidad (libre de residuos de hojas). Habita en las selvas bajas
caducifolias, en pendientes con suelos delgados, arenosos, pedregosos y pobres.

G. lobatum Gentry, se localiza en el Estado de Michoacan. Son arboles; posee hojas tri- o
pentalobuladas y mas anchas que largas. La flor es de color purpura claro y con un color morado
fuerte en la mitad inferior del interior de la misma. Las capsulas tienen tres léculos. Cada l6culo
contiene varias semillas muy pubescentes, la fibra es muy corta y de color blanco o café claro. Al
igual que G. laxum, cuenta con hojas caducas. Habita en las selvas bajas caducifolias, en lugares
secos con pendientes y suelos pedregosos y delgados.

G. thurberi Todaro, se encuentra en Arizona, en el norte de la Peninsula de Baja California Sur,
Sonora y oeste de Chihuahua. Son plantas con altura hasta de 2.5 m; la hoja es glabra y presenta
de tres a cinco l6bulos angostos y largos, bien definidos. La flor es de color crema o ligeramente
amarilla, con una base interior de color rojo o sin él. La capsula es glabra de forma semirredonda a
oblonga con tres léculos. Cada l6culo contiene de seis a ocho semillas con una longitud de 3 a 4
mm y casi glabras. Esta especie soporta temperaturas de -7°C, caracteristica deseable en las
formas cultivadas para conferirles resistencia a bajas temperaturas. Al cruzarla con variedades
cultivadas, incrementa la resistencia de la fibra.

G. trilobum (Mocino y Sessé€) Skovsted, se localiza en Michoacan, Morelos, Puebla y Sinaloa.
Posee hojas con tres Iébulos bien definidos en las inflorescencias. La flor es ligeramente amarilla
con el centro de color rojo. La capsula es glabra con tres (raramente dos) loculos y de forma
oblonga. Cada I6culo contiene de ocho a 10 semillas, cuya longitud es de 3 a 4 mm. Las
pubescencias de la semilla son muy pequefias y ligeramente amarillentas.

G. turneri Fryxell, se localiza en la costa de Sonora, cerca de la bahia de San Carlos. La hoja es
someramente trilobulada, entera, con casi el mismo largo y ancho, y caduca. La flor es de un color
amarillo brillante y presenta una pequefia mancha rojiza en la base. La cpsula tiene de tres a
cinco l6culos y es de forma redonda a ovoide. La semilla mide de 7 a 8 mm de longitud y esta
cubierta por pubescencias (fibra) muy cortas.

G. schwendimanii Fryxell y Koch, son de las ultimas reportadas (1987) y se les localiz6 en
Michoacan. Son arboles de 4 a 5 m de altura.

G. lanceolatum Todaro, se localiza en Oaxaca, Guerrero, Michoacan y Nayarit. Las hojas pueden
ser de cinco, tres, o de un solo l6bulo y en todos los casos, los |6bulos son largos y estrechos. La
flor es de color amarillo y con, o sin, centro de color rojo. La capsula es de forma semirredonda y
contiene tres I6culos con varias semillas. La semilla esta rodeada por fibra larga de color blanco.

G. hirsutum Linneo, se encuentra en los Estados del sur y sureste de México. Las hojas son de
tres o cinco l6bulos ovalados o triangulados. La flor es de color crema o ligeramente amarilla con, o
sin, mancha rojiza en el centro. Las cdpsulas son de forma ovalada o semirredonda y tienen de
tres a cinco l6culos. Cada l6culo contiene varias semillas cubiertas con fibra larga de color blanco,
café claro o café oscuro.

En adicion a las especies diploides endémicas de México mencionadas anteriormente, se reporta
la presencia de la especie tetraploide de origen Peruano G. barbadense. Esta especie es un
arbusto o subarbusto anual que no tiene mucha importancia comercial en México y de acuerdo con
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informacion de la CONABIO?, se tienen registros para los Estados de Baja California Sur, Sinaloa,
Oaxaca, Veracruz, Tabasco, Chiapas y Yucatan (www.conabio.gob.mx).

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

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

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

G. hirsutum palmeri, se le localiza en Oaxaca, Guerrero y Michoacan. Tiene hojas con l6bulos
muy hendidos, largos y delgados, se le conoce comunmente como hoja superokra o mano de
chango. Su bellota es pequefia y de forma oval o redonda. La fibra es de color blanco y su longitud
varia de los 7 a los 25.9 mm.

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

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

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

En un estudio mas reciente (Ulloa et al., 2006) encontré que, con una excepcion, las razas de G
hirsutum mencionadas anteriormente, no se cultivan en México en la actualidad y que su
abundancia y, por lo tanto, su conservacion in situ esta muy limitada a plantas que crecen
ocasionalmente en areas perturbadas y como plantas de jardin mantenidas sélo por curiosidad por
algunos habitantes de areas rurales. Durante las expediciones realizadas en los Estados de
México, Morelos, Puebla, Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Colima, Jalisco y Nayarit, se
localizaron siete especies de algodoén silvestre: G. aridum, G. barbadense, G. gossypioides, G.
hirsutum, G. laxum, G. lobatum y G. schwendimanii. La conservacion in situ de algunas de estas
especies también se encuentra seriamente amenazada por las actividades humanas.

Se pueden hacer algunas generalizaciones respecto a todas las especies de Gossypium que no se
requiere repetir para cada taxén. Todas las especies de Gossypium presentan autopolinizacion
aunque pueden presentarse ciertos cruzamientos intra especificos y posiblemente inter especificos
mediados por insectos. El transporte del polen por el viento en el género Gossypium nunca se ha
reportado lo cual es explicado por la textura y consistencia del polen producido en antesis. El polen

22 Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad.
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de G. hirsutum es viable por no mas de 24 horas. Cada flor, como las todos los miembros de
Malvaceae, son receptivas Unicamente el dia en que abren.

El algoddn es una planta dioica que se reproduce predominantemente mediante autopolinizacion.
Las flores del algodonero son bisexuales; nacen en las axilas foliares a lo largo de las ramas
fructiferas. Cada rama puede producir hasta 10 botones. Cada flor estda compuesta por un caliz
tubular, ligeramente pentalobulado, corola de cinco grandes pétalos que son de color blanco
cremoso por las mafanas, color que cambia gradualmente a purpura, después de ser fecundada.

El gineceo esta formado por un ovario supero, con tres a cinco carpelos unidos cada uno con dos
a siete ovulos; el estilo termina en un estigma lobulado. El androceo es un tubo corto que se
inicia en la base del gineceo envolviéndolo, dando origen - en toda su longitud -, a estambres
filamentosos que terminan en anteras bilobuladas. Cada boton floral esta protegido por tres a
cinco bracteas triangulares formando lo que se conoce cominmente como cuadros. Las bracteas
persisten hasta la maduracién del fruto.

Un dia antes de la antesis emerge la corola de los cuadros, en el dia de la antesis la corola abre
y ocurre la liberaciéon de polen. La corola se torna de color rojo un dia después de la antesis y
mas tarde se cae de la planta. La polinizacién ocurre cuando las anteras abren y liberan el polen
en el estigma; ocasionalmente el polen es depositado en el estigma por insectos polinizadores. El
algodén es una planta que se reproduce predominantemente mediante autopolinizacion, sin
embargo se puede presentar de un 5 a 30% de polinizacién cruzada cuando existen poblaciones
importantes de insectos. Los abejorros (Bombus spp.) y las abejas (Apis mellifera) son los
polinizadores primarios (McGregor, 1976). La concentracion de insectos polinizadores varia entre
las diferentes localidades y estaciones del afio y son suprimidas significativamente por el uso de
insecticidas. La polinizacion mediante el viento es muy poco probable debido a que el polen es
pesado y pegajoso y no puede ser transportado a grandes distancias. De acuerdo con Fryxell
(1979) la especie Gossypium tomentosum parece ser polinizada por lepidépteros, probablemente
por una palomilla, debido a que el estigma en G. tomentosum es elongado y por esta condicion la
planta es incapaz de autopolinizarse. Las flores también son atipicas debido a que abren durante
la noche. Las flores de la mayoria de las especies de Gossypium son efimeras, abren en la
mafana y se marchitan al atardecer del mismo dia.

Aun cuando estén presentes altas poblaciones de insectos, el transporte del polen disminuye
significativamente al incrementarse la distancia. En un experimento reportado por McGregor
(1976) en el cual un campo de algodén rodeado por un gran nimero de colonias de abejas y el
movimiento de polen fue marcado mediante particulas fluorescentes, se encontré que a una
distancia de 45 a 60 m Unicamente 1.6% de las flores mostré la presencia de particulas
fluorescentes. Otro estudio reportado por Umbeck et al. (1991) realizado en el Estado de
Mississippi, USA en el que se utilizd el gen marcador de resistencia a la kanamicina y que
considero la distancia y orientacion de las parcelas, asi como la variaciobn estacional de
produccion de semilla (muestras tomadas de la parte inferior, media y superior de la planta de
algoddn), muestra que el movimiento de polen en el cultivo del algodén disminuye
significativamente después de los 12 m. La distancia de aislamiento recomendada para la
produccion de semilla de algoddn tipo Fundacion, Registrada y Certificada establecida en
Estados Unidos es de 400 m, 400 m y 200 m respectivamente (e-CFR Title 7 Part 201).
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2. Descripcion geograéfica.
2.1. Municipios.

Los poligonos donde se realizara la liberacion estan ubicados en las regiones algodoneras de
Chihuahua, Coahuila y Durango, asi como en la region Sur del Estado de Tamaulipas. Los
municipios comprendidos son: Ahumada, Aldama, Allende, Aquiles Serdan, Ascension,
Buenaventura, Camargo, Casas Grandes, Coronado, Coyame del Sotol, La Cruz, Chihuahua,
Delicias, Galeana, Guadalupe, Ignacio Zaragoza, Janos, Jiménez, Juarez, Julimes, Lopez, Manuel
Benavidez, Matamoros, Meoqui, Namiquipa, Nuevo Casas Grandes, Ojinaga, Praxedis G.
Guerrero, Riva Palacio, Rosales, San Francisco De Conchos, Saucillo, Valle de Zaragoza
(Chihuahua), Cuatrociénegas, Francisco |. Madero, General Cepeda, Matamoros, Ocampo, Parras,
San Pedro, Sierra Mojada, Torredn, Viesca (Coahuila), Gomez Palacio, Lerdo, Mapimi, San Juan
de Guadalupe, San Pedro del Gallo, Tlahualilo, Melchor Ocampo, Mazapil (Durango), Gomez
Farias, Xicoténcatl, Llera, Aldama, Gonzalez, EI Mante, Ocampo, Altamira, Casas, Antiguo
Morelos, Tampico, Ciudad Madero, Nuevo Morelos (Tamaulipas), Ebano, San Vicente Tancuayalab
y Tamuin (San Luis Potosi), Panuco, Pueblo Viejo, Tampico Alto, Ozuluama de Mascarefias,
Temporal y El higo (Veracruz) (Figura 87).

Figura 87. Municipios comprendidos dentro de los poligonos de liberacion de algodén GlyTol™

TwinLink™ Plus.
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2.2. Distritos de Desarrollo Rural (DDR).

Los poligonos propuestos para la liberacion de algodon GLTC abarcan los Distritos de Desarrollo
Rural (DDR) Cuauhtémoc, Chihuahua, Valle de Juarez, Casas Grandes, Buenaventura, Madera,
Delicias, ElI Carmen, Bajo Rio Conchos, Rio Florido, Parral, Frontera, Laguna Coahuila, Laguna
Durango, Concepcién del Oro (Poligono Chihuahua-Comarca Lagunera); Victoria, Gonzéalez,
Mante, Panuco y Ebano (Poligono Tamaulipas Sur) (Figura 88).

Figura 88. Distritos de Desarrollo Rural (DDR) comprendidos dentro de los poligonos de liberacion
de algodon GlyTol™ TwinLink™ Plus.

tfCasas Grandes

Dentro de los poligonos propuestos para realizar la liberacion existen diferentes tipos de
agricultura, predominando en el poligono de Chihuahua-Comarca Lagunera una agricultura de
riego, mientras que para el poligono de Tamaulipas Sur la actividad agricola més importante se
desarrolla con agricultura de temporal (Figura 89).
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Figura 89. Tipo de agricultura en los poligonos de liberacion propuestos.
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2.3. Areas Naturales Protegidas (ANP).

La liberacién del algodén GlyTol® TwinLink™ Plus se hara exclusivamente dentro de los poligonos
especificados en la solicitud, los cuales se encuentran a una distancia considerable de las Areas
Naturales Protegidas: Janos, Médanos de Samalayuca, Campo Verde, Cumbres de Majalca,
Canén de Santa Elena, Ocampo, Maderas del Carmen, CADNRO004, Mapimi, Cuatrociénegas,
Laguna Madre, Delta del Rio Bravo, Santuario Playa de Rancho Nuevo y Reserva de la Biosfera
Sierra del Abra Tanchipa. (Figura 90); 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 Ecoldgico y Proteccion al Ambiente, Bayer de México, S.A.
de C.V. establecera los controles y cumplird con las medidas de bioseguridad necesarios para que
la liberacion de algodon genéticamente modificado no se realice en las zonas nicleo de las Areas
Naturales Protegidas anteriormente mencionadas y a menos de 1 km de las mismas.
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Figura 90. Areas Naturales Protegidas aledafias a los poligonos de liberacion.
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2.4. Ecorregiones nivel IV.

Dentro del poligono de liberacidon que se encuentra en los Estados de Chihuahua, Coahuila y
Durango, se localizan las siguientes ecorregiones Nivel IV (Figura 91):

Lomerios y planicies con matorral xerdéfilo, pastizal y bosques de encinos y coniferas.

Lomerios y sierras bajas del Desierto Chihuahuense Norte con matorral xerd6filo micréfilo-
rosetofilo.

Lomerios y sierras bajas del Desierto Chihuahuense Sur con matorral xerdéfilo microfilo-
rosetofilo.

Piedemontes y Planicies con Pastizal, matorral xeréfilo y bosques de encinos y coniferas.
Planicies del Altiplano Zacatecano Potosino con matorral xerdéfilo microfilo-crasicaule.

Planicies del centro del Desierto Chihuahuense con vegetacion xerdfila microfila-haldéfila.

Sierra con bosques de coniferas, encinos y mixtos.

Sierra con bosques de encinos, coniferas y mixtos.

Valles endorreicos de Cuatrociénegas con vegetacion xerdéfila microfila-halofila-gipsdfila.
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Figura 91. Ecorregiones Nivel IV presentes dentro del poligono de liberacién Chihuahua-Coahuila y
Durango.
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Ecorregiones Poligono Chihuahua-Coahuila-Durango
Elevaciones mayores del Desierto Chihuahuense con vegetacion xerofila, bosquesde coniferas, de encinos y mixtos
Lomerios y Planicies con matorral xerofilo, pastizal y elevaciones aisladas con bosques de encinos y coniferas
Lomerios y sierras bajas del Desierto Chihuahuense Norte con matorral xerofilo microfilo-rosetofilo
Lomerios y sierras bajas del Desierto Chihuahuense Sur con matorral xerofilo microfilo-ro setofilo
Piedemontes y Planicies con pastizal, matorral xerofilo y bosques de encinosy coniferas
Planicies del Altiplano Zacatecano-Potosino con matorral xerofilo microfilo-crasicaule
Planicies del centro del Desierto Chihuahuense con vegetacion xerofila microfilo-halofila
Sierra con bosques de coniferas, encinos y mixtos
Sierra con bosques de encinos, coniferas y mixtos

Valles endorreicos de Cuatro Cienegas con vegetacion xerofila microfilo-halofila-gipsofila

Dentro del poligono de liberacién que se encuentra en los estados de Tamaulipas, Veracruz y San
Luis Potosi, se localizan las siguientes ecorregiones Nivel IV (Figura 92):

e Humedales del Panuco.

e Lomerios y planicies con selva baja caducifolia (de la Sierra de Cucharas).

e Lomerios y sierras con matorral Xerdfilo y Bosques de encino

¢ Planicie costera con selva baja espinosa, Selva baja caducifolia y bosques de encino de la
Sierra de Dientes de Moreno

e Sierra con bosques de encinos, coniferas y mixtos.

e Sierra de Maratines con selva mediana caducifolia.
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Figura 92. Ecorregiones Nivel IV presentes dentro del poligono de liberacion Tamaulipas Sur.
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Ecorregiones Poligono Tamaulipas Sur
- Humedales del Panuco

Lomerios y Planicies con selva baja caducifolia (de la Sierra de Cucharas)
Lomerios y Sierras con matorral xerofilo y bosques de encino

Planicie Costera con selva baja espinosa

Selva baja caducifalia y bosque de encino de la Sierra de Dientes de Moreno
Sierra con bosques de encinos, coniferas y mixtos

Sierra de Maratines con selva mediana caducifolia

3. Plano de ubicacion sefialando las principales vias de comunicacion.

En los los mapas de la SCT de las carreteras y caminos de los estados de Chihuahua, Coahuila,
Durango y Tamaulipas, se puede observar con mayor detalle la ruta de transporte de la semilla y
las posibles rutas alternas, en caso de que se presente algun imprevisto. Asimismo, se describen
los poligonos en los que se llevara a cabo la liberacién. En el mapa principal de dichos anexos, se
pueden observar en lineas rojas y naranjas las carreteras federales y estatales —respectivamente-
gue cruzan el poligono.
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En el plano de ubicacién de la ruta de movilizacién (Figura 93), se muestra que la 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, Chih. o Nuevo Laredo, Tams.; en caso
necesario y soélo para hacer mas eficiente la importaciéon a México, se buscaria otra aduana, como
Matamoros, Reynosa o Mexicali. De la aduana se transportar4 por carretera directamente al
almacén de Bayer, ubicado en la siguiente direccion:

Almacén Delicias

Km 3 Carr. Panamericana Sur
S/N Sector Oriente

33019 Cd. Delicias, Chihuahua.

Figura 93. Ruta de movilizacion de Cd. Juarez a Delicias, Chih.
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De esta ubicacién el material sera trasladado por tierra a los sitios donde se realice la evaluacion
en las regiones de Chihuahua, Coahuila, Durango y Tamaulipas.
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lll. ESTUDIO DE LOS POSIBLES RIESGOS QUE LA LIBERACION DE LOS OGM PUDIERA
GENERAR AL MEDIO AMBIENTE Y A LA DIVERSIDAD BIOLOGICA.

a) Estabilidad de la modificacion genética del OGM.

El algodén GHB614 x (T304-40 x GHB119) x COT102 fue obtenido mediante técnicas de
mejoramiento convencional a partir de los eventos parentales GHB614, T304-40 x GHB119 y
COT102. No se ha efectuado ninguna modificaciébn genética adicional. Toda la informacion que
describe la modificacion genética se refiere a los eventos parentales individuales.

El estudio de estabilidad molecular mediante PCR y el andlisis de los datos de segregacion,
permitieron concluir que los eventos GHB614, T304-40, GHB119 y COT102 segregan de manera
independiente siguiendo el patrén de un locus mendeliano dominante.

1. Evento GHB614.

La estabilidad estructural del evento GHB614 fue demostrada a través de cinco generaciones (Ts,
Ta, Ts, Te y BC2F2) y en diferentes cultivares, mediante andlisis Southern blot. El DNA aislado de
tejido foliar fue digerido con la enzima de restriccion EcoRV, la cual tiene un sitio de
reconocimiento en el T-DNA (Figura 94). El DNA genémico del algodén GHB614 hibridado con la
sonda Ph4a748At + intronl h3At + TPotp C mostrd los fragmentos de integraciéon 5’ y 3’ esperados
de 4850 bp y 9100 bp en todas las muestras analizadas, lo cual demostro la estabilidad del evento
GHB614 a nivel gendmico (Figura 95 - 99). Adicionalmente, los datos de segregacion también
confirmaron la estabilidad del evento GHB614 al demostrar que segrega de manera independiente
siguiendo el patrén de un locus mendeliano dominante (seccion 1.j.2) INFORMACION
CONFIDENCIAL.

Figura 94. Esquema del T-DNA del plasmido pTEM2 indicando la el sitio de restriccion de la
enzima EcoRV y la posicion de la sonda utilizada.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 95. Estabilidad del evento GHB614 generacién Ts.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 96. Estabilidad del evento GHB614 generacion Ta.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 97. Estabilidad del evento GHB614 generacion Ts.

INFORMACION CONFIDENCIAL
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Figura 98. Estabilidad del evento GHB614 generacién Te.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 99. Estabilidad del evento GHB614 generacion BC,F.

INFORMACION CONFIDENCIAL

2. Evento T304-40.

La estabilidad estructural del evento T304-40 fue demostrada a través de cuatro generaciones (Fau,
BC:F1, BC2F1 y BC2F2) y en diferentes cultivares, mediante analisis Southern blot. El DNA aislado
de tejido foliar fue digerido con la enzima de restriccibn EcoRV, la cual tiene dos sitios de
reconocimiento en el T-DNA (Figura 100). EI DNA gendmico del algodon T304-40 hibridado con la
sonda crylAb mostré los fragmentos de integracién 5 y 3’ esperados en todas las muestras
analizadas, lo cual demostré la estabilidad del evento T304-40 a nivel genémico (Figura 101 - 108)
(seccion 1.j.2) INFORMACION CONFIDENCIAL.

Figura 100. Esquema del T-DNA del plasmido pTDL008 indicando los sitios de restriccién de la
enzima EcoRV vy la posicion de la sonda utilizada.

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 101. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodon - lote 32CON0466
(cultivar 983050 — 99MS88).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 102. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodon - lote 32CON0467
(cultivar Coker 315).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 103. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algoddn - lote 32CON0468
(cultivar 9740).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 104. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodon - lote 32CON0469
(cultivar 97201-16).

INFORMACION CONFIDENCIAL
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Figura 105. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodén - lote
05GAGHO000740 (generacion BC2F2).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 106. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodon - lote
05GAGHO000741 (generacion BCaF1).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 107. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodon - lote
05GAGHO000742 (generacion BCiF3).

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 108. Estabilidad del evento T304-40 en diferentes cultivares de algodén - lote
05GAGHO000743 (generacion Fi).

INFORMACION CONFIDENCIAL

3. Evento GHB119.

La estabilidad estructural del evento GHB119 fue demostrada a través de tres generaciones (Fi,
BCiF1, BC2F1) y en diferentes cultivares, mediante analisis Southern blot. El DNA aislado de tejido
foliar fue digerido con la enzima de restriccion EcoRV, la cual tiene dos sitios de reconocimiento en
el T-DNA produciendo dos fragmentos de hibridacion (Figura 109). EI DNA gendémico del algodén
GHB119 hibridado con la sonda T-DNA mostro los fragmentos de integracion 5’ y 3’ esperados en
todas las muestras analizadas, lo cual demostr6 la estabilidad del evento GHB119 a nivel
genémico (Figura 110 - 113) (seccion 1.j.2) INFORMACION CONFIDENCIAL.

Figura 109. Esquema del T-DNA del plasmido pTEM12 indicando los sitios de restriccion de la
enzima EcoRV vy la posicion de la sonda utilizada.

INFORMACION CONFIDENCIAL
Figura 110. Estabilidad del evento GHB119 en diferentes cultivares de algodon - lote 05GCO03
(cultivar Coker 312).

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 111. Estabilidad del evento GHB119 a través de diferentes generaciones (generacion F).

INFORMACION CONFIDENCIAL
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Figura 112. Estabilidad del evento GHB119 a través de diferentes generaciones (generacion
BC:F1).

INFORMACION CONFIDENCIAL

Figura 113. Estabilidad del evento GHB119 a través de diferentes generaciones (generacion
BCyF1).

INFORMACION CONFIDENCIAL

4. Evento COT102.

La estabilidad del evento COT102 fue analizada utilizando plantas de cinco generaciones. Plantas
individuales de las generaciones Fi, BCiF,, BC;F1, BC,F, y BCsF1 fueron analizadas para
determinar la expresion de la proteina Vip3Aal9 (VIP3/VIP3A) mediante en ensayo cualitativo de
inmuno-absorcién ligado a enzima (ELISA).

Todas las generaciones segregaron como se esperaba para un sitio de insercién Unico. La
progenie Fi fue producida a partir de una poblacién homocigota y, como se esperaba, todas las
plantas expresaron la proteina Vip3Aal9. Las otras cuatro generaciones evaluadas produjeron los
resultados esperados con relacién a la expresion de la proteina Vip3Aal9. El valor critico de Ji
cuadrada para rechazar la hipétesis nula fue de 3.84 (p=0.05) con un grado de libertad
(Strickberger, 1976)%. Un valor menor a 3.84 indica que la herencia del gen vip3Aal9 se comporta
siguiendo el patrén de un locus mendeliano dominante. El sitio de insercién permanece estable a
través de multiples generaciones de autopolinizacion y retrocruzas (Artim et al., 2003) (seccion j.2).

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacion del algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

5. Evento GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

La estabilidad de los insertos GHB614, T304-40 y GHB119 fue evaluada en el ADN gendmico del
algodén GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 digerido con la enzima EcoRV. Después de la
hibridacion con las sondas T-DNA y crylAb, todas las muestras de algodon GHB614 x T304-40 x
GHB119 x COT102 mostraron fragmentos de tamafio comparable a los obtenidos en las lineas
parentales GHB614, T304-40, GHB119 y T304-40 x GHB119.

La estabilidad el inserto COT102 fue evaluada a partir de muestras de ADN gendmico de algodoén
GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 digerido con las enzimas BamHI y Nhel. Después de la
hibridacion con las sondas de vip3Aal9 y aph4, todas las muestras de algodon GHB614 x T304-40
x GHB119 x COT102 mostraron fragmentos de tamafio comparable a los obtenidos en la linea
parental COT102, demostrando la estabilidad del evento COT102.

23 Los valores mayores al valor critico se presentarian una vez en veinte oportunidades si la hipétesis es correcta.
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La metodologia, andlisis Southern blot y los resultados que demuestran la estabilidad estructural
de los insertos GHB614, T304-40, GHB119 y COT102 en el algodon GHB614 x T304-40 x GHB119
x COT102 son INFORMACION CONFIDENCIAL.

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

La medicion de la expresion génica se puede determinar mediante la cuantificacién directa del
producto del gen, que en general es una proteina. Los niveles de expresién de las proteinas
CrylAb, Cry2Ae, Vip3Aal9, 2mEPSPS, PAT/bar y APH4 fueron determinados mediante la técnica
de ensayo por inmuno-absorcion ligado a enzima (ELISA) y analizados estadisticamente en raiz,
hoja, cuadros, bellotas, polen y semilla de algodén GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 en
distintas etapas de desarrollo de las plantas (V4-V6, inicio de cuadros, floracién y madurez). El
andlisis de expresion de las proteinas fue realizado a partir de muestras de ensayos de campo
establecidos en regiones representativas para la produccion de algodén en Estados Unidos
(Georgia, Arkansas y Texas), durante el ciclo 2013 INFORMACION CONFIDENCIAL. Los
resultados de la determinacion del nivel de expresién de las proteinas se presentan en los Cuadros
38 - 43.

Cuadro 38. Niveles de expresion de la proteina Cry1Ab en tejidos de algodon GHB614 x T304-40
x GHB119 x COT102.

) Cry1lAb (ug/g peso seco) Cry1lAb (ug/g peso fresco)
Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango

Hoja 12.70 £ 4.02 5.68 - 18.39 2.93+0.79 1.77 - 3.87
4 -6 hojas

Raiz 9.05 % 2.26 5.10-11.74 1.94 £0.38 1.46 - 2.49
Inicio de cuadros Hoja 16.37 £ 6.05 6.67 - 26.26 3.41+1.38 142 -5.74
Floracién Polen NA NA 0.13+0.09 0.04 - 0.29

Hoja 6.12 + 1.80 3.62 - 10.29 1.72 £+ 0.57 0.97 - 3.15
2 semanas después | Cuadros 7.66 + 1.51 5.30 - 10.49 1.69 +0.26 1.34-2.25
de primera flor Bellotas 5.64 +1.44 2.95-7.65 0.95 + 0.24 0.56 - 1.27

Planta completa 5.30 £ 3.32 0.71 - 10.55 1.51+0.93 0.19 -3.10
Madurez Semilla 3.94+0.74 2.98 - 5.32 3.41+£0.59 2.56 - 4.33

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estandar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.
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Cuadro 39. Niveles de expresion de la proteina Cry2Ae en tejidos de algodon GHB614 x T304-40 x

GHB119 x COT102.
) Cry2Ae (ug/g peso seco) Cry2Ae (ug/g peso fresco)
Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango

Hoja 152.34 + 45.64 96.54 — 252.90 35.76 £ 10.53 21.95-52.34
4 — 6 hojas

Raiz 12.26 £ 3.64 7.25-17.21 2.74+£1.09 1.55-4.28
Inicio de cuadros Hoja 165.61 + 56.59 94.01 - 233.28 33.88 +10.98 20.25 - 49.55
Floracién Polen NA NA 0.13+0.06 0.05-0.29

Hoja 101.42 £ 16.45 78.61 - 133.41 28.39+5.24 20.60 - 37.63
2 semanas después Cuadros 29.99 + 10.73 19.56 - 55.03 6.86 + 3.07 4.05-14.17
de primera flor Bellotas 17.98 +4.92 11.11 - 30.29 3.06 +0.94 1.72 - 5.46

Planta completa 77.82 £24.79 55.43 - 137.79 2227 £7.12 13.72 -39.42
Madurez Semilla 21.38 £2.37 18.14 - 25.34 18.55+2.17 15.56 - 21.81

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estandar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.

Cuadro 40. Niveles de expresion de la proteina Vip3Aal9 en tejidos de algodén GHB614 x T304-
40 x GHB119 x COT102.

Vip3Aal9 (ug/g peso seco)

Vip3Aal9 (ug/g peso fresco)

Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango

Hoja 167.54 £ 72.47 77.74 - 271.57 37.11+11.63 25.59 - 57.62
4 — 6 hojas

Raiz 74.53 £22.90 30.56 - 101.67 15.70 £ 3.52 8.46 - 20.79
Inicio de cuadros Hoja 312.49 £ 69.47 211.68 - 416.78 64.26 + 14.03 4593 -87.31
Floracién Polen NA NA 0.42 £0.09 0.29 - 0.57

Hoja 91.66 + 20.32 60.65 - 118.37 25.69 +6.16 15.26 - 31.93
2 semanas después | Cuadros 71.83 £ 16.58 38.16 - 90.87 15.82 + 2.87 9.83 -19.47
de primera flor Bellotas 62.62 + 15.91 44.42 - 9151 10.63 +2.91 7.08 - 15.53

Planta completa 63.59 + 26.43 29.57 - 116.24 17.78 £ 6.70 9.82 - 34.10
Madurez Semilla 6.69 +1.25 5.02 - 8.86 5.79+1.01 4.34-7.45

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estandar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.
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Cuadro 41. Niveles de expresion de la proteina 2mEPSPS en tejidos de algodon GHB614 x T304-

40 x GHB119 x COT102.
) 2mEPSPS (ug/g peso seco) 2mEPSPS (ug/g peso fresco)
Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango

Hoja 337.59 + 68.93 251.53 - 447.39 80.89 £ 22.74 48.50 - 110.11
4 — 6 hojas

Raiz 82.86 £ 14.95 49.70 - 103.18 17.75+£1.76 14.18 - 20.81
Inicio de cuadros Hoja 1519.53 +478.40 | 659.30 - 2068.93| 315.86+111.11| 140.20 - 453.21
Floracién Polen NA NA 5.96 + 3.63 1.38-12.70

Hoja 452.3 £ 125.62 340.80 - 785.88 125.57 £ 31.80 96.66 - 206.19
2 semanas después |Cuadros 313.13 £+ 60.14 242 .45 - 418.57 69.30 £ 10.07 57.08 - 89.69
de primera flor Bellotas 127.73+17.10 | 101.49 - 156.75 21.51 + 256 18.01 - 25.76

Planta completa 240.63 +99.08 122.26 - 425.44 68.31 + 27.98 40.57 - 121.70
Madurez Semilla 123.25 + 9.53 105.44 - 133.25 106.78 £ 7.94 95.09 - 119.67

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estandar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.

Cuadro 42. Niveles de expresion de la proteina PAT/bar en tejidos de algodén GHB614 x T304-40

x GHB119 x COT102.
Etapa de desarrollo Matrix PAT/bar (ng/g peso seco) PAT/bar (ug/g peso fresco)
Media + SD Rango Media + SD Rango
) Hoja 557.04 £ 60.87 435.82 - 650.48 141.21 + 63.01 84.57 - 281.95
4 -6 hojas Raiz 273.54 £71.48 183.73 - 382.20 58.34 £9.74 43.79 - 72.38
Inicio de cuadros Hoja 1425.41 + 495.75 | 836.31 - 2210.67 | 288.57 +84.15 182.56 - 435.60
Floracion Polen NA NA 0.70 £ 0.52 0.17 - 1.66
Hoja 900.52 + 284.91 527.54 - 1373.43 | 250.66 + 78.49 145.75 - 360.34
2 semanas después Cuadros 1141.01 + 319.25 738.50 -1544.70 250.59 £ 56.35 176.79 - 324.06
de primera flor Bellotas 423.67+77.84 | 32457-547.88 | 71.32+12.06 | 52.83-87.82
Planta completa 475.65 £ 112.84 280.49 - 653.81 134.86 + 28.10 93.09 - 191.80

Madurez

Semilla

259.44 + 27.46

204.28 - 294.51

224.65+22.11

184.20 - 252.71

La media, desviacion estandar y rango se basan en el total de observaciones (n=12) para todas las matrices (3 ensayos,
4 repeticiones por ensayo) excepto semilla (n=11). La media y desviacion estandar (SD) fueron redondeados a dos
decimales. NA = no aplicable.
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Cuadro 43. Niveles de expresion de la proteina APH4 en tejidos de algodon GHB614 x T304-40 x
GHB119 x COT102.

) APH4 (ug/g peso seco) APH4 (ug/g peso fresco)
Etapa de desarrollo Matrix - -
Media + SD Rango Media + SD Rango
Hoja ND <LLOQ ND <LLOQ
4 — 6 hojas
Raiz ND <LOD - <LLOQ ND <LOD - <LLOQ
Inicio de cuadros Hoja 0.65+0.122 <LOQ -0.80 0.12+0.022 <LOD - 0.15
Floracion Polen NA NA ND <LOD - <LLOQ
Hoja ND <LOD - <LLOQ ND <LOD - <LLOQ
2 semanas después Cuadros ND <LOD - <LLOQ ND <LOD - <LLOQ
de primera flor Bellotas ND <LOD - <LLOQ ND <LOD - <LLOQ
Planta completa ND <LOD ND <LOD
Madurez Semilla ND <LOD?® ND <LOD®

Muestras con cantidades no cuantificables de la proteina APH4 estuvieron por debajo del limite de deteccion (<LOD) o
por debajo del limite menor de cuantificacion (LLOQ) y no fueron determinadas (ND). NA = No Aplicable.

a La media y desviacion estandar (SD) para peso seco y peso fresco se basan en un total de 6 repeticiones para dos
ensayos, el resto de los sitios no fueron cuantificables (<LLOQ o <LOD).

b El rango para peso seco y peso fresco se basa en un total de 11 repeticiones de tres ensayos.

c) Caracteristicas del fenotipo del OGM.

El algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 fue desarrollado mediante técnicas de
cruzamiento convencional a partir de los eventos de transformacion GHB614, T304-40, GHB119 y
COT102. La combinacién de los eventos biotecnoldgicos en el producto GHB614 x T304-40 x
GHB119 x COT102 confieren tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio y
resistencia a insectos lepidépteros.

El evento GHB614 produce la proteina 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase (2mEPSPS)
codificada por el gen 2mepsps derivado del maiz (Zea mays L.), esta proteina confiere tolerancia al
herbicida glifosato. La proteina 2mEPSPS difiere de la proteina nativa del maiz anicamente por la
sustitucion de dos aminoacidos.

El evento T304-40 produce la proteina insecticida CrylAb codificada por el gen crylAb de la
bacteria Bacillus thuringiensis subsp. berliner, esta proteina es efectiva para el control de insectos
lepidopteros plaga del algodon como gusano bellotero (Helicoverpa zea) y gusano tabacalero
(Heliothis virescens). El algodon T304-40 también expresa la proteina phosphinothricin acetyl
transferase (PAT/bar), codificada por el gen bar derivado de la bacteria Streptomyces
hygroscopicus, utilizado como marcador de seleccion y que confiere tolerancia al herbicida
glufosinato de amonio.

El evento GHB119 produce la proteina insecticida Cry2Ae codificada por el gen cry2Ae derivado
de la bacteria Bacillus thuringiensis subsp. dakota, esta proteina es efectiva para el control de
insectos plaga del algodon como gusano bellotero (Helicoverpa zea), gusano tabacalero (Heliothis
virescens) y gusano cogollero (Spodoptera frugiperda). El algodon GHB119 también expresa la
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proteina phosphinothricin acetyl transferase (PAT/bar), codificada por el gen bar derivado de la
bacteria Streptomyces hygroscopicus, utilizado como marcador de seleccidbn y que confiere
tolerancia al herbicida glufosinato de amonio.

El evento COT102 produce la proteina insecticida Vip3Aal9 codificada por el gen vip3Aal9
derivado de la bacteria Bacillus thuringiensis cepa AB88, esta proteina confiere resistencia al
ataque de insectos lepidopteros plaga del algodén como gusano bellotero (Helicoverpa zea),
gusano tabacalero (Heliothis virescens), gusano rosado (Pectinophora gossypiella), gusano
cogollero (Spodoptera frugiperda), gusano soldado (Spodoptera exigua), gusanos falsos medidores
(Pseudoplusia includens/ Trichoplusia ni) y gusano perforador de la hoja (Bucculatrix thurberiella).
El algodén COT102 también contiene el marcador de seleccion hygromycin B phosphotransferase
(APH4).

La combinacion de las proteinas insecticidas CrylAb (T304-40), Cry2Ae (GHB119) y Vip3Aal9
(COT102), proveen un control mas eficiente de insectos lepidépteros plaga del algodén y
representa una nueva herramienta para prevenir el desarrollo de resistencia en los insectos. La
combinacién de las proteinas 2mEPSPS (GHB614) y PAT/bar (T304-40/ GHB619) confiere
tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio, permitiendo el uso de dos
mecanismos de accion herbicida para un manejo mas eficiente de la maleza en el cultivo del
algodon, esta combinacion de mecanismos de accién es particularmente importante para el manejo
y prevencién de resistencia de las especies de maleza a los herbicidas.

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

El algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 (GLTC) fue desarrollado mediante técnicas
de cruzamiento convencional a partir de los eventos de transformacion GHB614, T304-40, GHB119
y COT102. La combinacién de los eventos biotecnoldgicos en el producto GHB614 x T304-40 x
GHB119 x COT102 confieren tolerancia a los herbicidas glifosato (proteina 2mEPSPS) y
glufosinato de amonio (proteina PAT/bar) y resistencia a insectos lepidopteros (proteinas Cry1Ab,
Cry2Ae y Vip3Aal9). No se ha efectuado ninguna modificacién genética adicional.

Los analisis bio-informaticos, Southern Blot y PCR realizados en los eventos GHB614, T304-40,
GHB119 y COT102 demostraron que se integrd Unicamente una copia del T-DNA de los cassettes
de expresion y no se detectaron elementos del esqueleto de los vectores (plasmidos), ni
secuencias adicionales que pudieran tener alguna funcion biol6gica. En adicion a las
caracteristicas de tolerancia a herbicidas (2mepsps y bar) y resistencia a insectos lepidépteros
(crylAb, cry2Ae vy vip3Aal9), ninguna otra caracteristica se ha modificado como producto de la
modificacion genética del algodén GLTC. Los genes de seleccidon y demas secuencias de las
construcciones genéticas insertadas (promotores, péptidos de transito, terminadores) en el algodén
GLTC, heredadas de los eventos individuales GHB614, T304-40, GHB119 y COT102 no le
confieren ninguna caracteristica fenotipica adicional.

Las proteinas 2mEPSPS, PAT/bar, CrylAb, Cry2Ae y Vip3Aal9 no tienen efecto sobre el
metabolismo normal de la planta y no se espera que la expresion de las caracteristicas
acumuladas produzca efectos interactivos o sinérgicos porque involucran distintos mecanismos de
accion. No se espera que las caracteristicas de proteccion contra insectos y de tolerancia a
herbicidas otorguen al algodén ventajas adaptativas en habitats naturales, en condiciones
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naturales o dentro de un agro-ecosistema. La similitud de las caracteristicas de las plantas GLTC
con el algodén convencional nos permite concluir que no existen ventajas adaptativas o un mayor
potencial de convertirse en plaga en los mencionados eventos como consecuencia de la
modificacion genética.

Las caracteristicas reproductivas no han sido alteradas en el algodon GLTC, ni en los eventos
individuales GHB614, T304-40, GHB119 y COT102, a partir de los cuales se ha obtenido mediante
cruzamiento convencional, como consecuencia del proceso de transformacion ni como
consecuencia del proceso de cruzamiento convencional, cuando se compara con el algodén
convencional.

e) Comparacién de la expresiéon fenotipica del OGM respecto al organismo receptor, la cual
incluya, ciclo biolégico y cambios en la morfologia basica.

La evaluacion agronémica y fenotipica del algodon GLTC se realizé a partir de 8 ensayos de
campo establecidos en diferentes regiones representativas del cultivo del algodén en los Estados
Unidos durante la temporada 2013 (Cuadro 44). Los ensayos fueron conducidos de acuerdo con
las practicas de manejo comerciales en cada regién algodonera. Cada ensayo consisti6 de 6
tratamientos con 4 repeticiones (24 parcelas experimentales por ensayo) en un disefio
experimental de bloques completos al azar (BCA). Todas las parcelas dentro de cada sitio fueron
ubicadas en el mismo campo y sometidas a las mismas condiciones de crecimiento. Los
tratamientos de cada sitio incluyeron algodén GLTC con y sin tratamiento de herbicidas,
contraparte convencional y 3 lineas comerciales de algoddn convencional (Cuadro 45).

Cuadro 44. Ubicacion de los ensayos de campo para la evaluacion agronémica y fenotipica del
algodon GLTC.

No. de ensayo Poblacién/ Condado Estado
01 Edmonson, Hale Texas
02 East Bernard, Warton Texas
03 Uvalde, Uvalde Texas
04 Hinton, Caddo Oklahoma
05 Chula, Tift Georgia
06 Cheneyville, Rapides Louisiana
07 Kerman, Fresno California
10 Greenville, Washington Mississippi
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Cuadro 45. Descripcion de tratamientos para la evaluacion agronémica y fenotipica del algodén

GLTC.
. S . . . Sitio
a
Tratamiento Descripcion Lote de semilla Tratamiento herbicida experimental

A FM966 13-WAGH100041 |Sin tratamiento herbicida Todos

H GLTC 13PRGHO060001 Sin tratamiento herbicida Todos

| GLTC 13PRGHO60001 | ratado con 2 aplicaciones de Todos

glufosinato y 1 aplicacién de glifosato

Variedad comercial 1 . . .

B (FM958) 12LUGHO000332 Sin tratamiento herbicida 01-05
Variedad comercial 2 . . .

C (FM989) 12LUGHO000334 Sin tratamiento herbicida 01-05

D Variedad comercial 3 | 15, ;51000336 | Sin tratamiento herbicida 05, 06, 07, 10
(ST457)

E Variedad comercial 4 | 15, ;51000335 | Sin tratamiento herbicida 06, 07, 10
(DP491)
Variedad comercial 5 . . .

F (ST468) 12LUGH000339 Sin tratamiento herbicida 06, 10

G Variedad comercial 6 |15, \;5H000541 [ Sin tratamiento herbicida 01 - 04, 07
(Acala Maxxa)

La evaluacion agrondmica y fenotipica se realiz6 a través del ciclo del cultivo del algodén con base
en los siguientes parametros:

Dias a emergencia.

Poblacion inicial.

Dias a primera flor.

Dias a primera bellota abierta.
Respuesta a enfermedades.
Acame de plantas.

Tipo de bellota.

Porcentaje de bellotas abiertas.
Rendimiento de fibra.

Peso total de cosecha.
Propiedades de fibra.

Numero de semillas por bellota.
Tamafio de bellota.

indice de semilla.

Porcentaje de fibra.

Mapeo final de planta.

Altura de planta.

Numero de nudos.

Primera rama fructifera.
Bellotas por planta.
Relacion altura de planta/nudos totales.
Retencion de frutos en primera y segunda posicion.

O 0 O O O O
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Los resultados de estas evaluaciones se presentan en los cuadros siguientes:

Cuadro 46. Resumen de caracteristicas de sanidad del cultivo de algodén GLTC y convencional.

Algodon Variedades
conv%ncional AIgogjc’)n GLTC 'si'n Algoq()n GLTC con convencionalles Avs H Avs |
(Tratamiento A) tratamiento herbicida tratamiento herbicida de referencia CMH-Test CMH-Test
Variable Medi (Tratamiento H) (Tratamiento 1) (Tratamientos
edia + SD B-G)a
Media + SD Media + SD Min - Max Media + SD | Min - Max Min - Max p-value ® p-value ®
Sanidad inicial (1 - 5) 4.5+ 0.88 4.5+ 0.95 2-5 4.6+0.88 2-5 2-5 0.884 0.988
Vigor de plantas (1-9) 8.0+ 1.38 6.8+ 1.49 4-9 7.3+1.70 4-9 3-9 0.001 0.119
Incidencia inicial de 12+0.37 124045 1-3 1.1+0.34 1-2 1-2 0.368 0.317
enfermedades (1-9)
Sanidad a mitad de 4.8+ 061 4.9+0.30 4-5 4.9+0.25 4-5 2-5 0.121 0.119
temporada (1-5)
Incidencia de
enfermedades al final de 2.0+1.39 20+1.34 1-4 20+x1.44 1-6 1-5 0.704 0.823
temporada (1-9)
Acame (1-9) 1.2+0.42 1.0+ 0.18 1-2 1.0+0.18 1-2 1-9 0.006 0.006
Sanidad del cultivo al final 4.7+0.70 4.7 £0.70 3-5 4.7+0.69 3-5 2-5 1.000 0.898
de temporada (1-5)
Tipo de bellota (1-9) 7.0+ 1.63 6.7+1.71 3-9 6.8+1.71 3-9 1-9 0.087 0.073
@ Rango de resultados de seis lineas comerciales de referencia (Tratamientos B - G).
b Prueba de Cochran-Mantel-Haenszel p-value: comparacion con el algodon convencional (Tratamiento A).
Cuadro 47. Resumen de caracteristicas agronémicas evaluadas en el algodén GLTC vy
convencional.
Intervalo de
Algodén Variedades tolerancia para
conv%ncional Algo_dén GLTC s_i n Algo_dén GLTC con convenciona_les varied_ades Avs H Avs |
) tratamiento herbicida | tratamiento herbicida dereferencia | convencionales
: (Tratamiento A) . ; ; - CMH-Test ¢ | CMH-Test ¢
Variable Medi (Tratamiento H) (Tratamiento I) (Tratamientos de referencia
edia+= SD -
B-G)? (Tratamientos B
- G) b
Media = SD Media = SD Min - Max Media = SD Min - Max Min - Max Bajo - Alto p-value b p-value ®
Dias a emergencia 5.8+1.46 5.9+1.46 4-9 6.1+1.64 4-10 4-11 12-11.6 0.723 0.292
Poblacion inicial ¢ 69.0 £13.32 65.1+16.28 | 42-103 | 65.6 +18.59 | 26 - 105 16 - 81 9.1-91.2 0.263 0.329
Dias a floracion 60.4 £11.33 60.3 £ 9.69 45 -78 59.7 +9.58 45-79 45 -84 30.4-90.0 0.811 0.238
gtl)?:rg primerabellota | 117841392 |111.7+13.04| 92-138 | 111.4+11.84 | 92-130 | 92-147 65.8 - 159.4 0.833 0.959
Poblacidn final ¢ 64.3+12.91 63.2 +13.16 29-94 60.6 £ 16.22 21-94 19-79 8.5-87.1 0.700 0.207
% de bellotas abiertas 56.6 + 13.29 55.5+£19.32 10 - 80 60.3 £ 18.96 10 - 80 1-85 0-111.2 0.810 0.411

a Rango de resultados de seis lineas comerciales de referencia (Tratamientos B - G).
b Intervalo de tolerancia de 99%: Rango de las lineas comerciales basado en un intervalo de tolerancia para contener el
99% de la poblacion con 95% de confiabilidad.
¢ Prueba de t: comparacion con el algodén convencional (Tratamiento A).
dConteo de plantas en dos secciones de 3.05 m (10 ft) de cada parcela experimental.
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Cuadro 48. Resumen de datos obtenidos del mapeo final de plantas
convencional.

de algodén GLTC y

Intervalo de
Algoden Variedades tolerancia para
conv?ancional Algod6n GLTC sin Algodon GLTC con convencionales variedades Avs H Avs |
(Tratamiento A) tratamiento herbicida tratamiento herbicida | dereferencia | convencionales CMH-Test ¢ | CMH-Test ©
Variable Media + SD (Tratamiento H) (Tratamiento 1) (Tratamientos de referencia
- B-G)? (Tratamientos B
- G) b
Media + SD Media + SD Min - Max Media = SD Min - Max Min - Max Bajo - Alto p-value ® p-value ®
E:rr%’)“ed'o de altwra| 750,947 | 749+240 | 37.6-120.7 | 747+222 |41.8-127.5| 39.7-1323 | 9.0-143.4 0.637 0.590
Nudos por planta 179+24 18.7+2.8 13.3-24.6 189+27 | 13.3-25.6 12.0-25.0 11.0-26.2 0.025 0.004
Altura/ Nudos totales 4,17 £1.03 3.96 £ 0.94 2.18-5.57 | 3.93+0.93 | 2.37-6.02 2.21-6.30 1.26 - 6.87 0.041 0.022
Promedio primera 6.6+ 1.63 6.8 + 2.07 31-94 | 69+212 | 22-99 1.5-10.2 0.6-12.2 0.402 0.174
rama fructifera
Promedio nimero de
ramas fructiferas 8.1+23 89+22 59-151 9.1+2.2 6.2-16.3 5.5-15.8 3.1-15.0 0.065 0.030
Bellotas/Planta
Promedio de sitios
potenciales de 19.8+8.5 21.0+8.0 10.1-36.3 20.8+7.3 | 11.1-43.1 10.6 - 44.2 0-47.8 0.414 0.470
bellota/planta
p —
ff’ufoesretenc'on de 432+127 | 445+125 | 23.8-70.2 |450+12.6 | 24.0-66.9 | 16.0-85.8 0.1-89.3 0.617 0.486
0,
% de bellotas 320+£109 | 33.0+£13.4 | 13.4-60.3 | 32.8+13.4 | 160-59.7 | 9.0-76.0 0-67.7 0.718 0.767
cosechables
Total de
8.7+22 95+24 6.4 -15.6 9.7+22 6.8-17.2 5.8-16.9 2.4-18.1 0.236 0.164
bellotas/planta
@ Rango de resultados de seis lineas comerciales de referencia (Tratamientos B - G).
b Intervalo de tolerancia de 99%: Rango de las lineas comerciales basado en un intervalo de tolerancia para contener el
99% de la poblacion con 95% de confiabilidad.
¢ Prueba de t: comparacion con el algodén convencional (Tratamiento A).
Cuadro 49. Resumen de caracteristicas de bellota y rendimiento de algodén GLTC y convencional.
. Intervalo de
Al . Varleda_des tolerancia para
godon convencional variedades
convencional Algodén GLTC sin tratamiento | Algodén GLTC con tratamiento es de convencionale AvsH Avs |
Variable (Tratamiento A) herbicida (Tratamiento H) herbicida (Tratamiento I) referencia s de referencia CMH-Test ¢ | CMH-Test ¢
Media = SD (Tratamientos .
(Tratamientos
B-G)® B-G)®
Media = SD Media + SD Min - Max Media + SD Min - Max Min - Max Bajo - Alto p-value ® p-value ®
Rendimiento
algoddn hueso (kg/ 3.68 +1.08 3.48 +1.05 1.78 -5.45 3.58+1.11 1.10-5.33 0.94-5.70 0-6.70 0.234 0.555
parcela)
p -
tﬁ’eﬁ;gga (25 39.93+2.08 39.30+195 | 3561-4270 | 40.00+2.02 | 3559-4354 | 32.50-48.62 | 31.75-47.97 0.336 0.889
Rendimiento de 1.48 +0.47 1.37+0.42 0.69-2.15 1.43+0.44 0.40-2.15 0.40 - 2.46 0-2.81 0.132 0.455
fibra (kg/parcela)
Rendimiento de 1302.1+394.5 | 1204.0 + 343.12 | 485.07 - 1927.1 | 1255.8 + 360.54 | 430.19 - 1927.1| 330.40 - 2204.9|  0- 2416.7 0.120 0.456
fibra (kg/ha)
Rendimiento
algodon hueso 3244.3 + 897.88 | 3060.9 + 870.03 | 1251.3 - 4884.9 | 3141.8 + 905.54 | 1183.2 - 4723.5| 857.58 - 5082.0| 0 - 5759.9 0.231 0.499
(kg/ha)
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Peso de 25 14724178 1332+ 175 98.8-181.8 1350+ 144 | 101.2-164.3 | 103.7-184.7 | 95.7-190.2 0.003 0.016
bellotas (g)
Peso total de
semilla de 25 86.0 + 10.5 78.6 +10.2 59.4 - 103.9 79.8+8.7 57.2-93.6 58.1 - 109.9 54.4-112.8 0.009 0.027
bellotas (g)
indice de semilla
(peso de 100 11.6 +1.69 10.9 £1.81 8.0-15.0 11.1+1.66 8.8-15.0 8.8-16.0 6.8-155 0.016 0.074
semillas) (9)
Peso de fibra de 58.8+8.2 52.6:8.2 37.6-76.3 54.5+7.2 403-67.6 | 425-73.9 34.9-78.9 0.003 0.034
25 bellotas (g)
Peso promedio de
bellotas (q) 589+ 0.71 5.33+ 0.70 40-7.3 5.44+ 0.59 40-6.6 41-74 3.82-7.63 0.004 0.017
Peso promedio de 30141 29.1+33 21.3-385 29.0+3.1 22.1-34.3 210-42.3 18.2-42.1 0.173 0.145
semillas por bellota
@ Rango de resultados de seis lineas comerciales de referencia (Tratamientos B - G).
b Intervalo de tolerancia de 99%: Rango de las lineas comerciales basado en un intervalo de tolerancia para contener el
99% de la poblacion con 95% de confiabilidad.
¢ Prueba de t: comparacion con el algodén convencional (Tratamiento A).
Cuadro 50. Resumen de caracteristicas de calidad de fibra de algodén GLTC y convencional.
. Intervalo de
Al 5 variedades | 0rancia para
godon convencional variedades
convencional Algodén GLTC sin tratamiento | Algodén GLTC con tratamiento es de convencionale AvsH Avs |
Variable (Trata_miento A) herbicida (Tratamiento H) herbicida (Tratamiento I) refere_ncia s de referencia CMH-Test ¢ | CMH-Test ¢
Media = SD (Tratamientos (Tratamientos
B-G)° B-G)®
Media = SD Media + SD Min - Max Media = SD Min - Max Min - Max Bajo - Alto p-value ® p-value ®
Micronaire 421+0.73 3.88+0.78 22-438 3.94+0.75 2.2-438 2.1-53 1.85-6.54 0.002 0.010
Longitud (cm) 2.97 +0.10 3.06 +0.13 2.79-3.28 3.06+0.11 | 2.74-323 | 2.74-323 | 2.70-3.32 <.001 <.001
Uniformidad (%) 84.7+1.1 845+1.4 80.4 - 86.9 84.7+1.3 82.1-87.2 | 81.6-87.1 | 80.8-88.3 0.368 0.890
Resistencia (g/teX) | 34.6 +3.0 33.2+33 26.1-38.4 33.9+26 29.0-40.0 | 26.3-39.4 | 255-42.0 0.007 0.169
Elongacion 537+1.19 | 5.04+1.11 2.9-6.7 4.92+1.13 27-6.8 44-112 | 2.33-11.09 0.012 <.001
Color: Gris (Rd) 787+4.1 78.7+4.0 69.8 - 84.3 78.6 +3.8 69.9-83.8 | 66.5-83.6 | 655-89.3 0.966 0.864
Color: Amarillez
(+b) 7.46 £0.97 7.56 + 1.35 59-11.6 7.45+1.17 6.1-10.5 6.6-11.4 4.98-11.12 0.422 0.961

a Rango de resultados de seis lineas comerciales de referencia (Tratamientos B - G).
b Intervalo de tolerancia de 99%: Rango de las lineas comerciales basado en un intervalo de tolerancia para contener el
99% de la poblacion con 95% de confiabilidad.
¢ Prueba de t: comparacion con el algodén convencional (Tratamiento A).

Los resultados indican que los valores de las variables evaluadas en el algodon GLTC estan dentro
del rango determinado para las variedades comerciales de referencia (convencionales), lo que
demuestra la equivalencia agronémica y fenotipica del algodén GLTC con relacién al algodon
convencional.

En adicion al estudio de caracteristicas agrondmicas y fenotipicas, se analizé la caracteristica de
germinacion de la semilla de algodon GLTC y convencional (FM666), mediante la prueba de
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germinacion estandar y germinacién en frio. Para la prueba de germinacion estandar se utilizaron
400 semillas que se incubaron a 30 £ 2 °C y se evalu6 la germinacion a los 4 y 8 dias. Para la
prueba de germinacion en frio se utilizaron 200 semillas que se incubaron a 10 £ 2 °C y se evalud
la germinacion a los 3 y 8 dias. Los datos obtenidos mostraron un porcentaje de germinacion para
la prueba estandar de 96.8% para el algodon GLTC y 96.5% para el algodén convencional FM966;
asimismo para la prueba de germinacién en frio los resultados fueron 94% para el algodén GLTC y
88.0% para el algoddn convencional FM966. El analisis estadistico de los datos mediante la prueba
exacta de Fisher (p = 0.877) y ji-cuadrada (x?) (p = 0.108) demostré que no hubo diferencias
estadisticamente significativas para la variable de germinacion entre algodén GLTC y convencional
FM966.

f) Declaracién sobre la existencia de efectos sobre la diversidad biol6gica y al medio
ambiente que puedan derivar de la liberacién del OGM.

1. Algodén GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

El algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 fue desarrollado mediante técnicas de
cruzamiento convencional a partir de los eventos de transformacion GHB614, T304-40, GHB119 y
COT102. La combinacién de los eventos biotecnoldgicos en el producto GHB614 x T304-40 X
GHB119 x COT102 confieren tolerancia a los herbicidas glifosato (proteina 2mEPSPS) y
glufosinato de amonio (proteina PAT/bar) y resistencia a insectos lepidépteros (proteinas CrylAb,
Cry2Ae y Vip3Aal9). No se ha efectuado ninguna modificacién genética adicional.

Las proteinas 2mEPSPS, PAT/bar, CrylAb, Cry2Ae y Vip3Aal9 no tienen efecto sobre el
metabolismo normal de la planta y no se espera que la expresion de las caracteristicas
acumuladas produzca efectos interactivos o sinérgicos porgue involucran distintos mecanismos de
accion. No se espera que las caracteristicas de proteccion contra insectos y de tolerancia a
herbicidas otorguen al algodén ventajas adaptativas en habitats naturales, en condiciones
naturales o dentro de un agro-ecosistema. La similitud de las caracteristicas de las plantas GLTC
con el algoddén convencional permite concluir que no existen ventajas adaptativas o un mayor
potencial de convertirse en plaga o maleza en el algodon GLTC como consecuencia de la
modificacién genética.

Las caracteristicas reproductivas no han sido alteradas en el algodén GLTC, ni en los eventos
individuales GHB614, T304-40, GHB119 y COT102, a partir de los cuales se ha obtenido mediante
cruzamiento convencional, como consecuencia del proceso de transformacion ni como
consecuencia del proceso de cruzamiento convencional, cuando se compara con el algodon
convencional.

Los productos derivados del procesamiento industrial de la semilla de algoddn son aceite para
consumo humano, harina de algodén (suplemento alto en proteina para ganado y aves), cascarilla
(fibra para ganado vacuno) y linter (celulosa para productos industriales y de consumo humano)
(www.cottonseed.com?¥). En general los andlisis de composicion de aceite refinado de diferentes
cultivos oleaginosos, asi como el andlisis de linter procesado, han demostrado la ausencia de
proteina detectable en estos productos (Hamilton et al., 2002; Health Canada, 2013; Sims, et al.,
1995). Por lo tanto, el consumo humano significativo de las proteinas 2mEPSPS, PAT/bar, Cry1Ab,
Cry2Ae y Vip3Aal9 presentes en las variedades de algodén GLTC es muy poco probable y no

24 National Cottoseed Products Association (NCPA).
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existe una preocupacion significativa sobre algin impacto en la salud, basado en la falta de
exposicion significativa a las proteinas.

2. Inocuidad de la proteina 2mEPSPS.

La tolerancia al glifosato se obtiene disminuyendo la habilidad del herbicida para inhibir la enzima
5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), la cual es esencial para la biosintesis de
amino&cidos aromaticos en plantas, hongos y bacterias. En el algodén GLTC la tolerancia al
glifosato se basa en la expresion de la enzima 2mEPSPS codificada por el gen 2mepsps derivado
del maiz, en el cual se han incluido dos cambios para adaptarlo al uso preferido de codones del
algoddn. La proteina 2mEPSPS con baja afinidad por el glifosato, es altamente resistente a la
inhibicién por este herbicida y permite suficiente actividad enzimatica para que las plantas puedan
desarrollarse en presencia de herbicidas que contengan glifosato. La seguridad de la proteina
2mEPSPS ha sido evaluada exhaustivamente en diversos estudios cientificos y los resultados han
confirmado su inocuidad. La enzima 2mEPSPS no posee ninguna propiedad asociada con toxinas
o alérgenos conocidos, incluyendo la falta de similitud de secuencia de aminoacidos con toxinas y
alérgenos conocidos, una rapida degradaciéon en fluidos géstricos e intestinales simulados y la
ausencia de efectos adversos en ratén después administracion intravenosa u oral a dosis de 10 o
2000 mg/kg de peso corporal. En conclusién, no se espera ningun riesgo derivado de la inclusién
de la proteina 2mEPSPS en la cadena alimenticia humana o animal (Herouet et al., 2009).

3. Inocuidad de la proteina PAT/bar.

Por su uso tan extendido en cultivos biotecnolégicos, la seguridad de la proteina PAT ha sido
ampliamente evaluada. Cuando la secuencia de aminoacidos de la enzima PAT se sometié a
analisis comparativo de polipéptidos usando el algoritmo FASTDB de Intelligenetics, no mostré una
homologia significativa con otras proteinas presentes en las bases de datos, excepto con otras
fosfinotricina acetiltransferasas que se originan a partir de diferentes organismos. No se observo
semejanza con toxinas potenciales o con alérgenos. No se esperan efectos téxicos o alérgicos
provenientes de PAT, ya que las acetiltransferasas no poseen estabilidad proteolitica o térmica y
tiene una alta especificidad de sustrato (Herouet et al., 2005).

4. Inocuidad de las proteinas CrylAb y Cry2Ae.

Los insecticidas microbiales a base de Bacillus thuringiensis (Bt) tienen una historia de uso seguro
en la agricultura de alrededor de 50 afios. Las proteinas Cry estan entre los ingredientes activos de
estos insecticidas y actualmente los genes que codifican estas proteinas han sido introducidos en
diversos cultivos mediante técnicas de ingenieria genética. Lo anterior implica que las proteinas
Cry han sido usadas y consumidas de forma segura por humanos y animales durante décadas
(Betz et al., 2000; Onose et al., 2008; McClintock et al., 1995). Los niveles de proteinas Cry
expresadas en los cultivos GM son muy bajos y se reducen todavia mas debido al procesamiento
de los alimentos. Adicionalmente, la extensa evaluacion de proteinas Cry en cultivos GM no han
mostrado ningun dafio o efecto negativo en especies no blanco, incluyendo los humanos (Koch et
al., 2015).

La proteina CrylAb producida por el algodén GLTC con resistencia a insectos se derivan de la
bacteria comun del suelo Bacillus thuringiensis y es especificamente tdxica para ciertos insectos
lepiddépteros. Las pruebas de toxicidad con un rango representativo de organismos no blanco arrojé
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valores de NOEL? en concentraciones que representan diez veces o mas las concentraciones
ambientales esperadas de CrylAb (Cuadro 51) (ILSI, 2011).

Cuadro 51. Resumen de pruebas eco-toxicologicas de la proteina CrylAb sobre organismos no
blanco.

Especie Método de exposicion Duracion q,ela Resultados
exposicion
ApIS. mellifera larvas de Expo§|0|on a una sola dosis de unidosis NOEL >20 ppm
abejas proteinaa 20 ppm
No se observo ninguna diferencia
Exposicion a una sola dosis a 20 estadisticamente significativa entre las
Apis mellifera abeja adulta En unidosis poblaciones de prueba y de control. En
pp el grupo de prueba, la mortalidad media
fue de 16.2%
Chrysoperla camea (larvas de Exposicién a 16.7 ppm 7 dias NOEL > 16.7 ppm
crisopa)
HlppOQamla convergens Exposicidn a una sola dosis a 20 unidosis NOEL > 20 ppm
(catarinas) ppm
Br_achynjena |nterme_d|_a Exposicion a una sola dosis a 20 unidosis NOEL > 20 ppm
(himendptero parasitoide) ppm
Folsomia candida Tejidos liofilizados de hojas . o .
(Colémbolos) (estimado de 50.6 pg Cry1Ab/g) 28 dias NOEL >50% de la dieta
Exposicion a la proteina CrylAb en
Daphnia magna el polen del maiz en maltiples 48 horas NOEC > 150 mg/L
concentraciones
Exposicion a la proteina Cry1lAb
Lombriz de tierra bacteriana en un sustrato de suelo 14 dias NOEL > 200 ppm
artificial
Mus musculus (ratén) ;c;r}ﬁg aguda por via oral a 3280 unidosis Efecto no observado

Fuente: ILSI. 2011. Revision de la seguridad ambiental de la proteina CrylAb. Center for Environmental Risk
Assessment, ILSI Research Foundation. Washington D.C. USA.

En general muy pocas proteinas son toxicas al ser ingeridas (Delaney et al., 2008), sin embargo,
para determinar la toxicidad de las proteinas en forma directa, la mejor estrategia es a través de
estudios de toxicidad aguda evaluando concentraciones altas de la proteina durante un periodo
corto de tiempo (Sjoblad et al., 1992). Aunado a esto se cuenta con el hecho de que la exposicién
oral es considerada como la via de exposicion mas relevante para la exposicién a través de
alimentos GM (Delaney et al., 2008).

Con base en lo anterior, se realiz6 un estudio de toxicidad oral aguda utilizando proteina CrylAb
producida en E. coli (lote MIN1443, pureza >98%), la cual es idéntica a la producida por el algodén
GLTC. En el estudio se utilizaron ratones hembra OF1 a los cuales se les administré una dosis de
2000 mg/kg de peso corporal y todos los animales fueron observados durante un periodo de 15
dias, registrando todos los cambios clinicos o efectos adversos que pudieran estar relacionados
con el tratamiento. Al final del estudio no se observé ninguna sefial de toxicidad sistémica en los
ratones OF1 y se determind que la dosis letal 50 (LDso) de la proteina CrylAb es mayor a 2000

25 NOEL, NOAEL - (Nivel de Efecto No Observado, Nivel de Efecto Adverso No Observado) — La maxima dosis en un
estudio toxicologico en el cual no fueron observados efectos toxicos.
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mg/kg de peso corporal (Rouquie, 2007%%). De la misma manera, se realizé un estudio de toxicidad
aguda con la proteina Cry2Ae producida en B. thuringiensis (lote 1410 _Cry2Ae, pureza 90%) a una
dosis de 2000 mg/kg de peso corporal, administrada via oral a un grupo de 6 ratones mancho y 6
ratones hembra C57BL/6J, registrando todos los cambios clinicos o efectos adversos que pudieran
estar relacionados con el tratamiento. Al final del estudio no se observé ninguna sefial de toxicidad
sistémica en los ratones C57BL/6J y se determind que la dosis letal 50 (LDso) de la proteina
Cry2Ae es mayor a 2000 mg/kg de peso corporal (Totis, 2015%7).

5. Inocuidad de la proteina Vip3Aal9.

Las proteinas Vip3Aa producidas por el algodon GLTC con resistencia a insectos se derivan de las
bacterias comunes del suelo Bacillus thuringiensis y son especificamente toxicas para ciertos
insectos lepidopteros. Las pruebas de toxicidad con un rango representativo de organismos no
blanco arroj6 valores de NOEL en concentraciones significativamente mayores que las
concentraciones ambientales esperadas de Vip3Aa (Cuadro 52). Los estudios de campo sugieren
gue el cultivo de plantas de maiz GM que expresan Vip3Aa no afecta la abundancia de artr6podos
no blanco, con la posible excepcion de los depredadores especificos de las plagas blanco
controladas por Vip3Aa. La proteina Vip3Aa en plantas puede ser toxica para los lepidépteros no
blanco, pero las evaluaciones regulatorias de riesgo para los productos aprobados han concluido
que es posible reducir el riesgo cuando se lo compara con otras practicas de control de insectos. El
peso de las pruebas de los analisis de fenotipo y de composicién demuestra que la expresion de
Vip3Aa en los eventos aprobados de maiz y algoddn no alteré la fisiologia general de las plantas
del cultivo e indica que dichas plantas no tienen mas probabilidades de convertirse en malezas ni
en invasivas que sus equivalentes convencionales (ILSI, 2012).

Cuadro 52. Resumen de pruebas eco-toxicolégicas de la proteina Vip3Aa sobre organismos no
blanco.

Especie Método de exposicion Duracion .d,e la Resultados
exposicion
Aleochara bilineata (estafilinido) Exposicion a dieta de 500 pg/g 35 dias NOEC > 500 pg/g
Apis mellifera (larvas de abeja) Exposicion a proteina en dieta de 500 pg/g 24 dias NOEC > 500 pg/g
Exposicion a 21.7 ppm 13 dias NOEC >21.7 ppm
Chrysoperla carnea (larvas de crisopa)
Exposicion a dieta de 7.25 mg/g 30 dias NOEC >7.25 mg/g
Coccinella septempunctata (catarinas) Exposicion a dieta de 7.25 mg/g 15 dias NOEC >7.25 mg/g
Coleomegilla maculata (catarinas) Exposicion a dieta de 7.24 pg/g 20 dias NOEL > 7.24 ug/g
Colinus virginianus (codorniz) Exposicion a 400 mg/kg de peso corporal unidosis NOEL > 400 mg/kg
Daphnia magna Exposicion a 10 pg/L de agua 48 horas NOEC > 10 pg/l
Eisenia foetida (lombriz) Exposicion z_a_la_ proteina Vip3Aa en 3.6 Lg/g 14 dias NOEL > 3.6 ug/g
en suelo artificial
Folsomia candida (colémbolos) Exposicion a dieta de 43.2 ug/g 28 dias NOEC >43.2 ug/g

26 Rouquie, D. 2007. Cry1Ab protein. Acute toxicity by oral gavage in mice. Bayer CropScience. Sophia Antipolis Cedex.

France. M-295507-01-1.

27 Totis, M. 2015. Cry2Ae protein. Acute toxicity study by oral gavage in mice. Bayer CropScience. Sophia Antipolis

Cedex. France. M-508050-01-1.
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Gallus domesticus (pollo) Exposicion a dieta de 0.588 ug/g 49 dias NOEC > 0.588 ug/g
Ictalurus punctatus (bagre) Exposicion a dieta de 7.1 pg/g 30 dias NOEC >7.1 ug/g

Sonda aguda por via orala 1250 - 3675

Mus musculus (raton) mg/kg

unidosis NOEL > 3675 mg/kg

Orius insidiosus (chinche pirata) Exposicion a dieta de 7.25 mg/g 21 dias NOEC >7.25 mg/g

Fuente: ILSI. 2012. Revision de la seguridad ambiental de Vip3Aa. Center for Environmental Risk Assessment, ILSI
Research Foundation. Washington D.C. USA.

6. Potencial como maleza.

El algodon (Gossypium spp.) es una planta domesticada que carece de caracteristicas agresivas o
de caracteristicas distintivas de las especies vegetales consideradas como maleza. Esta planta ha
sido cultivada por el valor de su fibra durante siglos en varios paises, sin que exista ningun reporte
que la clasifigue como una planta invasiva o0 como una maleza (OECD, 2008). Investigadores y
reguladores han evaluado el potencial para que las variedades de algodon GM se conviertan en
maleza y han determinado que las nuevas caracteristicas conferidas mediante ingenieria genética
no aumentan el potencial del algodon para convertirse en una maleza agricola, debido a que las
plantas voluntarias de algodén pueden controlarse mediante técnicas convencionales de manejo
de maleza (Carpenter et al., 2002; Artim et al., 2003, USEPA, 2008). Un ejemplo de lo anterior es
el algodon en los Estados Unidos de América, en donde el cultivo fue introducido hace varios siglos
y hasta la fecha no se tiene evidencia de que este cultivo se haya convertido en una maleza (Scott
et al., 2008%)

Tradicionalmente los programas de mejoramiento genético de algodon han desarrollado y liberado
una gran cantidad de variedades en diferentes ambientes, las cuales incorporan nuevas
caracteristicas de resistencia a enfermedades e insectos, tolerancia a factores ambientales (calor,
frio, sequia) y se han mejorado caracteristicas fenotipicas como mayor vigor de germinacion,
crecimiento de plantula y precocidad, asi como caracteristicas de calidad de fibra, sin que a la
fecha se tenga evidencia de que alguna de estas variedades se haya convertido en maleza. Los
cultivos modificados mediante ingenieria genética, los cuales son altamente especificos, no deben
presentar un nivel de riesgo diferente que las variedades mejoradas desarrolladas por métodos
convencionales (Scott et al., 2008).

La maleza se constituye por un grupo de plantas que se pueden considerar como plaga. El término
maleza es utilizado para describir una planta nociva en un ecosistema manejado como son las
plantaciones agricolas o forestales. Tipicamente una maleza es una especie vegetal que se
distribuye facilmente en areas perturbadas o entre los cultivos. El potencial de maleza es una
medida de la capacidad de las plantas para colonizar satisfactoriamente un ecosistema,
especialmente cuando esto puede ocasionar el desplazamiento de otras especies. Baker (1965) y
Morishita (2012) han descrito las caracteristicas ideales de la maleza, mismas que incluyen:

e Germinacioén discontinta y semillas con periodos de latencia largos.
e Crecimiento en estado de plantula muy acelerado.

28 Scott, A.; Bushey, D.; Freyssinet, M.; Poe, M.; Rinehardt, M. 2008. 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@W4-7 x BCS-GHJWJ5-8. BayerCropScience LP. Research Triangle Park, NC, USA.
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Crecimiento rapido para llegar al estado reproductivo.

Periodo de produccién continda de semillas prolongado.

Autocompatible, pero no necesariamente auto polinizable o apomictica.

Si entrecruza utiliza el viento o polinizadores no especializados.

Gran produccién de semillas en condiciones favorables.

Germinacion y produccién de semillas en amplia variedad de condiciones.

Alta tolerancia o plasticidad a la variacion climatica y edéfica.

Adaptaciones especiales para dispersion.

Adaptacién a las practicas de manejo agronémico de los cultivos.

Buena competitividad, lograda mediante compuestos alelopaticos, etc.

Si es perenne, entonces una reproduccion vegetativa vigorosa, quebradiza en los nudos
inferiores o de rizomas o raices, y capacidad de regeneracion a partir de estacas.

En general la caracteristica de maleza depende de una ventaja selectiva de muchos genes que
funcionan en combinacién, que no estan relacionados con los genes introducidos por razones
agronomicas. No se cuenta con reportes de plantas de algodon actuando como maleza en los
campos agricolas.

g) Descripcién de uno o més meétodos de identificacion, niveles de sensibilidad y
reproducibilidad.

El algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102 expresa las proteinas CrylAb, Cry2Ae,
PAT/bar y Vip3Aal9, para la deteccibn de estas proteinas se pueden utilizar métodos de tira
reactiva (LFS), los cuales estan disponibles comercialmente. Adicionalmente, a nivel molecular se
puede hacer una deteccion por medio de PCR en tiempo real, los métodos y primers especificos
para efectuar la reacciéon de PCR para los eventos GHB614, T304-40, GHB119 y COT102 son
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 polinizacién cruzada entre
variedades de algodon 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.

1. Mecanismos de cruzamiento con especies del genero Gossypium.

No existen especies sexualmente compatibles con el algodén cultivado (Gossypium hirsutum) en el
area de liberacion propuesta. De acuerdo con Fryxell (1984), Talipov et al. (1995), Palomo (1996) y
la Red de Informacion de Recursos de Germoplasma (GRIN) del Servicio de Investigacion Agricola
(ARS-USDA) de Estados Unidos (http://www.ars-grin.gov), se reportan las siguientes especies de
Gossypium para la region Norte de México (Cuadro 53).
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Cuadro 53. Especies de Gossypium reportadas en la literatura para el Norte de México.

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

Las especies silvestres reportadas para México son diploides (2n=2x=26) y, por lo tanto, son
sexualmente incompatibles con el algodén cultivado G. hirsutum el cual es una especie
alotetraploide (2n=4x=52). En el caso de se pudieran encontrar especies silvestres cercanas a las
regiones agricolas y en el improbable caso de que pudieran quedar en contacto con polen de G.
hirsutum (tetraploide), el producto de la fecundacion seria triploide y durante la metafase de la
meiosis no se podria realizar el apareamiento de homdélogos, imposibilitando asi la formacion de un
cigoto fértil por la disparidad de los sistemas genéticos (Stewart, 1995; Wendel et al., 2010;
Kantartzi, 2010). A esta barrera genética se debe incluir la barrera temporal para el
entrecruzamiento ya que no se presenta coincidencia en los periodos de floracion entre
poblaciones silvestres y plantaciones comerciales. Por otra parte, la distribucion de la especie
alotetraploide G. barbadense se encuentra limitada principalmente al sureste de México lejos de
las zonas productoras de algoddn comercial en el norte de la Republica Mexicana.

2. Mecanismos necesarios para el intercambio genético.

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

Se pueden hacer algunas generalizaciones respecto a todas las especies de Gossypium que no se
requiere repetir para cada taxon. Todas las especies de Gossypium presentan autopolinizacion
aunque pueden presentarse ciertos cruzamientos intra especificos y posiblemente inter especificas
mediados por insectos. El transporte del polen por el viento en el género Gossypium nunca se ha
reportado lo cual es explicado por la textura y consistencia del polen producido en la antesis. El
polen de G. hirsutum es viable por no méas de 24 horas. Cada flor, como las todos los miembros de
Malvaceae, son receptivas Unicamente el dia en que abren.

Para que sea considerada la posibilidad de hibridacion entre algodon cultivado y especies
silvestres de Gossypium se tienen que cumplir con requisitos de presencia y compatibilidad sexual
y genética.
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Once especies diploides de Gossypium se presentan en México como parte de la vegetacidon
natural. Todas las especies se agrupan taxonémicamente en el mismo subgénero (Houzingenia) y
pertenecen al grupo cromosémico del genoma D, al igual que uno de los subgenomas del algodén
tetraploide cultivado. Sin embargo las especies son divergentes y por o mismo se agrupan en 2
Secciones y 4 Subsecciones dentro de la clasificacion genérica de Gossypium (Fryxell, 1992).

Las dos especies tetraploides de las que se han derivado cultivares de utilizacidon agricola, G.
hirsutum y G. barbadense se presentan en México fuera de las areas de produccion comercial. La
distribucién de G. barbadense estd generalmente limitada a los Estados del sureste. Desde un
punto de vista practico, G. hirsutum es de distribucibn mas amplia y cualquier consideracién
aplicable a uno es también aplicable al otro (Fryxell, 1992; Palomo, 1996; Ulloa et al., 2006).

3. Vigor de hibridos interespecificos y fertilidad.

El embrién del hibrido que se pudiera formar entre un algodén cultivado tetraploide y un pariente
silvestre diploide depende fuertemente de dos factores: el vigor vegetativo y la fertilidad de la
planta. Gossypium davidsonii y tal vez G. gossypoides pueden ser eliminados en la produccion de
hibridos con el algodén cultivado debido a la letalidad complementaria.

Los hibridos interespecificos entre las otras especies diploides y el algoddn tetraploide se puede
asumir que son viables y de crecimiento vegetativo relativamente vigoroso, con base en
observaciones de hibridos obtenidos cuando el algodén (G. hirsutum) funcion6é como parental
hembra. Es decir, pocas especies diploides producen semillas hibridas cuando es polinizado con el
polen del algodon tetraploide. Mas alla de la alopatria y los diferentes niveles de incompatibilidad
sexual, el principal mecanismo de aislamiento entre el algoddn (G. hirsutum) y sus parientes
silvestres diploides es la diferencia que existe en el nivel de ploidia. Aunque el algodén cultivado
tetraploide (2n = 4x = 52) posee un subgenoma cercano a las especies diploides de Gossypium de
México (2n = 2x = 26), los hibridos interespecificos entre el algoddn y estas especies son triploides
(3x = 39). Las plantas hibridas triploides usualmente desarrollan terminaciones florales pero no
forman polen viable debido a que los pares estan desbalanceados y a la segregacion de los
cromosomas. En los hibridos (DxAD), los cromosomas podrian estar en pares, recombinarse y
segregar muy cercanos a las proporciones tedricas, sin embargo, en los hibridos triploides DAD,
los cromosomas 13 del subgenoma A son impares, por lo tanto, segregan aleatoriamente entre las
dos células hijas en la Anafase |I.

En la evolucién de las plantas la ploidia se ha incrementado a partir de tales hibridaciones y se ha
establecido que el Gossypium tetraploide (algodon) se origind de esta manera. En este caso el
nivel de ploidia de ambos parentales (genomas A y D) podria haber sido el mismo. Mientras la
posibilidad existe, las observaciones empiricas indican que el proceso en Gossypium es
extremadamente raro, y de hecho, ejemplificado solamente por una ocurrencia.

Todas las especies conocidas de Gossypium diferentes a las 5 tetraploides poseen el mismo
namero de cromosomas (n=13). No se ha generado en la naturaleza otra ploidia en Gossypium
gue haya sobrevivido hasta nuestros dias. Esto es particularmente importante para México debido
a que las especies de Gossypium tetraploides y diploides han coexistido por mas de un millon de
afios (Wendel, 1989) y no se tienen registros de la presencia de especies hexaploides.

En las principales regiones donde se cultiva algodéon en el mundo, la mayor abundancia
corresponde a Gossypium hirsutum. Esto se debe principalmente a que las variedades de G.
hirsutum estan adaptadas para obtener producciones mas altas en climas templados que las
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variedades de G. barbadense, las cuales presentan una mejor adaptacion a las regiones secas del
mundo. Las variedades comerciales de G. barbadense se cultivan por la alta calidad de la fibra que
producen, misma que se utiliza para confeccionar hilados de marca (ejemplo: algodon Pima).

Las variedades modernas de G. barbadense y G. hirsutum estan altamente domesticadas y
contienen un mapa génico muy conservado (genoma AADD), y no es de sorprender que las
propiedades nutritivas y fisicas de las semillas de cada una de las especies de algodén se
traslapen (Percy et al., 1996; Robinson et al., 2001).

Ademas, G. barbadense y G. hirsutum son sexualmente compatibles, y los elementos de cada
especie se han introgresado a las variedades comerciales de algodon que se han desarrollado en
base a las preferencias de los fitomejoradores (Percival et al., 1999).

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

Los programas de mejoramiento del algodén toman ventaja de las caracteristicas existentes en las
especies y mediante retrocruzamiento con el germoplasma parental mantienen las caracteristicas
ya sea de G. hirsutum o G. barbadense o bien de la variedad de interés. Por ejemplo, las
variedades de algodon Acala de California y Nuevo México, integran especies tanto de G. hirsutum
como de G. barbadense en su pedigri (Smith et al., 1999), pero cominmente son identificadas
simplemente como G. hirsutum.

De acuerdo a algunas clasificaciones para la delineacion de las especies, G. barbadense y G.
hirsutum podrian ser clasificadas como sub-especies o variantes de una misma especie y no como
especies separadas. La identidad de los progenitores de G. hirsutum y de G. barbadense
permanece de alguna manera incierto (Brubaker et al., 1999), pero mantienen su clasificacion
como especies separadas.

Las especies tetraploides (2n = 4x = 52) incluyendo a G. hirsutum, G. barbadense y G.
tomentosum contienen los genomas nucleares A y D (AADD) y Unicamente el genoma A
cloroplastico, indicando que la semilla parental de la hibridacion original fue de descendencia
Africana o del Medio Este (Percival et al., 1999).

Los datos moleculares indican que G. hirsutum y G. barbadense comparten un ancestro comun
(Brubaker et al., 1999) con un tiempo para la formacién de poliploidia de entre uno y dos millones
de afios. La mayoria de los investigadores considera que el donador del genoma A es G.
herbaceum y el donador del genoma D a G. raimondii Ulbrich, o al menos los progenitores de estas
dos especies. De esta manera G. hirsutum y G. barbadense contienen el mismo conjunto de
genomas poliploides, el cual es genéticamente distinto de la mayoria de las especies no cultivadas
de Gossypium.

Entre los algodones cultivados, G. hirsutum y G. barbadense (esto también incluye a las especies
diploides G. arboreum y G. herbaceum), la introgresion para obtener una ploidia diferente o tipo de
genoma es comun histéricamente debido a la expansion del rango de distribucion natural del
algodon ocasionado por la intervencion humana y su cultivo.
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El intercambio interespecifico de genes es responsable de parte de la diversidad genética que se
encuentra dentro de cada especie cultivada (Brubaker et al., 1999). Los cultivares modernos de G.
barbadense se encuentran altamente introgresados con G. hirsutum (Percival et al., 1999). Las
caracteristicas introgresadas entre G. hirsutum and G. barbadense se han mantenido mediante la
seleccion de las caracteristicas agrondmicas y de productividad comercial (Wang et al., 1995;
Brubaker et al., 1999). Por ejemplo, la introduccion y adopcién exitosa de cultivares de G.
barbadense en los campos de produccion de los Estados Unidos ha dependido de la introgresion
de la caracteristica de fotoperiodo de dia corto de G. hirsutum a G. barbadense (Brubaker et al.,
1999).

Como se discutié con anterioridad, la introgresién natural y por intervencién humana ha ocurrido
entre G. hirsutum y G. barbadense (Brubaker et al., 1993; Percy & Wendel, 1990; Brubaker &
Wendel, 1994; Wendel & Albert 1992), y se presenta un contenido significativo de ADN de G.
hirsutum en el genoma de G. barbadense (Wang et al., 1995). Sin embargo, se espera que el
intercambio genético natural entre las especies sea reducido en comparacion con el que ocurre
dentro de la misma especie (Wendel & Albert 1992).

La compatibilidad sexual entre G. hirsutum y G. barbadense es ampliamente aceptada, y existen
varias publicaciones que proporcionan datos donde establecen que las dos especies pueden ser
cruzadas para producir descendencia F; fértil que presenten una meiosis regular (Webber, 1934;
Webber, 1935; Webber, 1939; Skovsted, 1937). No obstante, como es de esperarse, ciertas
caracteristicas fenotipicas se segregaran de manera constante ya sea hacia uno u otro fenotipo
parental, por ejemplo:

Kohel et al. (1965) investigaron la genética de la floracion de hibridos interespecificos de G.
hirsutum y G. barbadense cruzando variedades de dia corto de hirsutum y barbadense con
variedades de dia neutro de barbadense e hirsutum, respectivamente. El control monogénico de la
floracién en barbadense no se expresoé, mientras que el control multigénico de la floracién similar al
encontrado en hirsutum predominé en la progenie de la cruza interespecifica hirsutum-barbadense.

Jiang et al. (2000) investigaron el papel de las interacciones multilocus en la restriccion de
introgresion entre las dos especies poliploides G. hirsutum y G. barbadense. Después de tres
generaciones de retrocruzas con G. hirsutum, los autores encontraron diferencias en la cromatica
de G. barbadense. De hecho, no habia alelos de G. barbadense en alrededor del 30% de los loci
bajo estudio, y siete regiones cromosdmicas independientes de G. barbadense estaban totalmente
ausentes. Debido a que los genomas de estas dos especies parecen ser colineales, los autores
concluyeron que interacciones genéticas desfavorables en ciertos genotipos de hibridos protegen
estas regiones del genoma de G. hirsutum de la introgresion. Probablemente G. hirsutum tiene
“‘mejores” alelos para estas regiones provocando la pérdida selectiva de los alelos de G.
barbadense.
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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

Las medidas y procedimientos de monitoreo que se indican a continuacion tienen el objetivo de
asegurar que el algodén GlyTol® TwinLink™ Plus serd manejado de manera responsable durante
todo el proceso de liberacion al ambiente, el cual incluye actividades relativas al transporte,
almacenamiento, manejo, evaluacion y disposicion final del material genéticamente modificado.

1. Plan de monitoreo detallado.

El plan de monitoreo del algodén GlyTol® TwinLink™ Plus antes de la liberacién estara enfocado
en las siguientes actividades:

e Obtencion del Permiso de Liberacién al Ambiente (PLA) correspondiente.

o Andlisis del PLA y de las Medidas de bioseguridad establecidas en el mismo.

e Elaboracion de convenio de investigacion entre Bayer de México, S.A. de C.V. y una Institucién
de Investigacion publica que sera responsable del ensayo.

¢ Importacion y almacenaje de la semilla en instalaciones de Bayer.

e Movilizacion de la semilla al sitio de liberacién previamente seleccionado y autorizado.

e Capacitacion en el cumplimiento de medidas de bioseguridad y stewardship a todo el personal
involucrado en la liberacién (investigadores, técnicos, agricultores).

1.1. Obtencién del Permiso de Liberacién al Ambiente (PLA).

Antes de comenzar cualquier actividad relacionada con el algodén GlyTol® TwinLink™ Plus se
debera contar con el permiso de liberacion al ambiente (PLA), otorgado para la tecnologia,
regiones y ciclo agricola solicitado.

1.2. Analisis de medidas de bioseguridad y condicionantes.

Una vez obtenido el PLA se realizara una revision de las medidas de bioseguridad y
condicionantes establecidas por el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA) y la Direccién General de Impacto y Riesgo Ambiental (DGIRA), para
realizar ajustes en el protocolo de evaluacion en caso que derivado del andlisis asi se requiera y de
esta manera dar cumplimiento a lo establecido en el permiso.

1.3. Convenio de investigacion.

Como se menciona en el documento WI-RCM-001 Realizacion de ensayo de campo
(INFORMACION CONFIDENCIAL), es necesario que se establezca un convenio de colaboracion
entre Bayer de México, S.A. de C.V. y un proveedor, que en este caso es una Institucion de
Investigacion Puablica (INIFAP, Universidades, etc.) antes de realizar la evaluacion de la tecnologia.
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Si el proveedor elegido no ha sido evaluado previamente, se lleva a cabo la evaluacion del
proveedor de acuerdo al SOP-SGC-011 Seleccion y Evaluacion de Proveedores y a la GPS
12.07. Evaluation of Third Parties, Acquisitions, and Countries of Operation. Si la evaluacion
resulta nivel 3 se lleva a cabo una visita al proveedor y se pide una carta de recomendacién a otros
clientes, para tener el respaldo suficiente de realizar trabajos con él. Una vez que se ha elegido el
centro de investigacion se establece contacto con el investigador experto en el tema.

1.4. Importacién y almacenaje de la semilla.

La importacién de la semilla se realizara siguiendo el procedimiento establecido en el documento
SOP-IMM-001 Importacion de semilla INFORMACION CONFIDENCIAL, en donde se describe la
metodologia, evaluacién y los controles del proceso de importacion.

o Unavez que se cuenta con el permiso de liberacion al ambiente correspondiente, se consulta el
Modulo de Requisitos Fitosanitarios (http://www.senasica.gob.mx/?id=5145) y se imprimen las
Medidas Fitosanitarias de Importacion (MFI) de acuerdo al tipo de producto, origen y
procedencia del mismo. A la par de lo anterior, el departamento de Comercio Internacional
debera de realizar la “solicitud del tramite de importacién SENASICA” en la VU - Ventanilla
Unica (http://www.ventanillaunica.gob.mx/).

o Posteriormente se informa de la importacién de la semilla de acuerdo al registro RG-CMM-003
Plan de importacion. Una vez iniciadas las importaciones se hace un monitoreo de las
cantidades y lotes a través del registro RG-CMM-022 Variedades por numero de lote.

o Una vez que se cuenta con la liberacion de importacion el Departamento de Logistica coloca la
orden de compra (Purchase Order) para el pais exportador en SAP?°,

o Una vez que se cuenta con el permiso de siembra y el Certificado de Importacion generado a
través de la VU - Ventanilla Unica (http://www.ventanillaunica.gob.mx/), el Departamento de
Comercio Internacional comienza el proceso de importacién. De igual manera, realiza la
liberacién y el envio a la Aduana correspondiente de la cantidad de semilla solicitada,
acompafiando el embarque con la documentacion necesaria y la establecida en la MFI.

o El Departamento de Comercio Internacional a través del Agente Aduanal contratado para tal fin,
realiza la liberacion de la semilla de la aduana; en caso de cualquier contratiempo o que se
requiera algun tipo de aclaracion, el Coordinador responsable del Dpto. de Comercio
internacional lo comunicara inmediatamente a la Gerencia de Negocio y Asuntos Regulatorios,
en caso de ser necesaria documentacion adicional ésta sera provista por la gerencia
correspondiente.

29 SAP (Sistemas, Aplicaciones y Productos) es un sistema de gestion de recursos empresariales que integrar muchas o
todas las funciones de la empresa como finanzas, planificacion, costos, comercial, mercadeo, manufactura, logistica,
mantenimiento, control de calidad y Recursos Humanos.
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O

Una vez liberada la semilla de la aduana esta se envia al almacén de Bayer ubicado en
Delicias, Chih. Cuando la semilla llega a su destino, el responsable del almacén revisa el
embarque y procede a darle ingreso en el sistema SAP y en fisico.

El almacenamiento se realiza siguiendo las acciones establecidas en el documento WI-RCM-
002 Etiquetado y almacenamiento de muestras de semilla regulada, cuyo propésito es
instruir a las personas involucradas sobre el correcto almacenamiento e identificacion de
materiales, asi como cumplir con la directriz GPS 12.01 Preservation of Product Genetic
Integrity and Traceability of Seeds and Traits.

1.

Después de que la semillas son ingresadas a la bodega se deberé proceder a actualizar los
respectivos inventarios, tomando el peso bruto del material que ingresa, el estado del
paquete y la persona que lo hace.

Los materiales a utilizar con fines experimentales deberan ser almacenados en un lugar
separado, con acceso restringido y bajo llave e indicando claramente: semilla regulada, la
variedad, el evento, el lote. Los materiales no experimentales podran ser almacenados en
el mismo sitio donde se tienen convencionales, pero separados y correctamente
identificados.

Las personas autorizadas para ingresar a la bodega deberan llenar el formato de registro
de entrada y salida de personal e indicar el motivo.

Cada vez que se realicen ingresos y salidas de semillas de bodega, se debera actualizar en
el sitio de SharePoint correspondiente indicando las cantidades que se retiran, destino y la
persona que retira.

La identificacion de las semillas debera tener como minimo los siguientes datos,
dependiendo del tipo de semilla genéticamente modificada o convencional (

Figura 114).

El anterior rétulo deberé colocarse a cada uno de los materiales de semillas existentes en
la bodega, con la suficiente proteccion a fin de que se preserven estos datos durante el
tiempo necesario en bodega.
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Figura 114. Informacion que deben contener las etiquetas para la identificacién de los materiales
experimentales.
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BAYER DE MEXICO, S.A. DE C.V. '

Miguel de Cervantes Saavedra No. 259, Col. Ampliacién Granada,
11520 México, D.F., Tel. (55) 57 28 30 00 Science For A Better Life

SEMILLA GENETICAMENTE MODIFICADA BAYER DE MEXICO, S.A. DE C.V.

Miguel de Cervantes Saavedra No. 259, Col. Ampliacion Granada,

SEMILLA DE [Cultivo (Nombre cientifico]] VARIEDAD!/ CODIGO: 11520 México, D.F., Tel. (55) 57 28 30 00

H
JTsscr'm\ug\'a KXXXXXXXXX Pais de origen: XXXXXXXXX
Evento
Identificador OCDE: XXXXXXXXXX Contenido neto (kg) SEMILLA CONVENCIONAL
No. de lote: SEMILLA DE [Cultive (Nombre cientifice)] VARIEDAD/ CODIGO:
Fecha de ingreso a bodega: R Tecnologia: NA : Pais de origen: XXXXXXXXX
Evento: NA
ADVERTENCIA: ESTA SEMILLA HA SIDO TRATADA CON PLAGUICIDAS, oot o OCDE- NA Contenido neto (kg)
por lo tanto:
“Manténgase fuera del alcance de los nifios, mujeres embarazadas, en lactancia y animales No. de lote:
domésticos”
“No se transporte ni se almacene junto a productos alimenticios o forrajes” Fecha deingreso a bodega:

“No se almacene en casas habitacion”

“No se utilice como alimento ni para extraccion de aceite”
P ADVERTENCIA: ESTA SEMILLA HA SIDO TRATADACON PLAGUICIDAS,

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS DE BIOSEGURIDAD por lo tanto:

“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 domésticos”

bioseguridad dici idas en el permiso de liberacion al ambiente™ . ) ) . .

“Esta semilla no esta destinada para consumo” “No se transporte ni se almacene junto a productos alimenticios o forrajes”

“No se almacene en casas habitacion”

“No se utilice como alimento ni para extraccion de aceite”

“Manténgase fuera del alcance de los nifios, mujeres embarazadas, en lactancia y animales

“En caso de liberacion accidental, repértelo a:
libaccidental dgiaap@ ica.gob.mx”

CP. 04100, Tel. +52 (55) 50903000 Ext. 51533

Centro de Atencién Telefénica.
018002293772 LADA sin costo.

1.5. Movilizacién de la semilla.

La semilla saldra del almacén sélo cuando Bayer lo autorice y sera transportada via terrestre al
sitio de liberacién, siguiendo las recomendaciones del documento RG-ARC-012 Registro de
transporte de semillas reguladas.

Una vez que la semilla sea entregada al investigador responsable con quien Bayer tenga un
convenio de colaboracién vigente, se procedera a revisar el inventario de semilla y firmar de
recibido si las cantidades despachadas coinciden con las cantidades entregadas.

En caso de liberacion accidental de material de algodén genéticamente modificado durante el
transporte, se notificard al correo libaccidentalogm.dgiaap@senasica.gob.mx, dentro de las 24
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horas siguientes que se tenga conocimiento de la misma, e informara de manera oficial en un
periodo de 3 dias héabiles a la Direccion General de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y
Pesquera (DGIAAP) y a la Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV) de la situacion, asi
mismo, Bayer de México implementara inmediatamente las siguientes acciones:

o Georreferenciar el sitio de la liberacion accidental y delimitar el area de dispersion.
Recuperar toda la semilla que sea posible.

Realizar un balance entre la semilla transportada y la semilla recuperada para conocer la
cantidad de semilla no recuperada y documentarlo.

Recabar evidencia fotogréafica del sitio de liberacion y del material liberado.

Establecer un programa de monitoreo de plantas voluntarias en el sitios de liberacion.
Eliminacion de plantas voluntarias de manera manual o mediante el uso de herbicidas.
Entregar un reporte al SENASICA con la documentacion de las actividades realizadas.

O O

O O O O

1.6. Capacitacion en el cumplimiento de medidas de bioseguridad y stewardship.

Todas las personas involucradas en la liberaciéon y seguimiento del algodén GlyTol® TwinLink™
Plus seran capacitadas antes del establecimiento de los ensayos con el fin de que conozcan las
implicaciones y responsabilidades que conlleva la utilizacion de organismos genéticamente
modificados bajo el contexto de la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente
Modificados. Las capacitaciones se enfocaran en:

Biotecnologia vegetal.

Caracteristicas de la tecnologia GlyTol® TwinLink™ Plus.
Acciones en materia de bioseguridad.
Responsabilidades individuales de los involucrados.
Riesgos a la sanidad vegetal por el uso de OGM’s.
Areas Naturales Protegidas y sitios Ramsar.
Lineamientos de Stewardship.

o O 0O 0O O O O

Posterior a la capacitacion se hara un registro de los asistentes y los capacitadores mediante un
formato de lista de asistencia.

El plan de capacitaciones a realizar en 2016 se presenta a continuacion.

Responsable de la

Grupo a capacitar o
capacitacion

Fecha de la capacitacion

Investigadores Personal de Asuntos

a a
responsables Regulatorios de Bayer 3%y 4% semana de Marzo 2016

Personal asistente de los Investigadores responsables y
investigadores Personal de Asuntos 32y 42 semana de Marzo 2016
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| | Regulatorios de Bayer.

2. Estrategias de monitoreo posteriores alaliberacion del OGM.

El plan de monitoreo del algodén GlyTol® TwinLink™ Plus durante y posterior a la liberacion estara
enfocado en las siguientes actividades:

e Limpieza del equipo a utilizar (sembradora, tractor) antes y después de la siembra.

Siembra del predio de acuerdo a la distribucion indicada en el croquis del protocolo,

identificando debidamente los diversos tratamientos, controles, etc.

Evaluacién de las variables indicadas en el protocolo.

Entrada al predio restringida al personal autorizado por Bayer.

Auditorias internas por personal de Asuntos Regulatorios de Bayer.

Auditorias internas por personal de Stewardship de Bayer.

Visitas de inspeccion por personal de la Direccion de Bioseguridad de Organismos

Genéticamente Modificados (DBOGM) del SENASICA.

Destruccion de todo el material vegetal y producto de la cosecha, una vez concluido el ensayo.

e Limpieza del equipo a utilizar (cosechadora, desvaradora, rastra) posterior a la destruccién del
ensayo.

e Monitoreo y destruccion de plantas voluntarias dentro del predio y en los bordes durante un
ciclo posterior a la cosecha.

2.1. Siembra del ensayo.

Previamente a la siembra del ensayo, se realiza la eleccion del sitio de liberacién, el cual debera
cumplir con una serie de requisitos que lo hagan apto para la siembra y que permitan dar
cumplimiento a las Medidas de Bioseguridad establecidas en el permiso:

e Ubicarse en la ecorregion Nivel 1V autorizada en el permiso de liberacién al ambiente.

e Ubicarse a una distancia minima de 100 metros respecto a las poblaciones silvestres de
algodon.

e Ubicarse a una distancia minima de 1000 metros respecto a cualquier Area Natural Protegida.

e Localizarse fuera de humedales de importancia internacional (sitios Ramsar).

La siembra del ensayo sera realizada por personal de Bayer y el investigador responsable, de
acuerdo con la distribucion indicada en el croquis del protocolo, identificando debidamente los
tratamientos y controles a evaluar.

El manejo agronémico del ensayo debera ser realizado de acuerdo con las préacticas regionales y
recomendaciones realizadas por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) de cada region.

En el Cuadro 54 se presenta el manejo agronomico del algodon en Chihuahua y la Comarca
Lagunera, desarrollado como parte del paquete tecnoldgico del cultivo (Quifionez et al., 2015). De
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igual manera, en el Cuadro 55 puede observarse el manejo agronémico del cultivo de algodén en
el Estado de Tamaulipas (Gallardo et al. 2015; Salgado y Silguero, 1997).

Cuadro 54. Manejo agronémico del cultivo de algodon en Chihuahua - Comarca Lagunera.

Préacticas agronémicas

GlyTol™ TwinLink™ Plus

Convencional

Preparacién del terreno

Esta practica debera hacerse en aquellos
terrenos de suelo medio y pesado con piso de
arado, de preferencia cada dos afios y a una

Esta practica debera hacerse en aquellos
terrenos de suelo medio y pesado con piso de
arado, de preferencia cada dos afios y a una

Subsoleo . . . .
profundidad de 50 cm como medida para lograr | profundidad de 50 cm como medida para
una mayor penetracion del aire y del agua de lograr una mayor penetracion del aire y del
riego a la zona radicular de la planta agua de riego a la zona radicular de la planta
Inmediatamente después de la cosecha | Inmediatamente después de la cosecha
Barbecho anterior. Se sugiere un barbecho de 30 a 40 cm | anterior. Se sugiere un barbecho de 30 a 40
de profundidad cm de profundidad
Rastreo Inmediatamente después del barbecho Inmediatamente después del barbecho
Esta practica facilita la aplicacion uniforme de Esta practica facilita la aplicacion uniforme de
Nivelacién los riegos, y evita los encharcamientos que los riegos, y evita los encharcamientos que

causan pudriciones a la semilla o a las
plantulas

causan pudriciones a la semilla o a las
plantulas

Labores de cultivo

Epoca de siembra

Comarca: 20 de marzo - 20 de abril,
Chihuahua: 1 de abril - 25 de mayo

La germinacién y emergencia del algodon se
ven favorecidas cuando las temperaturas del
suelo al momento de la siembra son iguales o
mayores a 18°C

Comarca: 20 de marzo - 20 de abiril,
Chihuahua: 1 de abril - 25 de mayo

La germinacion y emergencia del algodon se
ven favorecidas cuando las temperaturas del
suelo al momento de la siembra son iguales o
mayores a 18°C

Método de siembra

Siembra en humedo o a “tierra venida” (riego
de pre-siembra para sembrar con el suelo a
capacidad de campo 6ptima)

Siembra en humedo o a “tierra venida” (riego
de pre-siembra para sembrar con el suelo a
capacidad de campo 6ptima)

Densidad de siembra

17 kg/ha para una poblacion objetivo entre
100,000 a 150,000 plantas/ha

17 kg/ha para una poblacién objetivo entre
100,000 a 150,000 plantas/ha

Cinco riegos de auxilio en las etapas
fenol6gicas de: inicio de floracion, maxima

Cinco riegos de auxilio en las etapas
fenoldgicas de: inicio de floracion, maxima

Riegos produccion de botones e inicio de capullos. | produccion de botones e inicio de capullos.
Calendario de riego a los 60, 80, 100 y 120 | Calendario de riego a los 60, 80, 100 y 120
dias; o bien a los 50, 70, 90, 110 y 130 dias dias; o bien a los 50, 70, 90, 110 y 130 dias

e, Al momento de la siembra e inmediatamente | Al momento de la siembra e inmediatamente

Fertilizacion

antes del primer riego de auxilio

antes del primer riego de auxilio

Control de malezas *

Control de maleza durante el periodo critico de
competencia mediante la aplicacion de
herbicidas glufosinato de amonio y glifosato,
complementado con labores culturales
(escardas)

Control de maleza durante el periodo critico de
competencia mediante la aplicacion de

herbicidas pre-emergentes y post-emergentes,
control manual y labores culturales (escardas)

Control de plagas
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Insectos lepiddpteros *

Control mediante la expresion de las proteinas
insecticidas CrylAb, Cry2Ae y Vip3A.

Aplicacion de insecticidas.

Otras plagas (trips,
chinches, mosquita

Aplicacion de insecticidas.

Aplicacion de insecticidas.

blanca, etc.)
Cosecha
o Aplicar defoliante cuando la planta tenga 70% | Aplicar defoliante cuando la planta tenga 70%
Defoliacion . )
de bellotas abiertas de bellotas abiertas
Se recomienda efectuar la cosecha en forma Se recomienda efectuar la cosecha en forma
mecanica, esta se debe realizar cuando el mecanica, esta se debe realizar cuando el
cultivo este completamente en capullo, ya que cultivo este completamente en capullo, ya que
Cosecha si se introduce antes la maquina pizcadora, el si se introduce antes la maquina pizcadora, el
porcentaje de fibra se reduce y, ademas, habra | porcentaje de fibra se reduce y, ademas,
mayor manchado y entrelazado de la fibra lo habrd mayor manchado y entrelazado de la
gue demerita su calidad fibra lo gue demerita su calidad
El desvare se debe efectuar inmediatamente | El desvare se debe efectuar inmediatamente
después de la pizca, con el fin de destruir las | después de la pizca, con el fin de destruir las
Desvare bellotas que no logran abrir y asi eliminar los | bellotas que no logran abrir y asi eliminar los

individuos de picudo y gusano rosado que
invernan en ellas

individuos de picudo y gusano rosado que
invernan en ellas

* Estas son las Unicas practicas que difieren en el manejo agrondmico del algodén GlyTol™ TwinLink™ Plus con relacién

al algodoén convencional.

Cuadro 55. Manejo agronémico del cultivo de algodén en Tamaulipas.

Préacticas agronémicas

GlyTol™ TwinLink™ Plus

Convencional

Preparacién del terreno

Después del desvare, a una profundidad de 25-

Después del desvare, a una profundidad de 25-

Barbecho 30 cm como minimo, transversal al surcado | 30 cm como minimo, transversal al surcado
anterior anterior
Rastreo 20 a 30 dias después del barbecho 20 a 30 dias después del barbecho
Esta practica facilita la aplicacion uniforme de Esta practica facilita la aplicacion uniforme de
Nivelacion los riegos, y evita los encharcamientos que los riegos, y evita los encharcamientos que

causan pudriciones a la semilla 0 a las
plantulas

causan pudriciones a la semilla o a las
plantulas

Labores de cultivo

Epoca de siembra

Tamaulipas Norte: 15 de febrero - 15 de marzo
Tamaulipas Sur: 15 de junio - 25 de julio

La germinacién y emergencia del algodon se
ven favorecidas cuando las temperaturas del
suelo al momento de la siembra son iguales o
mayores a 18°C

Tamaulipas Norte: 15 de febrero - 15 de marzo
Tamaulipas Sur: 15 de junio - 25 de julio

La germinacion y emergencia del algodon se
ven favorecidas cuando las temperaturas del
suelo al momento de la siembra son iguales o
mayores a 18°C

Método de siembra

Siembra a “tierra venida” (riego de pre-siembra
para sembrar con el suelo a capacidad de
campo 6ptima) a una profundidad de 5 — 7 cm

Siembra a “tierra venida” (riego de pre-siembra
para sembrar con el suelo a capacidad de
campo Optima) a una profundidad de 5 — 7 cm

Densidad de siembra

17 kg/ha para una poblacion objetivo entre
100,000 a 150,000 plantas/ha

17 kg/ha para una poblacién objetivo entre
100,000 a 150,000 plantas/ha
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Cuatro riegos: 15 dias antes de la siembra, 45 | Cuatro riegos: 15 dias antes de la siembra, 45
dias de nacidas las plantas (aparicion de | dias de nacidas las plantas (aparicion de
Riegos primeros cuadros), 65 dias de nacidas | primeros cuadros), 65 dias de nacidas
(aparicion de primeras flores) y 95 dias de | (aparicion de primeras flores) y 95 dias de
nacidas (primera bellota abierta) nacidas (primera bellota abierta)
o Al momento de la siembra e inmediatamente | Al momento de la siembra e inmediatamente
Fertilizacion

antes del primer riego de auxilio

antes del primer riego de auxilio

Control de malezas *

Control de maleza durante el periodo critico de
competencia mediante la aplicacion de
herbicidas glufosinato de amonio y glifosato,
complementado con labores culturales
(escardas)

Control de maleza durante el periodo critico de
competencia mediante la aplicacion de

herbicidas pre-emergentes y post-emergentes,
control manual y labores culturales (escardas)

Control de plagas

Insectos lepidépteros *

Control mediante la expresion de las proteinas
insecticidas CrylAb, Cry2Ae y Vip3A.

Aplicacion de insecticidas.

Otras plagas (trips,
chinches, mosquita

Aplicacion de insecticidas.

Aplicacion de insecticidas.

blanca, etc.)
Cosecha
o Aplicar defoliante cuando la planta tenga 70% | Aplicar defoliante cuando la planta tenga 70%
Defoliacion . )
de bellotas abiertas de bellotas abiertas
Se recomienda efectuar la cosecha en forma Se recomienda efectuar la cosecha en forma
mecanica, esta se debe realizar cuando el mecanica, esta se debe realizar cuando el
cultivo este completamente en capullo, ya que cultivo este completamente en capullo, ya que
Cosecha si se introduce antes la maquina pizcadora, el si se introduce antes la maquina pizcadora, el
porcentaje de fibra se reduce y, ademas, habra | porcentaje de fibra se reduce y, ademas, habra
mayor manchado y entrelazado de la fibra lo mayor manchado y entrelazado de la fibra lo
gue demerita su calidad que demerita su calidad
El desvare se debe efectuar inmediatamente | El desvare se debe efectuar inmediatamente
después de la pizca, con el fin de destruir las | después de la pizca, con el fin de destruir las
Desvare bellotas que no logran abrir y asi eliminar los | bellotas que no logran abrir y asi eliminar los

individuos de picudo y gusano rosado que
invernan en ellas

individuos de picudo y gusano rosado que
invernan en ellas

2.2. Limpieza de maquinaria.

Toda la maquinaria utilizada en el ensayo debera ser inspeccionada y limpiada para evitar que
contenga semilla de otros materiales antes de realizar la siembra y una vez finalizada la actividad
se debera limpiar nuevamente para impedir que el material regulado sea trasladado
accidentalmente fuera del sitio permitido.

La limpieza seré realizada de manera manual, con aire comprimido o agua a presion y el material
recuperado sera destruido dentro del predio. Las actividades realizadas seran documentadas en el
Formulario de Inspecciéon — Limpieza de maquinaria.

2.3. Evaluacién de la tecnologia.
Durante el ensayo se evaluaran las variables descritas en el protocolo de ensayo experimental

referentes a fenologia, efectividad de la tecnologia para el control de organismos blanco,
efectividad de los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio y organismos no blanco.
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2.4. Acceso al ensayo.

El acceso al ensayo estara restringido al personal de Bayer, investigadores responsables y equipo
de trabajo, agricultores cooperantes y autoridades en materia de Bioseguridad que realicen visitas
de inspeccion. En el caso de que personas no autorizadas ingresen al sitio de liberacion, el
investigador responsable notificard el hecho a Bayer, quien a su vez dara aviso al Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) durante las 24 horas
siguientes.

2.5. Auditorias internas de cumplimiento.

Durante el desarrollo del ensayo el personal de Asuntos Regulatorios de Bayer realizard visitas con
el objetivo de asegurar que se cumplan las Medidas de Bioseguridad y condicionantes establecidas
en el Permiso de Liberacion al Ambiente. La informacion recabada durante las visitas sera
registrada en el Formulario de Inspecciéon — Ensayos de Campo Regulados.

2.6. Auditorias internas de Stewardship.

Durante el desarrollo del ensayo el personal de Stewardship de Bayer realizara visitas con el
objetivo de asegurar que aquellos quienes manipulan el algodén GlyTol® TwinLink™ Plus realicen
una gestion responsable y un manejo adecuado del mismo. La informacion recabada durante las
visitas sera registrada en el Formulario de Inspecciéon — Ensayos de Campo Regulados.

2.7. Visitas de Inspeccién de SENASICA.

Durante el desarrollo del ensayo el SENASICA podra realizar visitas de inspeccion para verificar el
cumplimiento de las Medidas de Bioseguridad y Condicionantes establecidas en el Permisos de
Liberacion al ambiente. Personal de Bayer y el Investigador responsable estaran presentes durante
la actividad, para proporcionar la informacién y documentacién que el inspector requiera y firmar el
acta de visita de inspeccion resultante.

2.8. Destruccidn del ensayo.

La destruccion del ensayo sera realizada una vez que todas las evaluaciones sean concluidas. Las
plantas de algodén completas, incluida la semilla y la fibra, serdn cortadas a nivel del suelo y
acomodadas en montones, los cuales seran destruidos mediante incineracion.

2.9. Monitoreo de plantas voluntarias.

En el sitio de liberacion se establecerd un programa de monitoreo de plantas voluntarias con el fin
de detectar y destruir cualquier planta de algodén que pueda emerger posterior a la destruccién del
ensayo. El monitoreo se realizara considerando los siguientes aspectos:

¢ El monitoreo sera realizado en el sitio de liberacion y en los bordes.

e Los recorridos de monitoreo se realizaran periddicamente.

e Se pondra especial atencién cuando las condiciones ambientales favorezcan la germinaciéon de
semillas (época de lluvias).
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e Las plantas observadas serdn destruidas de manera manual o mediante la aplicacién de
herbicidas.
e Se documentara el nUmero de plantas destruidas y se elaborard un reporte de monitoreo.

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

Como se describioé anteriormente, se establecera un programa de monitoreo de plantas voluntarias
posterior a la destruccion del ensayo. El monitoreo se realizard en el sitio de liberacién y en los
bordes, para eliminar las plantas voluntarias de algodén en caso de que existan.

Los métodos de destruccion podran variar dependiendo del nimero de plantas emergidas y se
podra optar por rastreo, uso herramientas como pico o pala, eliminacion manual desenterrando las
plantas y aplicacion de herbicidas.

Las plantas voluntarias encontradas deberan eliminarse antes de que lleguen a la etapa de
floracién. La actividad serd documentada mediante el Formulario de Inspeccién — Monitoreo de
plantas voluntarias.

b) Medidas y procedimientos de bioseguridad.

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

La semilla de algodén a utilizar en la siembra del ensayo serd transportada, almacenada y
manejada de acuerdo a lo establecido en los documentos:

WI-RCM-001 - Realizacién de ensayos de campo.
SOP-SGC-011 - Seleccién y evaluacién de proveedores.
GPS 12.07 - Evaluation of third parties.

SOP-IMM-001 - Importacion de semilla.

RG-CMM-003 - Plan de importacion.

RG-CMM-022 — Variedades por numero de lotes.
WI-RCM-002 - Etiquetado y almacenamiento de muestras de semillas.
GPS 12.01 — Preservation of Product Integrity.
RG-ARC-12 - Trasporte de semilla regulada.

Checklist de limpieza de maquinaria.

Checklist de auditoria de ensayos de campo.

Checklist de monitoreo de plantas voluntarias.

Hoja de transporte de semilla.

Todos estos formgrtos son considerados como INFORMACION CONFIDENCIAL.

Posterior a la importacion, la semilla serd resguardada en el almacén de Bayer ubicado en la
siguiente direccion:
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Km 3 Carr. Panamericana Sur
S/N Sector Oriente
33019 Cd. Delicias, Chih.

Figura 115. Almacén de Bayer de México ubicado en Delicias, Chih.

Las medidas que se utilizan en el almacén para vigilar la semilla almacenada, son las siguientes:

Control de inventario mediante el software modular para la gestion empresarial SAP®.

Céamaras de seguridad en las afueras del almacén, conectadas a la compariia de seguridad.
Sensores de movimiento en las afueras del almacén, conectadas a la compafiia de seguridad.
Circuito cerrado de video dentro del almacén.

Monitoreo cada 15 dias para comprobar que los sistemas de seguridad se encuentren en
condiciones Optimas y funcionando.

e Sefialamientos de seguridad.
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Figura 116. Condiciones de almacenamiento y seguridad del almacén.
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Como se menciond anteriormente toda la semilla sera etiquetada con la siguiente informacion.

Vad

B
a
(BAYER
W E
W R

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
SEMILLA GENETICAMENTE MODIFICADA

SEMILLA DE [Cultive (Nombre cientifico)] VARIEDAD/ CODIGO:

Tecnologia: XXXXXXXXXX Pais de ongen: XXXXXXXXX
Evento:

Identificador OCDE- XXX XXX XXXX Contenido neto (kg)

No. de lote:

Fecha de ingreso a bodega:

ADVERTENCIA:ESTA SEMILLA HA SIDO TRATADA CON PLAGUICIDAS,
por lo tanto:

“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 habitacion”

“No se utilice como alimento ni para extraccion de aceite”

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS DE BIOSEGURIDAD
“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 dici idas en el permiso de liberacion al ambiente”
“Esta semilla no esta destinada para consumo”

“En caso de liberacion accidental, reportelo a:
libaccidentalogm.dgiaap@senasica.gob.mx”
C.P. 04100, Tel. +52 (55) 50903000 Ext. 51533

Centro de Atencion Telefonica.
018002293772 LADA sin costo.

Antes del inicio de la temporada de siembra, la semilla serd movilizada al sitio de liberacién y
entregada al investigador responsable para el establecimiento del ensayo. Las medidas de
bioseguridad durante el transporte incluiran:

e La semilla serd transportada en empaques de papel carton resistentes a las maniobras.
e Se registrara la cantidad de semilla enviada, variedad y el tipo de empaque utilizado.
e Se registrard la cantidad de semilla recibida, variedad y condiciones del empaque utilizado.

En caso de liberacion accidental de material de algodon genéticamente modificado durante el
transporte, se notificarda al correo libaccidentalogm.dgiaap@senasica.gob.mx, dentro de las 24
horas siguientes que se tenga conocimiento de la misma y se informara de manera oficial en un
periodo de 3 dias habiles a la Direccion General de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y
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Pesquera y a la Direccion General de Sanidad Vegetal de la situacién, asi mismo, Bayer de México
implementara inmediatamente las siguientes acciones:

e Georreferenciar el sitio de la liberacion accidental y delimitar el area de dispersion.

o Recuperar toda la semilla que sea posible.

Realizar un balance entre la semilla transportada y la semilla recuperada para conocer la
cantidad de semilla no recuperada y documentarlo.

Recabar evidencia fotogréafica del sitio de liberacion y del material liberado.

Establecer un programa de monitoreo de plantas voluntarias en el sitios de liberacion.
Eliminacion de plantas voluntarias de manera manual o mediante la aplicacién de herbicidas.
Entregar un reporte al SENASICA con la documentacion de las actividades realizadas.

El ensayo de algoddn se establecera preferentemente en terrenos de un Centro de Investigacion
Puablica que cuente con control de acceso a personal externo, para evitar la entrada de personas
no autorizadas. De igual manera, el ensayo se identificar4 claramente con letreros que indiquen
gue no se permite la entrada a personal NO autorizado.

Una vez que todas las evaluaciones en el ensayo sean concluidas, se procedera a realizar la
destrucciéon del mismo mediante la incineracion de todo el material vegetal resultante.

Asi mismo, se establecer4d un programa de monitoreo de plantas voluntarias posterior a la
destruccion del ensayo que comprendera el sitio de liberacién y los bordes, para eliminar las
plantas voluntarias que pudieran existir.

2. Medidas y procedimientos para disminuir el acceso de organismos vectores de
dispersién, o de personas que no se encuentren autorizadas para ingresar al area de
liberacion al area de liberacion a dicha zona o zonas.

Los sitios de liberacién se estableceran en zonas dénde no exista presencia de parientes silvestres
de algodon, lo que constituye una barrera geografica que impedira cualquier interaccion entre el
algoddn genéticamente modificado y sus parientes silvestres.

Basados en la estructura floral, no existen barreras morfolégicas a la polinizacion cruzada. Sin
embargo, el polen es pesado y pegajoso y su dispersién por el viento es muy limitada. El polen se
puede transferir por insectos, en particular abejas silvestres, abejorros y abejas. Sin embargo, las
especies silvestres del género Gossypium son diploides, mientras que las variedades cultivadas de
Gossypium hirsutum y G. barbadense son tetraploides. Esta diferencia de ploidia dificulta los
entrecruzamientos, ya que pocas especies diploides producen semillas hibridas cuando son
polinizadas con polen de algodon tetraploide (Niles & Faster, 1984).

De igual manera, la frecuencia de polinizacion cruzada disminuye al aumentar la distancia de la
planta a la fuente de polen. McGregor (1976) rastreé el movimiento de polen por medio de marcaje
con particulas fluorescentes y encontrd que, incluso entre flores localizadas a 45 - 60 m de un
campo de algoddon rodeado de numerosas colonias de abejas para asegurar una buena
oportunidad de transferencia de polen, las particulas se detectaron sélo en 1.6% de las flores.

El acceso al ensayo estara restringido y s6lo se permitira la entrada al investigador responsable y
su equipo, personal de la DBOGM del SENASICA que realicen vistas de inspeccion y personal de
Bayer que esté debidamente acreditado por el area de Asuntos Regulatorios. En el caso de que
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personas no autorizadas ingresen a la zona de liberacion, el investigador responsable notificara el
hecho a Bayer de México S.A. de C.V., quien a su vez dara aviso al SENASICA.

Para evitar que la semilla de algodén sea trasladada accidentalmente fuera de los sitios
autorizados, se realizard la inspeccion y limpieza de la maquinaria antes y después de la siembra
del ensayo. Asi mismo, se establecer4 un programa de monitoreo de plantas voluntarias, cuyo
objetivo sera eliminar las plantas procedentes de la semilla resultante del ensayo antes de que
lleguen a la etapa de floraciébn y de esta manera reducir al minimo la interaccion del algodon
genéticamente modificado con el ambiente.

3. Medidas para erradicacion del OGM en zonas distintas a las permitidas.

El algodon GlyTol™ TwinLink™ Plus serd sembrado exclusivamente en los sitios de liberacion
autorizados en el permiso de liberacion al ambiente, los cuales se localizaran a una distancia
minima de 100 m de poblaciones silvestres de algodén, 1000 metros de cualquier Area Natural
Protegida y fuera de sitios Ramsar.

Todos los sitios de liberacion seran georreferenciados para tener un control de los mismos vy
asegurar de esta manera que se localizan en sitios permitidos.

De igual manera, se establecerda un convenio de colaboraciéon entre Bayer y el investigador
cooperante para asegurar que la semilla de algodén proporcionada sea utilizada Unicamente para
la siembra del ensayo y se contara con un inventario detallado de la cantidad de semilla enviada,
recibida, sembrada y remanente.

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

El sitio experimental de algodén GlyTol® TwinLink™ Plus estara aislado de manera espacial, ya
gue no existen poblaciones silvestres de algodén cercanas a los sitios de liberacion. Asi mismo,
considerando la baja capacidad de dispersion del polen de algodédn, se establecera una franja de
proteccién de 20 metros alrededor del ensayo con algoddn convencional.

Una vez finalizadas las evaluaciones, el ensayo y el bordo de proteccion seran destruidos y se
establecera un monitoreo de plantas voluntarias para impedir su permanencia en el ambiente.

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

5.1. Medidas de control para prevenir un evento de liberaciéon no intencional.

Como se menciond en la seccion IV.b.1, la semilla de algodon GLTC que se utilizara para el
establecimiento de los ensayos de campo en Etapa Experimental sera transportada, almacenada y
manejada de acuerdo con procedimientos que permiten prevenir la liberacién no intencional fuera
de las areas de siembra autorizada:

¢ WI-RCM-001 - Realizacion de ensayos de campo.
e SOP-SGC-011 - Seleccién y evaluacion de proveedores.
e GPS 12.07 - Evaluation of third parties.
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SOP-IMM-001 - Importacion de semilla.

RG-CMM-003 - Plan de importacion.

RG-CMM-022 — Variedades por numero de lotes.

WI-RCM-002 - Etiquetado y almacenamiento de muestras de semillas.
GPS 12.01 — Preservation of Product Integrity.

RG-ARC-12 - Trasporte de semilla regulada.

Checklist de limpieza de maquinaria.

Checklist de auditoria de ensayos de campo.

Checklist de monitoreo de plantas voluntarias.

Hoja de transporte de semilla.

Todos estos formatos son considerados como INFORMACION CONFIDENCIAL.

En adicién a las caracteristicas de tolerancia a herbicidas (2mepsps y bar) y resistencia a insectos
lepidépteros (crylAb, cry2Ae y vip3Aal9), ninguna otra caracteristica se ha modificado como
producto de la modificacién genética del algodén GLTC (seccién I). Los genes de seleccién y
demés secuencias de las construcciones genéticas insertadas (promotores, péptidos de transito,
terminadores) en el algodén GLTC, heredadas de los eventos individuales GHB614, T304-40,
GHB119 y COT102 no le confieren ninguna caracteristica fenotipica adicional.

Las proteinas 2mEPSPS, PAT/bar, CrylAb, Cry2Ae y Vip3Aal9 no tienen efecto sobre el
metabolismo normal de la planta y no se espera que la expresion de las caracteristicas
acumuladas produzca efectos interactivos o sinérgicos porque involucran distintos mecanismos de
accion. No se espera que las caracteristicas de proteccion contra insectos y de tolerancia a
herbicidas otorguen al algodén ventajas adaptativas en habitats naturales, en condiciones
naturales o dentro de un agro-ecosistema. La similitud de las caracteristicas de las plantas GLTC
con el algodon convencional nos permite concluir que no existen ventajas adaptativas o un mayor
potencial de convertirse en plaga en los mencionados eventos como consecuencia de la
modificacion genética (seccion 1).

Las caracteristicas reproductivas no han sido alteradas en el algodén GLTC, ni en los eventos
individuales GHB614, T304-40, GHB119 y COT102, a partir de los cuales se ha obtenido mediante
cruzamiento convencional, como consecuencia del proceso de transformacion ni como
consecuencia del proceso de cruzamiento convencional, cuando se compara con el algodon
convencional (seccion ).

5.2. Autorizaciones regulatorias de los eventos GHB614, T304-40, GHB619 y COT102.

El Servicio de Inspeccién de Sanidad Vegetal y Animal (APHIS, por sus siglas en inglés) de los
Estados Unidos ha realizado el andlisis de riesgo de los eventos GHB614 (GlyTol®), T304-40 x
GHB619 (TwinLink™) y COT102, componentes del algodén GlyTol® TwinLink™ Plus (GHB614 x
(T304-40 x GHB119) x COT102) y determind que es improbable que el algodon que contiene estos
eventos represente un riesgo como plaga vegetal o maleza, debido a la ausencia de riesgo de
plaga del material genético insertado, la ausencia de caracteristicas de maleza, ausencia de
respuestas atipicas a las enfermedades o plagas en el campo, ausencia de efectos deletéreos
sobre los organismo no blanco o benéficos del agro-ecosistema y la falta de transferencia
horizontal de genes. Por lo tanto, APHIS otorgd el estatus de no regulado a los eventos: GHB614
(2009), T304-40 x GHB619 (2011) y COT102 (2005).
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En México, el algodén GlyTol® TwinLink™ Plus (GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102), cuenta
con la autorizacién No. 143300913X0017 de fecha 23 de julio de 2015 (COF - 048479), expedida
por la Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), la cual
determin6 que el algodon GLTC es equivalente sustancialmente a su contraparte convencional y
puede ser usado como pienso para alimentacién en animales y subproductos para alimentacion
humana.

5.3. Seguridad de la proteina 2mEPSPS.

La tolerancia al glifosato se obtiene disminuyendo la habilidad del herbicida para inhibir la enzima
5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), la cual es esencial para la biosintesis de
amino&cidos aromaticos en plantas, hongos y bacterias. En el algodén GLTC la tolerancia al
glifosato se basa en la expresion de la enzima 2mEPSPS codificada por el gen 2mepsps derivado
del maiz, en el cual se han incluido dos cambios para adaptarlo al uso preferido de codones del
algoddn. La proteina 2mEPSPS con baja afinidad por el glifosato, es altamente resistente a la
inhibicion por este herbicida y permite suficiente actividad enzimatica para que las plantas puedan
desarrollarse en presencia de herbicidas que contengan glifosato. La seguridad de la proteina
2mEPSPS ha sido evaluada exhaustivamente en diversos estudios cientificos y los resultados han
confirmado su inocuidad. La enzima 2mEPSPS no posee ninguna propiedad asociada con toxinas
o alérgenos conocidos, incluyendo la falta de similitud de secuencia de aminoacidos con toxinas y
alérgenos conocidos, una rapida degradacion en fluidos gastricos e intestinales simulados y la
ausencia de efectos adversos en ratén después administracion intravenosa u oral a dosis de 10 o
2000 mg/kg de peso corporal. En conclusién, no se espera ningun riesgo derivado de la inclusién
de la proteina 2mEPSPS en la cadena alimenticia humana o animal (Herouet et al., 2009).

La proteina 2mEPSPS no es toxica para los mamiferos ni posee caracteristicas relacionadas con
los alérgenos alimentarios. Entre los resultados que avalan esta conclusion se incluyen:

a) La secuencia codificante del gen 2mepsps proviene del maiz, un cultivo alimenticio que tiene
un largo historial de uso seguro.

b) Las proteinas EPSPS se presentan extensamente en la naturaleza, lo que incluye su presencia
en piensos y alimentos y sus funciones son bien conocidas. No se ha relacionado con estos
compuestos ningun efecto perjudicial para la salud. Debido a que la proteina 2mEPSPS deriva
del maiz y contiene sélo dos modificaciones a nivel de aminoacidos, es de esperar que el perfil
de seguridad de la nueva proteina relacionada con el tipo silvestre no cambie.

c) La proteina 2mEPSPS no presenta ninguna homologia con alérgenos, toxinas y antinutrientes
conocidos. Tan solo presenta una elevada similitud estructural con proteinas no-alérgenas y
no-téxicas de la misma familia funcional. Su similitud con la enzima EPSPS del tipo silvestre es
mas alta, del orden del 99%.

d) La proteina 2mEPSPS es una enzima altamente especifica y tiene un peso molecular y
propiedades funcionales muy similares a las de proteinas no-téxicas y no-alérgenas, y
pertenece a la clase de proteinas inocuas de la clase de las proteinas de la shikimato sintasa.

e) Se ha documentado que la proteina 2mEPSPS se degrada rapida y completamente en fluidos
similares a los gastricos e intestinales, en un tiempo de 15 segundos y menos de 1 minuto,
respectivamente. Esto minimiza la probabilidad de que esta proteina pueda sobrevivir en el
tracto digestivo humano y sea absorbida.

f) La proteina 2mEPSPS esta presente en el evento GA21. Este evento del maiz esta aprobado
para su distribucidbn comercial para uso alimentario humano y animal en varios paises, desde
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hace varios afios. Nunca se han reportado efectos dafiinos para la salud humana, animal o el
medio ambiente.

5.4. Seguridad de las proteinas CrylAb y Cry2Ae.

Los insecticidas microbiales a base de Bacillus thuringiensis (Bt) tienen una historia de uso seguro
en la agricultura de alrededor de 50 afios. Las proteinas Cry estan entre los ingredientes activos de
estos insecticidas y actualmente los genes que codifican estas proteinas han sido introducidos en
diversos cultivos mediante técnicas de ingenieria genética. Lo anterior implica que las proteinas
Cry han sido usadas y consumidas de forma segura por humanos y animales durante décadas
(Betz et al., 2000; Onose et al., 2008; McClintock et al., 1995). Los niveles de proteinas Cry
expresadas en los cultivos GM son muy bajos y se reducen todavia mas debido al procesamiento
de los alimentos. Adicionalmente, la extensa evaluacion de proteinas Cry en cultivos GM no han
mostrado ningun dafio o efecto negativo en especies no blanco, incluyendo los humanos (Koch et
al., 2015).

La proteina CrylAb producida por el algodén GLTC con resistencia a insectos se derivan de la
bacteria comun del suelo Bacillus thuringiensis y es especificamente tdxica para ciertos insectos
lepidépteros. Las pruebas de toxicidad con un rango representativo de organismos no blanco arroj6
valores de NOEL®*® en concentraciones que representan diez veces o mas las concentraciones
ambientales esperadas de CrylAb (Cuadro 56) (ILSI, 2011).

Cuadro 56. Resumen de pruebas eco-toxicoldgicas de la proteina CrylAb sobre organismos no
blanco.

Especie Método de exposicion Duracion q’ela Resultados
exposicion
Apls_ mellifera larvas de Exp0§|0|0n a una sola dosis de unidosis NOEL >20 ppm
abejas proteinaa 20 ppm
No se observo ninguna diferencia

Exnosicion a una sola dosis a 20 estadisticamente significativa entre las

Apis mellifera abeja adulta En unidosis poblaciones de prueba y de control. En
PP el grupo de prueba, la mortalidad media

fue de 16.2%

Chrysoperla camea (larvas de Exposicién a 16.7 ppm 7 dias NOEL > 16.7 ppm

crisopa)

Hippodamia convergens Exposicion a una sola dosis a 20 unidosis NOEL > 20 ppm

(catarinas) ppm

Br_achynjena |nterm¢d|_a Exposicion a una sola dosis a 20 unidosis NOEL > 20 ppm

(himendptero parasitoide) ppm

Folsomia candida Tejidos liofilizados de hojas . 0 .

(Colémbolos) (estimado de 50.6 pg Cry1Ab/g) 28 dias NOEL > 50% de la dieta
Exposicion a la proteina CrylAb en

Daphnia magna el polen del maiz en maltiples 48 horas NOEC > 150 mg/L
concentraciones

30 NOEL, NOAEL - (Nivel de Efecto No Observado, Nivel de Efecto Adverso No Observado) — La maxima dosis en un
estudio toxicologico en el cual no fueron observados efectos toxicos.
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Exposicion a la proteina Cry1lAb
Lombriz de tierra bacteriana en un sustrato de suelo 14 dias NOEL > 200 ppm
artificial

Sonda aguda por via oral a 3280

unidosis Efecto no observado
mg/kg

Mus musculus (ratén)

Fuente: ILSI. 2011. Revision de la seguridad ambiental de la proteina CrylAb. Center for Environmental Risk
Assessment, ILSI Research Foundation. Washington D.C. USA.

En general muy pocas proteinas son toxicas al ser ingeridas (Delaney et al., 2008), sin embargo,
para determinar la toxicidad de las proteinas en forma directa, la mejor estrategia es a través de
estudios de toxicidad aguda evaluando concentraciones altas de la proteina durante un periodo
corto de tiempo (Sjoblad et al., 1992). Aunado a esto se cuenta con el hecho de que la exposicién
oral es considerada como la via de exposicibn mas relevante para la exposicién a través de
alimentos GM (Delaney et al., 2008).

Con base en lo anterior, se realiz6 un estudio de toxicidad oral aguda utilizando proteina CrylAb
producida en E. coli (lote MIN1443, pureza >98%), la cual es idéntica a la producida por el algodén
GLTC. En el estudio se utilizaron ratones hembra OF1 a los cuales se les administré una dosis de
2000 mg/kg de peso corporal y todos los animales fueron observados durante un periodo de 15
dias, registrando todos los cambios clinicos o efectos adversos que pudieran estar relacionados
con el tratamiento. Al final del estudio no se observo ninguna sefal de toxicidad sistémica en los
ratones OF1 y se determin6 que la dosis letal 50 (LDso) de la proteina CrylAb es mayor a 2000
mg/kg de peso corporal (Rouquie, 2007°%). De la misma manera, se realizé un estudio de toxicidad
aguda con la proteina Cry2Ae producida en B. thuringiensis (lote 1410_Cry2Ae, pureza 90%) a una
dosis de 2000 mg/kg de peso corporal, administrada via oral a un grupo de 6 ratones mancho y 6
ratones hembra C57BL/6J, registrando todos los cambios clinicos o efectos adversos que pudieran
estar relacionados con el tratamiento. Al final del estudio no se observé ninguna sefial de toxicidad
sistémica en los ratones C57BL/6J y se determind que la dosis letal 50 (LDso) de la proteina
Cry2Ae es mayor a 2000 mg/kg de peso corporal (Totis, 2015%2).

5.5. Seguridad de la proteina PAT/bar.

Por su uso tan extendido en cultivos biotecnolégicos, la seguridad de la proteina PAT ha sido
ampliamente evaluada. Cuando la secuencia de aminoacidos de la enzima PAT se sometio a
analisis comparativo de polipéptidos usando el algoritmo FASTDB de Intelligenetics, no mostré una
homologia significativa con otras proteinas presentes en las bases de datos, excepto con otras
fosfinotricina acetiltransferasas que se originan a partir de diferentes organismos. No se observo
semejanza con toxinas potenciales o con alérgenos. No se esperan efectos toxicos o alérgicos
provenientes de PAT, ya que las acetiltransferasas no poseen estabilidad proteolitica o térmica y
tiene una alta especificidad de sustrato (Herouet et al., 2005).

5.6. Seguridad de las proteinas Vip3Aal9 y APH4.

Las proteinas Vip3Aa producidas por el algodon GLTC con resistencia a insectos se derivan de las
bacterias comunes del suelo Bacillus thuringiensis y son especificamente toxicas para ciertos
insectos lepiddpteros. Las pruebas de toxicidad con un rango representativo de organismos no
blanco arroj6 valores de NOEL en concentraciones significativamente mayores que las

31 Rouquie, D. 2007. Cry1Ab protein. Acute toxicity by oral gavage in mice. Bayer CropScience. Sophia Antipolis Cedex.
France. M-295507-01-1.

32 Totis, M. 2015. Cry2Ae protein. Acute toxicity study by oral gavage in mice. Bayer CropScience. Sophia Antipolis
Cedex. France. M-508050-01-1.
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concentraciones ambientales esperadas de Vip3Aa (Cuadro 57). Los estudios de campo sugieren
gue el cultivo de plantas de maiz GM que expresan Vip3Aa no afecta la abundancia de artropodos
no blanco, con la posible excepcion de los depredadores especificos de las plagas blanco
controladas por Vip3Aa. La Vip3Aa en plantas puede ser téxica para los lepidépteros no blanco,
pero las evaluaciones regulatorias de riesgo para los productos aprobados han concluido que es
posible reducir el riesgo cuando se lo compara con otras practicas de control de insectos. El peso
de las pruebas de los analisis de fenotipo y de composicion demuestra que la expresion de Vip3Aa
en los eventos aprobados de maiz y algodon no alteroé la fisiologia general de las plantas del cultivo
e indica que dichas plantas no tienen mas probabilidades de convertirse en malezas ni en
invasivas que sus equivalentes convencionales (ILSI, 2012).

Cuadro 57. Resumen de pruebas eco-toxicologicas de la proteina Vip3Aa sobre organismos no

blanco.

Especie Método de exposicion Dg;%%g?c%enla Resultados

Aleochara bilineata (estafilinido) Exposicion a dieta de 500 pg/g 35 dias NOEC > 500 pg/g
Apis mellifera (larvas de abeja) Exposicion a proteina en dieta de 500 pg/g 24 dias NOEC > 500 pg/g

Exposicion a 21.7 ppm 13 dias NOEC >21.7 ppm
Chrysoperla carnea (larvas de crisopa)

Exposicion a dieta de 7.25 mg/g 30 dias NOEC >7.25 mg/g
Coccinella septempunctata (catarinas) Exposicion a dieta de 7.25 mg/g 15 dias NOEC >7.25 mg/g
Coleomegilla maculata (catarinas) Exposicion a dieta de 7.24 pg/g 20 dias NOEL > 7.24 ug/g
Colinus virginianus (codorniz) Exposicion a 400 mg/kg de peso corporal unidosis NOEL > 400 mg/kg
Daphnia magna Exposicion a 10 pg/L de agua 48 horas NOEC > 10 pg/l
Eisenia foetida (lombriz) Eﬁizs;f;é:r;ilg;roteina Vip3Aa en 3.6 g/g 14 dias NOEL > 3.6 ug/g
Folsomia candida (colémbolos) Exposicion a dieta de 43.2 ug/g 28 dias NOEC >43.2 ug/g
Gallus domesticus (pollo) Exposicion a dieta de 0.588 ug/g 49 dias NOEC > 0.588 ug/g
Ictalurus punctatus (bagre) Exposicion a dieta de 7.1 pg/g 30 dias NOEC >7.1 pg/g
Mus musculus (raton) ;ogr}gg aguda por via oral a 1250 - 3675 unidosis NOEL > 3675 mg/kg
Orius insidiosus (chinche pirata) Exposicion a dieta de 7.25 mg/g 21 dias NOEC >7.25 mg/g

Fuente: ILSI. 2012. Revision de la seguridad ambiental de Vip3Aa. Center for Environmental Risk Assessment, ILSI
Research Foundation. Washington D.C. USA.

La proteina APH4 no es toxica para mamiferos ni posee caracteristicas relacionadas con los

alérgenos alimentarios:

a) La proteina APH4 no se detecta en la mayor parte de las muestras de semillas de algodén
COT102, y cuando es detectada, los niveles de proteina estan por debajo del limite de
cuantificacién. Se espera que eventuales trazas de la proteina APH4 presentes en las
semillas de algodon, se eliminaran por los métodos estandar de procesado de la semilla.

b) No presenta homologia con toxinas o alérgenos conocidas. Se realizdé una busqueda bio-
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informatica para comprobar si la secuencia de aminoacidos de la proteina APH4 muestra
homologia con proteinas que sean conocidas como toxinas. La proteina APH4 no mostré
homologia significativa con proteinas que son identificadas como toxinas en la base de
datos GenBank.

C) La proteina APH4 es rdpidamente degradada proteoliticamente, cuando se simulan las
condiciones del fluido gastrico de mamiferos, conteniendo pepsina y pancreatina.

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

La destruccion del ensayo sera realizada una vez que todas las evaluaciones sean concluidas. Las
plantas de algodén completas, incluida la semilla y la fibra, serdn cortadas a nivel del suelo y
acomodadas en montones, los cuales seran destruidos mediante incineracion.

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

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

El pais de origen del algodén GlyTol® TwinLink™ Plus (GLTC) es los Estados Unidos de América y
cuenta con autorizacion para su comercializacion bajo es estatus de no-regulado desde el 22 de
mayo de 2009 para el evento GlyTol® (BCS-GH@@2-5), del 12 de octubre de 2011 para los
eventos combinados TwinLink™ (BCS-GH@@4-7 x BCS-GHBW5-8) y del 6 de julio de 2005 para el
evento COT102 (SYN-IR1@2-7). Es importante sefialar que en este pais la autorizacion de eventos
individuales es suficiente y no es necesaria la aprobacion para la utilizacién de estos en eventos
apilados o stacks.

En Estados Unidos las principales areas de liberacion de algodén biotecnoldgico estan ubicadas en
la denominada franja algodonera, la cual comprende cuatro grandes regiones: sureste, oeste
medio, suroeste y oeste (Figura 117). El ambiente a través de estas regiones es muy diverso,
desde la costa humeda del sureste hasta el desierto del suroeste y oeste (Zeng et al., 2014), sin
embargo, debido a los requerimientos ambientales del algodén, 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
algodén 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
son diversas, con un periodo de siembra que comprende desde marzo a junio y un periodo de
cosecha entre agosto y diciembre (ERS-USDA, 2010).

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 biotecnolégico representa alrededor del
81% del total de la superficie destinada al cultivo del algodon en ese pais (Cuadro 58).

Cuadro 58. Superficie sembrada con algodon en Estados Unidos 2013 — 2014.

- . . Algodoén
L Superficie total Superficie algodon . .
REE (ha) biotecnolégico (ha) blotec(r;/g)loglco
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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 2,948,048.9 815

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

Los principales tipos climéticos que atraviesan la franja algodonera son clima humedo subtropical
(Cfa), clima semiérido (BSk) y clima desértico (BWh) (Figura 118).

Figura 117. Regiones productoras de algodén de los Estados Unidos (Cotton belt).

Suroeste "~ Qeste medio

Figura 118. Principales tipos climéaticos de Estados Unidos.
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Il Savanna (Aw)
B Semi-arid {B5k)
|:| Desert (BYWh)
[ Humid subtropical (Cfa) [ Mediterranean (Csa) Jl Humid continental {Dfb)
Il Crceanic (Cfh) [] Humid continental (Dfa) [ Alpine (ETH)

b) Efectos de la liberacién sobre la floray la fauna.
1. Tecnologia GlyTol® (GHB614).

El potencial de cruzamiento se puede definir como la capacidad de escape de genes a parientes
silvestres de algoddn. En la evaluacion de impacto ambiental de algodon biotecnolégico realizado
por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos, se indica que la posibilidad de que la
introgresién de genes a partir de lineas de algodéon Roundup Ready® transgénico, en plantas
sexualmente compatibles silvestres o cultivadas es muy bajo (USDA 1995). En los Estados Unidos
se encuentran dos especies de Gossypium silvestre: G. thurberi Todaro, el cual se ha ubicado e en
la region de montafia en Arizona a altitudes de 760 a 1500 m y G. tomentosum que se encuentra
en Hawdi. De estas especies s6lo G. tomentosum es capaz de cruzarse con el algodén cultivado
(G. hirsutum) y que podria producir descendencia fértil. No existe ninguna ventaja conferida por el
evento GHB614 que permita que esta cruza ocurra. Gossypium hirsutum es considerado un cultivo
de autopolinizacién. El polen de algoddn es pesado y pegajoso por lo que la polinizacién 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. El movimiento del polen
fue rastreado por medio de particulas fluorescentes. McGregor (1976) logro encontrar que en 45 a
60 m de distancia de la planta de origen, sélo el 1.6% mostré la presencia de las particulas
fluorescentes. Otros grupos de investigacion han establecido distancias mas cortas para que
pueda ocurrir polinizacién cruzada (Kareiva et al., 1994; Sundstrom, 2001; Van Deynze et al.,
2005).

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 algodon no
es considerado como maleza en USA" (USDA, 1995). Resultados anteriores de la USDA durante la
evaluacion ambiental de algoddn tolerante a herbicidas no muestran ningn 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
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facilmente controladas por la rotaciébn de cultivos, la labranza y/o control manual en post-
emergencia.

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 algodon GHB614 y su contraparte convencional. Esto indica que el algodén
biotecnoldgico 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 algodon tolerante a herbicidas ha hecho més viables practicas de
siembra como labranza de conservacion, lo que resulta en un "agro-ecosistema" menos
perturbado, debido a la reduccién de labores de mantenimiento del cultivo. Un mejor desarrollo
cultivo del algodon también contribuye a mejorar el habitat para los pajaros, los insectos y otros
animales que se desarrollan en el cultivo (Fawcett & Towery, 2004). En resumen, la adopcion 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 algodon GHB614. La exposicién del
suelo no es una preocupacion ya que la produccién de proteinas termina con la senescencia de la
planta, y es muy probable que haya ocurrido una degradacion significativa de las proteinas en el
momento en que el material de algodoén residual se incorpora en el suelo al final de la temporada.
Pruebas de toxicidad oral aguda de la proteina se describe en Rouquie (2006a)%®, y la proteina
2mEPSPS no se considera que sea téxico para mamiferos, aves o insectos. Ademas, la exposicion
a polen de algodon que contiene la proteina 2mEPSPS no es una preocupaciéon para los
organismos no blanco, debido a la baja expresién de la proteina en el polen de algodén y al hecho
de gque no se observaron efectos en un estudio de toxicidad aguda en niveles muy altos de la
proteina (2000 mg de proteina/kg de peso corporal).

En cuanto a la toxicidad del algodon GHB614 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 algodén GHB614 tenga un mayor grado de riesgo que el algodon
convencional. Para los organismos polinizadores no se encontraron diferencias significativas entre
el algoddn 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 algodén y
debido a que no se encontraron otros cambios en el patron de floracién o la toxicidad de la planta,
no se prevé que las especies polinizadoras, principalmente insectos, se verian afectados por el
algodén GHB614.

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 algodén
convencional. La reduccion en la perturbacion del ecosistema en el campo algodonero en realidad
puede aumentar el suministro de habitat y alimento para los insectos benéficos.

2. Tecnologia TwinLink™ (T304-40 x GHB119).

33 Rouquie, D. 2006. 2mEPSPS protein. Acute toxicity by oral gavage in mice. Bayer CropScience. Sophia Antipolis
Cedex, France. M-276952-01-1
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Los insectos son los organismos con mayor posibilidad de tener una exposicion significativa al
algodén T304-40 x GHB119, 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
algodon. No se observaron efectos sobre insectos predadores Coleomegilla maculata (catarinas), o
en la abeja de la miel, que podria estar expuesta al polen de plantas de algodon T304-40 X
GHB119.

También existe la posibilidad de exposicion 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 determind en los suelos tipicos de las
regiones productoras de algodon, dando como resultado una vida media 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 descomposicion 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 T304-40 x GHB119 no
mostrd ningun 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.

La exposicidn de aves y vida silvestre en los campos de algodon puede ocurrir, pero los estudios
indican que Cry1Ab 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 algodén es pesado y pegajoso y se ha reportado que no se
desplaza lejos de los campos de algodén. 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 T304-40 x GHB119, se ha
generado un cambio en las practicas agronémicas que podria afectar el habitat para los
organismos no blanco. El algodén tolerante a herbicidas ha hecho mas viables practicas de
siembra como labranza de conservacion, lo que resulta en un "agro-ecosistema" menos perturbado
debido a la reduccién de labores de mantenimiento del cultivo. Un mejor desarrollo cultivo del
algoddén también contribuye a mejorar el habitat para los péajaros, los insectos y otros animales que
se desarrollan en cultivo (Fawcett & Towery, 2004). 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 expresadas por el algodon T304-40 x GHB119 no
representan un riesgo significativo para la flora y fauna.

3. Tecnologia COT102.
Después de realizar una serie de estudios durante varios ciclos agricolas se ha logrado concluir

qgue no hay efectos indeseados con respecto a las caracteristicas de las plantas para convertirse
en plagas. No existe un impacto ambiental significativo reportado para la familia de las proteinas Bt
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demostrados en los productos microbianos y proteinas incorporadas a las plantas de algodon.
Ademas, en todos los casos que la proteina Vip3Aal9 fue probada para evaluar su impacto en los
organismos no blanco no se determinaron efectos adversos y la concentracion sin efecto
observable (NOEC), fue comparativamente mas alta que la concentracion ambiental méaxima, lo
cual corrobora que representa un riesgo minimo para los organismos no blanco.

Durante la evaluacion de organismos no blanco, se realizd la evaluacion del polen de algodén
COT102 mediante la exposicion de 21 dias in vitro de larvas de abejas (Apis mellifera L.) de
segundo instar (24 a 48 horas de edad), las larvas fueron transferidas a placas en los dias4a 8y
mantenidas a una temperatura que vario entre 31 a 35 °C realizando la prueba casi en total
obscuridad. Se alimentaron con dos dietas diferentes, la primera contenia 46 mg de polen de
algoddn convencional/g de dieta y la segunda con 46 mg de polen de algodén COT102/g de dieta,
asi como un control de dieta sin polen. Al final se concluye que no se detecté ninguna diferencia
estadistica entre las dos fuentes de polen ensayados en relacion con el control.

Dentro del andlisis de otros insectos no blanco se ha probado en organismos como Coleomegilla
maculata, mediante el andlisis de toxicidad cronica al incluir en su dieta cantidades de polen con la
proteina Vip3Aal9, utilizando adultos con 8 a 9 dias de edad, éstos fueron alimentados con dieta
que contenia el 5% w/w (equivalente a 40 pg de proteina Vip3Aal9/g de dieta) y un control
negativo. Después de 21 dias de exposicion sobrevivieron el 93% de los individuos sometidos a la
dieta con proteina Vip3Aal9 comparado contra un 97% de individuos con el control negativo, lo
cual nos permite concluir que el NOEC es 56% de concentracion de polen con la proteina
Vip3Aal9 (concentracion mas alta muestreada) lo cual es equivalente a 7.24 ppm de proteina
Vip3Aal9.

Ademas de las especies presentadas anteriormente, debido a la falta de evidencia que demuestre
la toxicidad Vip3Aal9, no se espera que grupos tales como escarabajos (Coledptera), libélulas
(Odonata), moscas (Diptera), naucoris (Hemiptera) y chapulines (Ortoptera), sean sensibles a la
proteina.

En su evaluaciéon de la seguridad ambiental de las proteinas Bt incorporadas a las plantas, la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) llevd a cabo una extensa revision de la informacion
relevante que describe el potencial tedrico para la transferencia horizontal de genes, es decir, la
posibilidad de que los genes de los cultivos Bt, incluidos los genes marcadores, puedan ser
transferidos a los organismos del suelo. Se concluye que la posibilidad de que esto ocurra es poco
probable y que las consecuencias potenciales de la transferencia horizontal de genes, si ocurriera,
no presentaria ningun riesgo significativo. Esta evaluacion también es relevante para las plantas de
algoddén evento COT102 y sus derivados o eventos apilados, que expresan el gen vip3Aal9 de
Bacillus thuringiensis y el gen marcador aph4 aislado de E. coli. Ambos genes (0 genes con
homologia y equivalencia funcional) se sabe que estan presentes de forma natural en los
poblaciones microbianas del suelo.

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 otorgar la des-regulaciéon de los eventos GHB614, T304-40, GHB119 y COT102, el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) evalué los efectos de las proteinas
expresadas por dichos eventos (2mEPSPS, CrylAb, Cry2Ae, PAT/bar, Vip3Aal9 y APH4), sobre
factores bidticos (organismos no blanco, fauna, como alimento para ganado, etc.) y abiéticos (suelo
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y mantos acuiferos). Como resultado de las evaluaciones, la autoridad antes citada autorizé la des-
regulacién para los eventos GHB614, T304-40, GHB119 y COT102.

Dentro de los estudios de riesgo que se pueden analizar encontramos algunos investigadores que
evaluaron la posibilidad de flujo de polen entre las especies de algodén. Van Deynze et al. (2005)
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 transgénicas para evaluar el flujo de polen en
condiciones de produccién comercial. Los resultados fueron que el flujo era independiente de la
direccién 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 alla 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 1625 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 1625 m.

Otros estudios evallan el efecto de las proteinas insecticidas sobre polinizadores, tal es el caso del
reportado por Duan et al. (2008), quien realiz6 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 preocupacién de que la siembra generalizada
de estos cultivos transgénicos podria dafiar las poblaciones de abejas. Se realizé 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 (o mortalidad). Los resultados muestran que las proteinas Cry
de Bt utilizadas en los cultivos modificados genéticamente comercializados para el control de
plagas de lepidopteros y coledpteros, no afectan negativamente a la supervivencia de las larvas o
de adultos en el laboratorio. Aunque las presiones adicionales que las abejas enfrentan en el
campo podrian, 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.

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
una 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 insecticidas tépicos 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
gue lleva a mayores rendimientos y reduccion en el uso de plaguicidas quimicos y combustibles
fésiles. Sin embargo, su despliegue ha atraido algunas criticas en particular con respecto a la
posible evolucion de cepas de insectos resistentes. Sanahuja et al. (2011) examinaron los
progresos recientes en el desarrollo de la tecnologia Bt y las contramedidas que se han introducido
para prevenir la seleccion de poblaciones de insectos resistentes.

Adicionalmente se ha estudiado la posible alergenicidad y toxicidad de las proteinas PAT que
confieren tolerancia al herbicida glufosinato de amonio, en base a una revision de la literatura
publicada y estudios experimentales sobre la valuacion de la seguridad, apoyan la conclusién de
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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 o alérgenos, es decir, no tienen ninguna homologia de secuencia con alérgenos o toxinas
conocidas, no tienen sitios de N-glicosilacion y se degradan rdpidamente en acidos gastricos e
intestinales, y no se encontraron efectos adversos en ratones después de la administracion
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., 2005).

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 (EPSPS), que es esencial para la
biosintesis de aminoacidos aroméaticos en todas las plantas, hongos y bacterias. En el caso del
algodén GHBG614, 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 unién para el glifosato, es altamente resistente a la inhibicién por glifosato y por lo tanto
permite la actividad enzimética suficiente para que las plantas se desarrollen 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 efectos relacionados con la proteina 2mEPSPS. La
evaluacién 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 alimentacion animal (Herouet-Guicheney et
al., 2009).

Rouquie (2006b)** evalué el potencial de similitud de la secuencia aminoacidos de la proteina
doble mutante del maiz 5-enol pyruvylshikimate-3-fosfato sintasa (2ZmEPSPS) con toxinas o
alérgenos conocidos. La comparacion de la secuencia completa de aminoacidos de la proteina
2mEPSPS se llevé a cabo mediante un estudio en general de homologias de la secuencia de
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 puntuacién usada fue BLOSUMG62. 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 no 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
toxicas o alergénicas).

Como se desprende del inciso anterior, el algodon T304-40 x GHB119, el algodén GHB614 y el
algodon COT102, no 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 algodén GlyTol TwinLink™ Plus (BCS-GH@@2-5 x BCS-GH@@4-7 x BCS-GHO@5-8
x SYN-IR1@2-7), es igual que sus progenitores y por consiguiente seguro.

34 Rouquie, D. 2006b. 2mEPSPS PROTEIN. Overall amino acid sequence homology search with known toxins and
allergens. In silico Study report SA 06103. Bayer CropScience. Sophia Antipolis Cedex. France. M-273792-01-1.
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d) En caso de que el promovente lo considere adecuado. Otros estudios o consideraciones
en los que se analicen tanto la contribucién del OGM a la solucion de problemas
ambientales, sociales, productivos o de otra indole.

Entre las principales plagas lepidopteras del algodén 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 (

Cuadro 59), 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 nimero de insecticidas (Pacheco, 1994;
Hake et al., 1996; Machain et al., 1988; Machain et al., 1995).

Cuadro 59. Productos, categoria toxicolégica y grupo quimico de los principales insecticidas
recomendados para el control de insectos lepidopteros en algodén (PLM, 2006).

Ingrediente Activo Categoria Toxicoldgica Grupo Quimico
Acefate Ligeramente téxico Organofosforado
Azinfos metilico Altamente téxico Organofosforado
Betaciflutyn Ligeramente téxico Piretroide
Bifentrina Ligeramente téxico Piretroide
Carbaril Moderadamente téxico Carbamato
Cipermetrina Moderadamente toxico Piretroide
Clorfenapir Ligeramente toxico Pirrol
Clorpirifos etil Moderadamente toxico Organofosforado
Cyflutrin Ligeramente toxico Piretroide
Deltametrina Ligeramente toxico Piretroide
Endosulfan Altamente téxico Organoclorado
Fenpropatrin Altamente toxico Piretroide
Fenvalerato Ligeramente téxico Piretroide
Fluvalinato Moderadamente téxico Piretroide
Lambda cyalotrina Ligeramente téxico Piretroide
Malation Ligeramente téxico Organofosforado
Metidation Altamente toxico Organofosforado
Metomil Altamente toxico Carbamato
Monocrotofos Extremadamente toxico Organofosforado
Paration metilico Extremadamente toxico Organofosforado
Permetrina Moderadamente téxico Piretroide
Profenofos Moderadamente téxico Organofosforado
Spinosad Ligeramente téxico Eeriva_do de fermentacion

acteriana
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Thiodicarb Moderadamente toéxico Carbamato
Triazofos Altamente toxico Organofosforado

El algoddon GLTC expresa las proteinas insecticidas CrylAb, Cry2Ae y Vip3Aal9, las cuales actian
de manera especifica sobre algunas especies de insectos lepidopteros que son plagas de
importancia econémica en el cultivo del algodoén, 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)

La expresion de tres proteinas insecticidas que actian 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, reforzando principalmente la
accion efectiva en contra de gusano bellotero (Heliothis virescens Fabricius y Helicoverpa zea
Boddie) y gusano cogollero (Spodoptera frugiperda Smith) que actualmente representan un serio
problema en los cultivos de algodén. Adicionalmente y con la finalidad de disminuir la posibilidad
de resistencia se siembra una porcién de la superficie cultivada con algodén que no expresa
proteinas de Bacillus thuringiensis que servira 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.

La combinacion de las proteinas insecticidas CrylAb (T304-40), Cry2Ae (GHB119) y Vip3Aal9
(COT102), proveen un control mas eficiente de insectos lepidépteros plaga del algodén y
representa una nueva herramienta para prevenir el desarrollo de resistencia en los insectos. La
combinacién de las proteinas 2mEPSPS (GHB614) y PAT/bar (T304-40/ GHB619) confiere
tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio, permitiendo el uso de dos
mecanismos de accion herbicida para un manejo mas eficiente de la maleza en el cultivo del
algodon, esta combinacion de mecanismos de accién es particularmente importante para el manejo
y prevencion de resistencia de las especies de maleza a los herbicidas.

e) En caso de importacidon, copia legalizada o apostillada de las autorizaciones o
documentacion oficial que acredite que el OGM esta permitido conforme a la legislacién del
pais de origen.

El pais de origen del algodon GLTC (GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102) es los Estados
Unidos de América y de acuerdo con la legislacion del pais de origen y a la autoridad encargada de
su aprobacién Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés), el
algodén GLTC, por ser un producto de cruzamiento convencional de dos eventos independientes,
no necesita una aprobacién como evento apilado en el pais de origen.

El evento COT102 (SYN-IR1@2-7) es propiedad de la empresa Syngenta Agro, S.A. de C.V,,
para informacion mas detallada consultar la informacion de caracterizacion molecular,
nutrimental y toxicolégica del evento COT102 sometida por Syngenta en el paquete regulatorio
para resolver la solicitud de autorizacién del algodon GHB614 x T304-40 x GHB119 x COT102.

Cuadro 60. Resumen de aprobaciones internaciones para consumo, procesamiento y cultivo del
algodén COT102 (OECD: SYN-IR1@2-7).
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Pais Consumo humano Consumo animal Cultivo

Australia 2005

Canada 2011 2011

Japon 2012 2012

México 2010 2010

New Zealand 2005

South Korea 2014

Estados Unidos de América 2005 2005 2011

Fuente: www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/; www.accessdata.fda.gov/; www.aphis.usda.gov/biotechnology/
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uadro 61. Resumen de aprobaciones internaciones para consumo, procesamiento y cultivo del

algodon GHB614 (OECD: BCS-GH@@2-5).

Pais Consumo humano Consumo animal Cultivo

Australia 2009

Brasil 2010 2010 2010
Canada 2008 2008

China 2010 2010

Colombia 2012

Costa Rica 2009
Unién Europea 2011 2011

Japén 2010 2010

México 2008

New Zealand 2009

South Korea 2010

Estados Unidos de América 2009 2009 2009

Fuente: www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/; www.accessdata.fda.gov/; www.aphis.usda.gov/biotechnology/

Cuadro 62. Resumen de aprobaciones internaciones para consumo, procesamiento y cultivo del
algoddn T304-40 x GHB119 (OECD: BCS-GH@@4-7 x BCS-GHA?5-8).

Pais Consumo humano Consumo animal Cultivo
Brasil 2011 2011 2011
Canada 2011
México 2012
Estados Unidos de América 2011

Fuente: www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/; www.accessdata.fda.gov/; www.aphis.usda.gov/biotechnology/

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

1. Malezas en el cultivo del algoddn.

La presencia de malezas es uno de los principales problemas que limitan la produccion del cultivo
de algodon. Las malezas presentan una alta adaptacion a las areas disturbadas por las labores
agricolas y si no son controladas oportuna y eficientemente, disminuyen significativamente el
rendimiento y la calidad de fibra del algod6n (Rosales y Sanchez, 2010).

La competencia de la maleza afecta el desarrollo y rendimiento del algodén y su severidad
depende de las malezas presentes, densidad del cultivo y la maleza, época de emergencia de la
maleza, sistema de siembra, condicién de humedad, nivel de fertilidad del suelo y duracion del
periodo de competencia, entre otros. En general, la competencia es mas critica durante la primera
etapa del desarrollo vegetativo del cultivo. Lo anterior ha dado como resultado la definicion de este
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lapso como el periodo critico de competencia (PCC): el tiempo maximo que el cultivo tolera la
competencia de maleza sin reducciones significativas de su rendimiento y el tiempo minimo de
ausencia de maleza que requiere el cultivo para expresar su maximo rendimiento. En este aspecto,
se considera que las reducciones significativas o umbral econémico ocurren cuando las pérdidas
de rendimiento igualan al costo de control de maleza. Con fines practicos se ha considerado un 5%
de reduccion de rendimiento como el umbral econémico en la mayoria de los cultivos anuales
(Rosales y Sanchez, 2010).

Se ha determinado que el periodo critico de competencia de maleza anual en algodén se presenta
en los primeros 50 a 60 dias después de la emergencia del cultivo, en los cuales si no se controlan
eficientemente las malezas se reduce el rendimiento de 30 a 50%. Ademas, es necesario mantener
un buen control de maleza hasta la cosecha del algodén con el fin de obtener una fibra libre de
impurezas, ya que la recoleccion se realiza en forma mecénica (Rosales y Sanchez, 2010).

Al conjunto de dafios causados por la maleza a los cultivos se le denomina interferencia. La
interferencia incluye la reduccion del rendimiento por competencia, la disminucién en la calidad del
producto cosechado, el aumento en los costos de cosecha y la mayor incidencia de plagas y
enfermedades. Las pérdidas de rendimiento son ocasionadas principalmente por la competencia
entre las malezas y cultivo por luz, agua y nutrimentos, factores basicos para el desarrollo de las
plantas (Rosales y Sanchez, 2010).

Ademas de la competencia, existe otro tipo de dafios causados por la presencia de maleza en
algodon, comunmente llamados dafios indirectos. Estos dafios incluyen: mayor incidencia de
insectos y patégenos que utilizan a las malezas como hospederas alternantes; disminucion en la
calidad de la produccién por el incremento de humedad e impurezas en la fibra; dificultad de
cosecha mecanica y depreciaciéon de los terrenos agricolas por altas infestaciones de maleza
(Rosales y Sanchez, 2010).

2. Algoddn genéticamente modificado tolerante a herbicidas.

Antes de 1996, el algodén era el Unico cultivo extensivo que no contaba con un herbicida
postemergente efectivo para el control de malezas dicotiled6neas, que no causara dafios al cultivo,
retrasos en su maduracion o reducciéon de su rendimiento (Paulsgrove et al., 2005). La falta de un
herbicida postemergente para controlar malezas de hoja ancha se agravaba, por ser el algodén un
cultivo poco competitivo en sus primeras etapas de desarrollo. Por medio de la biotecnologia ha
sido posible desarrollar variedades de algodén con resistencia a varios herbicidas, que ofrecen un
buen control de maleza y selectividad al cultivo (Rosales y Sdnchez, 2010).

2.1. Algoddn tolerante a glifosato.

El glifosato es un herbicida con accion sistémica que controla zacates y hojas anchas anuales y
perennes. Su modo de accion es la inhibicion de la sintesis de los aminoacidos fenilalanina,
tirosina y triptéfano al inhibir la enzima EPSPS (5-enolpiruvilshikimato-3- fosfato sintasa). El
glifosato se comercializ6 a partir de 1974, principalmente para el control no selectivo de malezas
en terrenos sin cultivo. Sin embargo, sus caracteristicas de alta sistemicidad, poca toxicidad a
animales y al hombre y ausencia de residuos en el suelo, lo convirtieron en el herbicida ideal para
el desarrollo de cultivos genéticamente modificados con tolerancia a su accion.
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En 1983, se aislé la bacteria de suelo Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 que es altamente
tolerante al glifosato porque su enzima EPSPS es menos sensitiva que la enzima EPSPS
encontrada en las plantas. Para 1986 se desarrollaron cultivos resistentes a glifosato (RG) y en
1997 se desarrollaron las primeras variedades de algodon RG. Sin embargo, la selectividad en
estas variedades era marginal, pues so6lo se podia aplicar el algodén hasta la etapa de cuarta hoja,
ya que aplicaciones en etapas posteriores se asociaban con el aborto de frutos y la pérdida de
rendimiento. Actualmente existen variedades de algodén que permiten la aplicacion de glifosato
hasta siete dias antes de la cosecha (Rosales y Sanchez, 2010).

2.2. Algodén tolerante a glufosinato.

El glufosinato es un inhibidor de aminoacidos que mata a las plantas sensibles al inhibir a la
enzima glutamina sintetasa, que cataliza la conversion del acido glutdmico y el amoniaco en
glutamina. La inhibicibn de la glutamina sintetasa provoca una acumulacion de amoniaco y
glioxilato que causa dafios a la estructura de los cloroplastos, disminucion de la fotosintesis y
finalmente la muerte de los tejidos. El algodon resistente a glufosinato fue comercializado por
primera vez en 2004 como algodon Liberty Link (LL) y fue creado a través de la insercion del gen
bar aislado de la bacteria del suelo Streptomyces hygroscopicus. El algodon LL transformado con
el gen bar expresa resistencia a glufosinato a través de la inactivacion de la accién del herbicida. El
algodon LL tiene una excelente tolerancia al glufosinato, que es un herbicida no selectivo con
accion primordialmente de contacto y puede aplicarse desde la emergencia hasta los inicios de la
floracion. El glufosinato controla tanto malezas gramineas como de hoja ancha, pero requiere
aplicarse en malezas en sus primeros estados de desarrollo, pues su accion es de contacto y no
deja residuos en el suelo que puedan afectar a cultivos sembrados en rotacion (Rosales y
Sanchez, 2010).

La tecnologia GlyTol® TwinLink™ Plus (GLTC) combina la resistencia a las plantas de algodon al
atague de insectos lepidépteros, con la tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato de
amonio, en las variedades de algodén de Bayer CropScience.

Con relaciéon al manejo de maleza en algodén, las variedades GlyTol® TwinLink™ Plus son
tolerantes a los herbicidas glufosinato de amonio y glifosato mediante la expresién de las proteinas
PAT de Streptomyces hygroscopicus y 2mEPSPS del maiz, permitiendo el uso de dos mecanismos
de accién herbicida para un manejo mas eficiente de la maleza en el cultivo del algodén, esta
combinacion de mecanismos de accion es particularmente importante para el manejo y prevenciéon
de resistencia de las especies de maleza a los herbicidas.

Adicionalmente, el uso de cultivos tolerantes a herbicidas ofrece una serie de ventajas de caracter
agronémico y ambiental:

e Reduccion significativa en el uso de herbicidas (kg de 1.A.) y utilizaciéon de productos con menor
impacto ambiental (EIQ). En 2013, el efecto global de la utilizacion de tecnologias de tolerancia
a herbicidas en los paises en los que se han adoptado, ha sido un reduccion del 15.6% de I.A.
y una disminucion del impacto ambiental de 18.9%. En conjunto, desde 1997 el uso de
herbicidas se ha reducido en 7.2% (- 21milones de kg) y el impacto ambiental disminuyé 9.5% (
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Figura 119).

Disminucién de la contaminacion del suelo y mantos freaticos al utilizar herbicidas con menor
impacto ambiental (Cuadro 63).

Mayor flexibilidad en el control de maleza comparado con el uso de herbicidas en el algodén
convencional: en los cultivos tolerantes a herbicidas, estos son aplicados en post emergencia a
la maleza y al cultivo. Las aplicaciones se realizan sé6lo cuando las poblaciones de maleza
superan los umbrales econémicos y durante el periodo critico de competencia del cultivo con la
maleza.

Control de un amplio espectro de maleza: glufosinato de amonio y glifosato poseen modos de
accion distintos y controlan una gran variedad de especies de maleza de diferentes familias
botanicas (Cuadro 64 - 65).

Eliminacion de labores de control manual y aplicaciones tempranas dirigidas, de herbicidas que
requieren equipo especial para su aplicacion.

Disminucién de los costos para el control de maleza, en comparacion con las alternativas
tecnoldgicas.

Compatibilidad con préacticas de manejo integrado de plagas (MIP) y técnicas de conversacion
de suelo, como agricultura de conservacion. La “labranza cero”, también conocida como
“siembra directa” implica reemplazar la labranza convencional por la aplicacion de un herbicida
no selectivo en presiembra. La semilla es luego sembrada directamente en el suelo
atravesando el rastrojo del cultivo anterior. Entre los beneficios de la labranza cero se pueden
mencionar la conservacion de la humedad del suelo, la reduccion en la erosion del suelo, una
mejora en la estructura del suelo, incremento en el contenido de carbono y reduccién en el uso
de combustible.

Reduccion de la emisibn de gases de efecto invernadero (disminucion en el uso de
combustibles necesarios para la fabricacién, transporte y aplicacion de insecticidas). Cuando se
realiza labranza convencional, la cantidad de combustible aumenta, lo que directamente implica
mayor emision de gases a la atmdsfera (Cuadro 66).
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Figura 119. Reduccion en el uso de herbicidas y la carga ambiental derivado del uso del algodén
GM tolerante a herbicidas en Estados Unidos, Australia, Argentina y Sudafrica 1997-2013 (Brookes

y Barfoot, 2015).
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Cuadro 63. Coeficiente de Impacto Ambiental (EIQ) de los principales herbicidas recomendados
para el control de maleza en algodon.

Ingrediente activo (I.A.) Grupo quimico EIQ
Oxifluorfen Difenileter 33.82
Pendimetalin Dinitroanilina 30.17
Fluazifop-p-butil Arilofenoxi propionato 28.71
Diuron Dimetilurea 26.47
Bensulide Organofosforado 26
Quizalofop-etil Arilofenoxi propionato 22.14
Piritiobac sodio Pirimidincarboxy 21.7
Setoxidim Ciclohexanediona 20.89
Glufosinato de amonio Acidos fosfinicos 20.2
Clomazone Isoxazolidinona 19.63
Linuron Fenilurea 19.32
Trifluralina Dinitroanilinas 18.83
MSMA Arsénico organico 18
Alaclor Cloroacetamida 17.86
Clethodim Ciclohexanediona 17
Prometrina Triazina 15.37
Glifosato Glicinas 15.33
Fluometuron Fenilurea 14.27
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Fuente: A method to measure the Environmental Impact of Pesticides, Table 2: list of Pesticides, Part 3: Herbicides 2012.
Integrated Pest Management. Disponible en: www.nysipm.cornell.edu

Cuadro 64. Espectro de control de maleza del herbicida glufosinato de amonio.

Nombre cientifico

Familia botanica

Clasificacion morfolégica

Brachiaria plantaginea Poaceae Hoja angosta
Digitaria ciliaris Poaceae Hoja angosta
Paspalum virgatum Poaceae Hoja angosta
Setaria parviflora Poaceae Hoja angosta
Rottboellia cochinchinensis Poaceae Hoja angosta
Panicum fasciculatus Poaceae Hoja angosta
Echinochloa colona Poaceae Hoja angosta
Urochloa fasciculata Poaceae Hoja angosta
Leptochloa mucronata Poaceae Hoja angosta
Echinochloa crus-galli Poaceae Hoja angosta
Chloris virgata Poaceae Hoja angosta
Setaria grisebachii Poaceae Hoja angosta
Eleusine indica Poaceae Hoja angosta
Eragrostis mexicana Poaceae Hoja angosta
Cyperus esculentus Cyperaceae Hoja angosta
Bidens pilosa Asteraceae Hoja ancha
Melampodium perfoliatum Asteraceae Hoja ancha
Aldama dentata Asteraceae Hoja ancha
Melampodium divaricatum Asteraceae Hoja ancha
Simsia eurylepis Asteraceae Hoja ancha
Tridax procumbens Asteraceae Hoja ancha
Anoda cristata Asteraceae Hoja ancha
Bidens odorata Asteraceae Hoja ancha
Tagetes lunulata Asteraceae Hoja ancha
Tithonia tubiformis Asteraceae Hoja ancha
Simsia amplexicaulis Asteraceae Hoja ancha
Ambrosia psilostachya Asteraceae Hoja ancha
Croton lobatus Euphorbiaceae Hoja ancha
Euphorbia heterophylla Euphorbiaceae Hoja ancha
Acallypha ostryfolia Euphorbiaceae Hoja ancha
Amaranthus palmeri, A. hybridus Amaranthaceae Hoja ancha
Ipomoea purpurea Convolvulaceae Hoja ancha
Priva lappulacea Verbenaceae Hoja ancha
Cissus sicyoides Vitaceae Hoja ancha
Borreria brownii Rubiaceae Hoja ancha
Cardiospermum halicacabum Sapindaceae Hoja ancha
Solanum erianthum Solanaceae Hoja ancha
Rivina humilis Petiveriaceae Hoja ancha
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Physalis ixocarpa

Solanaceae

Hoja ancha

Portulaca oleracea

Portulacaceae

Hoja ancha

Fuente: Etiqueta Finale Ultra® (280 g de i.a) - Bayer CropScience.

Cuadro 65. Espectro de control de maleza del herbicida glifosato.

Nombre cientifico

Familia botanica

Clasificacion morfolégica

Rottboellia chochinchinensis Poaceae Hoja angosta
Eragrostis mexicana Poaceae Hoja angosta
Chloris virgata Poaceae Hoja angosta
Brachiaria plantaginea Poaceae Hoja angosta
Echinochloa crus-galli Poaceae Hoja angosta
Sorghum halepense Poaceae Hoja angosta
Cynodon dactylon Poaceae Hoja angosta
Panicum maximum Poaceae Hoja angosta
Leptochloa filiformis Poaceae Hoja angosta
Bromus carinatus Poaceae Hoja angosta
Eleusine indica Poaceae Hoja angosta
Leptochloa filiformis Poaceae Hoja angosta
Cenchrus echinatus Poaceae Hoja angosta
Cyperus esculentus Cyperaceae Hoja angosta
Tithonia tubiformis Asteraceae Hoja ancha
Flaveria trinervia Asteraceae Hoja ancha
Bidens pilosa Asteraceae Hoja ancha
Galinsoga parviflora Asteraceae Hoja ancha
Parthenium hysterophorus Asteraceae Hoja ancha
Melampodium divaricatum Asteraceae Hoja ancha
Anoda cristata Asteraceae Hoja ancha
Aldama dentada Asteraceae Hoja ancha
Helianthus ciliaris Asteraceae Hoja ancha
Taraxacum officinale Asteraceae Hoja ancha
ﬁ)r/rgirdaﬁsthxs sg;rr:]c;sr?s, A. Amaranthaceae Hoja ancha
Capsella bursa-pastoris Brassicaceae Hoja ancha
Lepidium virginicum Brassicaceae Hoja ancha
Ipomonea purpurea Convolvulaceae Hoja ancha
Convolvulus arvensis Convolvulaceae Hoja ancha
Euphorbia hirta Euphorbiaceae Hoja ancha
Acalypha alopecuroide Euphorbiaceae Hoja ancha
Sida acuta Malvaceae Hoja ancha
Malva parviflora Malvaceae Hoja ancha
Melilotus indicus Fabaceae Hoja ancha
Oxalis latifolia Oxalidaceae Hoja ancha
Portulaca oleracea Portulacaceae Hoja ancha
Solanum nigrum Solanaceae Hoja ancha
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Chenopodium album Chenopodiaceae Hoja ancha

Commelina serrulata Commelinaceae Hoja ancha

Fuente: Etiqueta Faena® Fuerte (363 g de i.a) - Monsanto, Etiqueta Glyfos® (360 g de i.a.) — Cheminova Agro, Etiqueta
Durango™ (480 g de i.a) — Dow AgroSciences.

Cuadro 66. Consumo de combustible por el uso de tractor por tipo de labranza en Estados Unidos.

Tipo de labranza Soya (I/ha) Maiz (I/ha)

Labranza intensiva del suelo 49.01 545

Labranza de conservacion -
labranza reducida

Cero labranza 21.89 30.09
Fuente: USDA Fuel Estimator 2012.

38.62 46.98

2.3. Resistencia de maleza a herbicidas.

Los cultivos tolerantes a herbicidas pueden obtenerse por medio de técnicas de mejoramiento
convencionales, tales como la mutagénesis y el cultivo in vitro, o por medio de las técnicas
biotecnoldgicas de modificacion genética. Los cultivos tolerantes a herbicidas derivados de la
biotecnologia moderna se han cultivado desde el afio 1996 e incluyen la soja, la canola, el maiz, el
algoddn, la alfalfa y la remolacha azucarera. Estos cultivos le ofrecen al productor algunas ventajas
diferenciales en el control de las malezas, incluyendo un control mas simple, mas eficiente, mas
econdmico y con menor dafio al cultivo y menor residualidad, ademas de un control de las malezas
resistentes existentes, menos labranza y la reduccién del impacto ambiental. Sin embargo, los
cultivos tolerantes a herbicidas también pueden presentar algunos desafios para su manejo, como
el desarrollo de malezas resistentes a herbicidas (CropLife, 2012).

La dependencia de un Unico herbicida sin un enfoque de control integrado de malezas puede llevar
al cambio de especies de malezas y al desarrollo de malezas resistentes a herbicidas. Los cambios
de maleza y los desafios para el manejo de la resistencia de las malezas en estos cultivos
tolerantes a herbicidas son resultado del modo en que se usan dichos herbicidas (CropLife, 2012).

La resistencia a herbicidas se define como la habilidad heredada de una maleza para sobrevivir a
una dosis de herbicida con la cual normalmente se tendria un control efectivo. En este contexto, la
resistencia es un proceso evolutivo en el que una poblacion cambia de ser susceptible a ser
resistente. Las plantas individuales no pasan de ser susceptibles a ser resistentes, sino que es la
proporcion de individuos originalmente resistentes dentro de la poblacién, la que se incrementa a lo
largo del tiempo (Esqueda, et al., 2011).

La resistencia a herbicidas puede deberse a una absorcion o translocacion diferencial del
compuesto quimico, a la transformacion metabdlica del herbicida en compuestos no toxicos, al
secuestro de las moléculas herbicidas en el apoplasto o a una alteracion en el sitio de accion. La
gran mayoria de los casos de resistencia que se han observado en malezas, se relacionan con una
modificacion en el sitio de accién (Esqueda, et al., 2011).
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Por lo general, la sospecha inicial de resistencia esta relacionada con un control deficiente o no
satisfactorio de las malezas después de una aplicacion de herbicidas. Antes de considerar a la
resistencia como causante de la falla, deben descartarse otros factores como: dosis o época de
aplicacion, aplicacion deficiente del herbicida, nivel de humedad y preparacion del suelo,
adsorcion, condiciones climaticas no favorables, tamafio de malezas, germinacion posterior a la
aplicacion y alta infestacion (Esqueda, et al., 2011).

La resistencia a los herbicidas no es un problema que se presente en forma subita en un terreno
en particular, ni es la falta de control de malezas en un solo afio. Puede ocurrir primero en una
pequefia area o areas, especialmente en donde se han utilizado herbicidas con el mismo modo de
accion por varios afios consecutivos. La resistencia a herbicidas se presenta cuando la aplicacién
repetida de un herbicida, selecciona a plantas individuales con tolerancia natural a dicho herbicida.
Esta resistencia se hereda de padres a hijos. Ademas del uso de herbicidas con el mismo modo de
accion, otros factores que favorecen el desarrollo de la resistencia incluyen: uso de herbicidas con
alta residualidad en el suelo, alta densidad de poblacién de malezas y frecuencia inicial de plantas
resistentes dentro de la especie, algo que generalmente no se conoce. Se piensa que las malezas
cambian o mutan para llegar a ser resistentes, sin embargo, desde el punto de vista biolégico, se
considera que en las poblaciones de malezas en que se desarrolla resistencia, siempre hubo unos
pocos biotipos resistentes presentes y que al utilizar un herbicida, los biotipos susceptibles fueron
controlados, y luego las poblaciones resistentes pequefias se incrementaron e infestaron el area
(Esqueda, et al., 2011).

Esta demostrado que las malezas tienen la capacidad de evolucionar resistencia a herbicidas, sin
importar su modo de accién, cuando se someten a suficiente presion de seleccion bajo condiciones
apropiadas. Sin embargo, también es claro considerando la prevalencia de algunos modos de
accion sobre otros, que en la evolucion de resistencia hay algunos que tienen un menor riesgo
(Valverde y Heap, 2009).

A nivel mundial, existen 32 especies de maleza resistentes a glifosato y la mayor cantidad ha sido
reportada en Estados Unidos. En México sélo Leptochloa virgata ha sido reportada como resistente
en huertos de limén en Veracruz en 2010. Respecto a glufosinato de amonio, s6lo se han
reportado dos casos de resistencia en Malasia y Estados Unidos en hortalizas y huertos. En la
Figura 120 se puede observar que existen 157 malezas resistentes a herbicidas inhibidores de
ALS, 73 malezas resistentes a inhibidores del fotosistema I, 47 malezas resistentes a inhibidores
de ACCasa, etc., los cuales no estan relacionados con cultivos GM (Heap, 2015).

Es de vital importancia que el manejo de maleza en cultivos genéticamente modificados y cultivos
convencionales, se realice dentro de una estrategia de manejo integrado de maleza, que considere
el uso de todas las técnicas de control econémicamente disponibles sin depender exclusivamente
de una de ellas. Los mecanismos de control de malezas incluyen medidas preventivas, el
monitoreo de los lotes, las rotaciones de cultivos, la rotaciébn de herbicidas, la labranza, la
competencia de cultivos, las précticas de fertilizacion, el riego, etc. (CropLife, 2012).
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Figura 120. Incremento cronologico en el numero de malezas resistentes a herbicidas
pertenecientes a distintos grupos (Heap, 2015).
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2.4. Alternativas al uso de algodon tolerante a herbicidas.

Usualmente el manejo de maleza en los cultivos se realiza mediante la combinacion de diferentes
practicas agronémicas, en donde el uso de herbicidas juega un papel muy importante.

Control preventivo. Se refiere a aquellas medidas tomadas para prevenir la introduccion,
establecimiento y desarrollo de maleza en areas no infestadas. Estas medidas incluyen: uso de
semilla certificada libre de maleza; limpieza de canales de riego y caminos; control del pastoreo de
ganado y limpieza de maquinaria después de su uso en zonas infestadas de maleza,
especialmente durante la cosecha, cuando existe un gran numero de plantas de maleza con
semilla madura (Rosales y Sanchez, 2010).

Control cultural. Incluye las practicas de manejo, tales como: rotacién de cultivos; uso de
diferentes fechas de siembra; fertilizacion oportuna y adecuada y uso de surcos estrechos, que
promueven un rapido desarrollo del algodon para hacerlo mas competitivo hacia la maleza
(Rosales y Sanchez, 2010).

Control manual. Consiste en la utilizacion del azadén 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
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malezas durante el periodo critico. Sin embargo, al presentarse especies perennes su eficiencia es
limitada (Rosales y Sanchez, 2010).

El control manual se facilita en las siembras en surcos, camas o bordos y se sugiere realizarlo
después del control mecanico, sobre todo cuando existen malezas como zacate Jhonson o
correhuela o bien si la poblacion de maleza es baja y no se justifica la aplicacién de herbicidas
(Herrera et al., 1988).

Control mecanico. El control mecanico de maleza en algodén se inicia con la preparacion de la
cama de siembra. La labranza primaria se realiza por medio de arado de discos, subsuelo o
bordeadores y posteriormente, la labranza secundaria se efectda con pasos de rastra.

El sistema de siembra en humedo o a "tierra venida" elimina el primer flujo de emergencia de
maleza y permite establecer el algodén en suelo “limpio”. Posteriormente, el paso de escardas con
cultivadora rotativa o de picos elimina a la maleza que emerge después de la siembra. El nimero y
época de las escardas depende de factores tales como: presencia de maleza, humedad del suelo y
disponibilidad de equipo (Rosales y Sanchez, 2010).

Estas préacticas contribuyen eficazmente en el control de la maleza presente en el terreno, hasta
que la altura del cultivo permita el paso de maquinaria, con lo cual se resuelve el problema
presente en las calles, sin embargo, el problema de la maleza que se desarrolla entre las hileras de
plantas de algodonero permanece. El control mecénico es una practica de control razonablemente
efectivo contra especies anuales, siempre y cuando evite la floracion y producciéon de semillas de
las mismas; sin embargo, es relativamente inefectivo contra especies perennes.

Control quimico. El control quimico de maleza mediante el uso de herbicidas es muy comuin en
algodon, ya que tiene la ventaja de eliminar a la maleza en grandes extensiones de una manera
eficiente, rapida y econdmica. Sin embargo, para evitar problemas de selectividad al cultivo o fallas
en el control de maleza, el control quimico requiere de conocimientos técnicos para la eleccion y
aplicacion eficiente y oportuna de los herbicidas y debe efectuarse sélo cuando los otros métodos
de control no son factibles de utilizarse o cuando su uso representa una ventaja econdmica para el
productor (Rosales y Sanchez, 2010).

El manejo tradicional de malezas en algodén incluye la siembra en suelo himedo, el paso de
escardas, el uso de herbicidas de pre-siembra incorporados (PSI), pre-emergentes (PRE) y post-
emergentes (POST) y los deshierbes manuales. El programa tipico de uso de herbicidas en
algoddn incluye la aplicacion de herbicidas como trifluralina y pendimetalina en PSI para el control
de gramineas anuales y malezas de hoja ancha de semilla pequefia como quelite (Amaranthus
spp.) y verdolaga (Portulaca oleracea). Posteriormente, es comun la aplicacion de fluometuron, el
herbicida PRE mas comun contra malezas de hoja ancha en algodén. Sin embargo, el fluometuron
no controla eficientemente a algunas especies de los géneros Ipomoea y Amaranthus, que son de
las malezas mas comunes en este cultivo. El control de malezas gramineas en POST es facilmente
llevado a cabo con la aplicacion de herbicidas como sethoxidim, clethodim y fluazifop que muestran
una buena selectividad al algodén y un control eficiente de gramineas anuales y perennes
(Culpepper y York, 1998).

La parte mas dificil del manejo de malezas en algodon es el control POST de malezas de hoja
ancha. Hasta 1995, el control POST de hojas anchas se efectuaba con aplicaciones POST
dirigidas a la base de las plantas de algodon de MSMA, DSMA vy fluometuron, ya que estos
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herbicidas aplicados sobre el algodén cominmente le causan retraso en su madurez y bajas de
rendimiento (Culpeppery York, 1998).

Con la aparicion de pirithiobac vy trifloxisulfuron para el control POST de hojas anchas en algodon
se aumentaron las posibilidades de un manejo eficiente de maleza para los productores (Dotray et
al., 1996; Askew y Wilcut, 2002; Richardson et al., 2006). Sin embargo, se descubrié que
pirithiobac controla eficientemente a quelites Amaranthus spp., suprime Cyperus, pero tiene
escapes de Ipomoea, Chenopodium album y Acalypha ostryifolia y trifloxisulfuron controla
eficientemente a chayotillo Xanthium strumarium, chual blanco Chenopodium album, altamisa
Ambrosia artemisiifolia y quelite A. hybridus, pero no controla eficientemente a hoja de terciopelo
Abutilon theophrasti, alache Anoda cristata y toloache Datura stramonium (Richardson et al., 2006).
Ademds, ambos herbicidas causan dafios fitotoxicos al algoddén, por lo que la aplicacion de
trifloxisulfuron se recomienda después del estado de 52 hoja del algodon, por lo que no puede
utilizarse para el control temprano de malezas de hoja ancha.

El control quimico requiere de conocimientos técnicos para la eleccion y aplicacion eficiente y
oportuna de un herbicida (Rosales et al., 2002). El control quimico tiene ventajas importantes sobre
los otros métodos de control de maleza: oportunidad en el control maleza, pues la elimina antes de
Su emergencia 0 en sus primeras etapas de desarrollo; amplio espectro de control; control de
maleza perenne; control residual de la maleza (Rosales y Medina, 2008).

En el Cuadro 67 se presentan los herbicidas recomendados para el control de maleza en el cultivo
de algodon en México (PLM, 2014).

Cuadro 67. Ingrediente activo, formulacion, dosis, categoria toxicolégica y grupo quimico de los
principales herbicidas recomendados para el control de maleza en algodén.

Ingrediente Formulacién @ Dosis Grupo quimico Epoca de Tipo de maleza
activo (i.a.) (g i.a./ha) poq aplicacion b P

Alaclor EC 47.29% (480 g/l) 960 - 2,400 Cloroacetamida PRE Hoja angosta

Bensulide EC 46% (480 g/l) 5,760 - 6,720 Organofosforado PSly PRE Hoja angosta

Clomazone EC 46.7% (480 g/l) 720-960  Isoxazolidinona PRE Hoja anchay
angosta

Clortal dimetil Derivado del .

0, -

(DCPA) WP 75% (750 g/kg) 7,500 - 9,000 4cido benzoico PRE Hoja angosta

Diuron GD 80% (800 g/kg) 640 -1,000 Dimetilurea PRE y POST Hoja ancha

Fluazifop-butil EC 12.5% (125 g/l) 125.500  Arilofenoxi POSTdirigido - angosta

propionato ala maleza

Fluometuron SC 44% (500 g/l) 1,200 - 3,000 Fenilurea PRE Hoja anchay
angosta

Linuron WP 50% (500 g/kg) ~ 500-1,500  Fenilurea PRE Hoja anchay
angosta

MSMA SL48.3% (336.8¢l) 1,010-1347 ‘rsenico POST dirigido - angosta

orgénico ala maleza
Oxifluorfen EC 22% (240 gll) 360-480  Difenileter POST dirigido Hoja ancha y
ala maleza angosta
Pendimetalin EC 37.4% (396 g/l) 1,386 Dinitroanilina PSly PRE Hoja angosta
Piritiobac sodio SP 85% (850 g/kg) 85-97.75 Pirimidincarboxy POST Hoja ancha
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g/ha
Prometrina SC 46.7% (500 g/l) 750-1,250  Triazina PRE Hoja ancha
0 . . N
Quizalofop-etil EC 10.3% (105.45 4218 - 73.81 Anlofenom POST dirigido Hoja angosta
oll) propionato a la maleza
Setoxidim EC 20% (184 g/l) 276 - 552 Ciclohexanediona POST Hoja angosta
Clethodim EC 12.5% (118 g/l) 59.0-118.0 Ciclohexanediona POST Hoja angosta
Trifluralina EC 44.5% (480 g/l)  576-1,344  Dinitroanilinas PSI Hoja anchay

angosta

2 SL: concentrado soluble; WP: polvo humectable; SC: suspension concentrada; SP: polvo soluble; EC: concentrado emulsionable; P:
pellets; GD: Granulos dispersables.
b POST (Aplicacion post-emergente); PRE (Aplicacion pre-emergente); PSI (Pre-siembra incorporado).

Desde el punto de vista ambiental, algunos de los herbicidas utilizados para el manejo de maleza
en algoddén convencional poseen indices de Impacto Ambiental (EIQ) mayores a los herbicidas
glufosinato de amonio y glifosato a utilizarse en el algodén GLTC (Cuadro 68).

Cuadro 68. Coeficiente de Impacto Ambiental (EIQ) de los principales herbicidas recomendados
para el control de maleza en algodon.

Ingrediente activo (1.A.) Grupo quimico EIQ
Oxifluorfen Difenileter 33.82
Pendimetalin Dinitroanilina 30.17
Fluazifop-p-butil Arilofenoxi propionato 28.71
Diuron Dimetilurea 26.47
Bensulide Organofosforado 26
Quizalofop-etil Arilofenoxi propionato 22.14
Piritiobac sodio Pirimidincarboxy 21.7
Setoxidim Ciclohexanediona 20.89
Glufosinato de amonio Acidos fosfinicos 20.2
Clomazone Isoxazolidinona 19.63
Linuron Fenilurea 19.32
Trifluralina Dinitroanilinas 18.83
MSMA Arsénico organico 18
Alaclor Cloroacetamida 17.86
Clethodim Ciclohexanediona 17
Prometrina Triazina 15.37
Glifosato Glicinas 15.33
Fluometuron Fenilurea 14.27

Fuente: A method to measure the Environmental Impact of Pesticides, Table 2: list of Pesticides, Part 3: Herbicides 2012.
Integrated Pest Management. Disponible en: www.nysipm.cornell.edu

El uso inapropiado de los herbicidas representa algunos riesgos a la agricultura. Sin embargo,
todos estos dafios son posibles de evitar con una buena seleccion y aplicacion de estos productos
y con el conocimiento de sus caracteristicas especificas (Rosales et al., 2002). Algunos de los
posibles riesgos por el uso inadecuado de herbicidas son: dafios al cultivo en explotacion por dosis
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excesiva o0 a cultivos vecinos por acarreo del herbicida; dafios a cultivos sembrados en rotacion por
residuos de herbicidas en el suelo; cambios en el tipo de maleza por usar continuamente un
herbicida; desarrollo de resistencia de malezas a herbicidas (Rosales y Medina, 2008).

Como se menciond anteriormente, el desarrollo de resistencia es un fenémeno natural que no esta
restringido a los cultivos genéticamente modificados tolerantes a herbicidas. En la Figura 121
puede observarse el nUmero de especies resistentes a diferentes herbicidas de acuerdo al tipo de
cultivo en los que se han utilizado.

Figura 121. Namero de especies resistentes a herbicidas por cultivo (Heap, 2015).
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En la figura 4 se puede apreciar que algunos herbicidas son mas propensos a generar resistencia
en las poblaciones de maleza, debido a sus modos de accién. De los herbicidas mostrados, sélo
glifosato estd asociado con cultivos genéticamente modificados tolerantes a herbicidas y del
namero total de especies resistentes reportadas (32), algunos casos han sucedido en cultivos
convencionales.
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Figura 122. Numero de especies resistentes a herbicidas individuales (Heap, 2015).
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Los métodos de control anteriormente descritos tienen ventajas y desventajas y se utilizan de
acuerdo a las condiciones particulares de cada agricultor, por lo que antes de elegir uno de los
métodos o0 combinacion de los mismos, se debe realizar un analisis de la situacién para
asegurarnos de elegir la mejor alternativa (Cuadro 69).
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Cuadro 69. Ventajas y desventajas de los métodos de manejo de maleza.

Método Ventajas Desventajas

e Meétodo lento.
Arranque e Bajo costo inicial. e Gran necesidad de mano de obra.
e Posibilidad de rebrote.

Manual
¢ No controla las malezas, las poda.
. S e Gran necesidad de mano de obra.
Corte manual e Menor inversion inicial. L. ; s
Répida reinfestacion (rebrotes
Vigorosos).
e Rapidez en la e Método no selectivo
operacion. e N ntrola maleza en la lin I
o Barbecho y p _ o controla maleza en la linea de
Mecanico Rastreo e Menor necesidad de surco.
mano de obra. e Suuso depende de la topografia 'y
e Costo final alto. grado de mecanizacion del area.
e Disminucidn de la fertilidad potencial del
o uemae . suelo.
Fisico Q L, e Bajo costo. . ., . L,
Inundacion ) e Favorece la germinacion e instalacion
de malezas.
e Selectivo. e Inversion alta.
L . e Versatil. e Personal calificado.
Quimico Herbicidas . .
e Econdmico. e Contaminacion.
e Alta efectividad. e Desarrollo de resistencia.

Fuente: Métodos de control de maleza. Dow AgroSciences. http://www.dowagro.com/ar/

3. Plagas del cultivo de algodon.

Entre las principales plagas del cultivo de algodén se tienen al picudo del algodén Anthonomus
grandis Boheman, gusano rosado Pectinophora gossypiella (Saunders), gusano bellotero
Helicoverpa zea (Boddie), gusano tabacalero Heliothis virescens (Fabricius), chinche ligus Lygus
hesperus Knight., L. Lineolaris (Palisot de Beauvois) L. elisus, Van Duzee chinche apestosa
Nezara viridula (L.) y Chlorochroa spp, y mosquita blanca Bemisia argentifolii Bellows and Perring.
Existe ademas un complejo de otros insectos chupadores y gusanos que en ocasiones se pueden
convertir en serios problemas para el algodonero (Martinez, 2004).

3.1. Complejo bellotero (Helicoverpa zea)/ tabacalero (Heliothis virescens).

Este complejo de insectos se pueden observar en algodén desde inicio de cuadreo hasta bellotas
maduras. La hembras de gusano bellotero y tabacalero ponen sus huevos en la terminal de la planta
de uno en uno, seleccionan normalmente hojas tiernas de un tercio de desarrollo y botones florales o
cuadros. Las larvas emergen e inician su alimentacion en la hoja con pequefas perforaciones luego
se mueven para alimentarse de los botones florales y conforme se desarrollan se mueven hacia la
parte inferior de la planta. Normalmente se localizan en los primeros cinco nudos de la parte superior
de la planta. Pupan en el suelo y de ahi emergen los adultos para realizar migraciones entre cultivos o
pueden emprender migraciones a grandes distancias (Westbrook, 1998).
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Figura 123. Gusano bellotero (Helicoverpa zea).

3.2. Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda).

El gusano cogollero normalmente emigra al algodon de otros cultivos o pastos, se le puede encontrar
en algodon desde la emergencia del cultivo pero es mas frecuente en el periodo de floracién y
desarrollo de bellotas. Las hembras ponen sus huevos en las hojas de la parte terminal en masas
cubiertas con escamas como en el caso de gusano soldado, de hecho ademas de gusano cogollero
se le conoce como gusano soldado de otofio. Las larvas recién emergidas presentan habitos
gregarios y canibalismo, conforme se desarrollan emigran a plantas contiguas observandose focos de
infestacion de esta plaga. Las larvas son de color café claro variando de acuerdo con la alimentacion
desde verde hasta negro, alcanzan una longitud de hasta 4 cm, las larvas presenta en los costados
tres lineas de color amarillo palido, con bandas de color oscuro y una amarilla y manchas rojizas. En
la cabeza se observa una sutura en forma de Y invertida que la distingue de otras especies de
lepidopteros. En el octavo segmento abdominal por la parte superior se distinguen ocho
protuberancias o tubérculos, de color oscuro cuatro grandes y cuatro mas chicos cada uno con una
seta 0 pelo que pueden servir como ayuda para distinguir este insecto de otros lepidépteros. Pupan en
el suelo de donde emergen las palomillas para iniciar migraciones de corto o largo alcance como en el
caso de gusano bellotero y tabacalero.

Figura 124. Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda).

3.3. Gusano soldado (Spodoptera exigua).

El gusano soldado generalmente se presenta en las primeras etapas de desarrollo del cultivo desde
que tiene una hoja verdadera hasta inicio de cuadreo, en ocasiones se llega a presentar durante la
floracion. Las hembras ponen sus huevos en masas cubiertas con escamas de la palomilla, las larvas
son de color verde con lineas longitudinales de color claro amarillento y dos puntos negros en el
segundo segmento toracico, emergen en forma gregaria y comienzan a dafar las hojas,
posteriormente emigran a plantas cercanas, en plantas chicas dafan el follaje y en plantas grandes de
algodon pueden encontrase comiendo en las bellotas y perforando las bellotas.
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Figura 125. Gusano soldado (Spodoptera eX|gua)
: - o)

3.4. Gusano rosado (Pectinophora gossypiella).

El gusano rosado, al igual que otras plagas ha disminuido su importancia como plaga principal del
algodonero, esto se considera que se debe a las campafas de erradicacién que se han establecido
entre México y Estados Unidos. En ellas se incluyen monitoreo, materiales de algodén Bt, liberacion
de palomillas estériles, feromonas y aplicacion de insecticidas.

El adulto de gusano rosado es una palomilla de color café-grisaceo con manchas oscuras, miden 1.8
cm de extension alar. Las alas son angostas y llevan un fleco de pelos largos en el borde anal, las
antenas son filiformes, los palpos labiales son largos y curvos. Viven en promedio 15 dias son de
hébitos nocturnos o crepusculares. Cada hembra oviposita de 100 a 200 huevecillos en un periodo de
una semana, estos son de color blanco verdoso recién ovipositados y posteriormente adquieren una
coloracién rosada. Al inicio de la temporada los huevecillos son colocados en las yemas terminales o
en los cuadros, cuando ya existen cdpsulas los huevecillos son colocados en la parte inferior de las
bracteas en pequefios grupos. Las larvas emergen en 5 dias siendo en los primeros instares de color
blanco cristalino con la cabeza oscura. Cuando se desarrolla en los cuadros se alimenta de la
columna estaminal y une con hilos de seda la punta de los pétalos provocando la apertura anormal de
la flor formando lo que se conoce con el nombre de flor rosetada. Cuando se desarrolla en las
capsulas, a las cuales penetra inmediatamente después de la eclosion se alimentan de las semillas,
dafian la fibra reduciendo su calidad al cortarla 0 mancharla. Las bellotas dafiadas no forman capullo
o lo hacen parcialmente. Para completar su desarrollo pasan por cuatro instares larvarios, con una
duracién de 10 a 15 dias. Las larvas de cuarto instar llegan a medir hasta 12 mm de largo son de color
rosado con la cabeza café. En este instar, pueden salir de la cipsula haciendo una perforacion, para
pupar en el suelo, residuos de cosecha, basura y en otros lugares protegidos. Ocasionalmente pupan
en el interior de las bellotas de algodén. La duracién del ciclo completo es de 25 a 30 dias. Las larvas
pueden entrar en un periodo de “diapausa”’, debido a condiciones desfavorables o para hibernar. Los
adultos que emergen después de la “diapausa” tienen un amplio periodo de emergencia, lo que les
permite atacar la planta de algodén en diferentes etapas de su desarrollo (Martinez-Carrillo et al.,
2002).
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3.5. Mosquita blanca (Bemisia argentifolii).

La mosquita blanca es una plaga polifaga; es decir que afecta un rango amplio de cultivos
hospedantes, entre ellos al algoddn. En la Comarca Lagunera la mosquita blanca se constituyd en
un problema fitosanitario a partir de 1995, causando pérdidas en la produccion (40 al 100%) en
cultivos horticolas y un incremento en el numero de aplicaciones en melon, calabaza, tomate y
algodon.

La mosquita blanca presenta metamorfosis incompleta pasando por las etapas biolégicas de
huevecillo, ninfa y adulto. Pueden presentarse seis generaciones durante el ciclo de crecimiento
del cultivo. A una temperatura de 30 °C, el huevecillo dura 5.0 dias y las ninfas de 1°, 2°, 3° y 4°
instares duran 3.2, 1.5, 1.7 y 4.8 dias (total estado ninfal, 11.2 dias), por lo que el ciclo biolégico
completo requiere de 16.2 dias.

Figura 127. Mosquita blanca (Bemisia argentifolii).

'UGA1857008

3.6. Picudo del algodén (Anthonomus grandis Boheman).

El picudo del algoddn es nativo de México y Centroameérica y es considerado como la plaga mas
destructiva de este cultivo, ya que las pérdidas provocadas por esta plaga pueden ser de 20 a 40%
de la fibra cosechada.

El picudo del algodon posee metamorfosis completa, es decir presenta las etapas de huevecillo,
larva (gusano), pupa y adulto (picudo). Sobrevive de un ciclo del algodon, hiberna como adulto en
refugios, tales como residuos de cosecha y vegetacion aledafia a los predios de algodon. Ademas
de los adultos de origen hibernante, se presenta cuatro generaciones normales, durante el ciclo del
cultivo.

El ciclo biol6gico completo, desde huevecillo a emergencia del adulto, dura de 19 a 24 dias en el
verano en la Comarca Lagunera. El periodo de pre-oviposicion de las hembras dura de 3 a 5 dias.
El tiempo de una generacion requiere de 292 UC > 12°C.

El picudo tiene una alta preferencia para alimentarse en cuadros y bellotas pequefias.
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Figura 128. Picudo del algodonero (Anthonomus grandis).

3.7. Conchuela del algodon (Chlorochroa ligata Say).

Esta especie es de importancia primaria en el algodén en la Comarca Lagunera y es la chinche
gque mas comunmente se detecta en la region. Las principales plantas hospederas de conchuela,
son mezquite, alfalfa, maiz, sorgo, tomate, frijol, nogal y algunas especies de maleza comunes en
la region.

La conchuela posee metamorfosis gradual (insecto hemimetabolo); es decir, presenta las etapas
de huevecillo, ninfa y adulto (conchuela). Hiberna como adulto en areas con maleza o basura.
Pueden presentarse cinco generaciones por afio y solo se puede completar una generacion
durante el periodo critico del cultivo (80 a 120 dias de la siembra). Los huevecillos duran alrededor
de 5 dias y las ninfas pasan por cinco mudas durante 39 dias. Los adultos pueden vivir hasta 55
dias.

Tanto las ninfas como los adultos se alimentan succionando los jugos de las bellotas. Las bellotas
chicas atacadas se caen y las mas grandes permanecen en la planta, y al madurar la fibra se
observa manchada y las semillas se chupan (semillas vanas). La conchuela produce verrugas en la
cara interna de la pared de la bellota, las cuales son de color blanco e irregulares.

Figura 129. Conchuela del algodén (Chlorochroa ligata Say).

|

-

3.8. Chinche Lygus (Lygus spp.).

La chinche lygus (Lygus spp.) es un insecto chupador de 6 mm de largo, oval y color café verdoso,
con una marca de color amarillo en el escutelo y varias lineas longitudinales oscuras y claras en el
pronoto (Greene et al., 2006). Las ninfas y adultos de estos insectos se alimentan de la savia
principalmente en hojas terminales, cuadros y bellotas tiernas. Cuando los dafios son intensos al
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inicio de cuadreo, ocasionan la caida de los cuadritos recién formados provocando un desarrollo
excesivo de ramas y follaje; también causan la mala formacion de bellotas, manchan la fibra, bajan
el rendimiento y retrasan la cosecha. Este insecto también ataca otros cultivos como alfalfa y
cartamo y cuando alcanza altas infestaciones, puede emigrar al algodén durante la etapa del
cuadreo, complicando asi el manejo del cultivo (Herrera Andrade et al., 2010).

Figura 130. Chinche Lygus (Lygus spp.).

\

3.9. Trips.

Los trips son insectos pequefios de alrededor de 1 mm, existen mas de 5000 especies reportadas
pero solo algunas son consideradas plagas de cultivos; son de cuerpo delgado y alargado, aparato
bucal raspador chupador y alas con flecos en los bordes. Las especies que se han reportado en
algodén son Frankliniella tritici, Frankliniella occidentales, Frankliniella fusca, Neohydatothrips
variabilis y Thrips tabaci.

El ciclo de vida de los trips pasa por 6 instares: huevo, dos estados larvales, pre-pupa pupa y
adulto. Los estados de pre-pupa y pupa permanecen en el suelo, las larvas son las méas dafiinas
para las plantas. Su ciclo varia con la temperatura de 15 hasta 60 dias; con frio los estados
inmaduros duran mas tiempo y producen mas dafio.

Los trips hibernan como adultos o larvas en plantas de invierno o como pupas en el suelo.
Comienzan su reproduccién en maleza, cultivos de invierno entre otros en trigo, después emigran a
algodonero. La principal forma de dispersion es el viento; la direccion y velocidad del viento tiene
mucha influencia en las infestaciones en algodonero.

Afectan plantulas desde emergencia hasta la cuarta hoja. Los inmaduros son los mas dafiinos y el
frio prolonga ciclo y dafio. Dafian la yema terminal, interfieren con el desarrollo normal de la planta,
reduciendo su tamafio, deformando hojas y tallos y reduciendo la capacidad fotosintética de la
planta. Los cultivos sembrados bajo condiciones de frio son mas afectados.
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3.10. Pulgdn del algoddén (Aphis gossypii).

El pulgdn del algodon pasa la mayor parte del afio en la maleza y emigra al algodén al inicio del
ciclo del cultivo. La infestacion puede incrementarse a través del ciclo del algodén y causar
problemas de “enmielado” de hojas y fibra. Los pulgones se alimenta de la savia de hojas y ramas
y son vectores importantes de virus fitopatégenos. Solamente las hembras se encuentran en el
algoddn y su reproduccidbn es partenogenética, presentandose una nueva generacion
aproximadamente cada 15 dias.

Figura 132. Pulgon del algoddn (Aphis gossypii).

4. Algodon genéticamente modificado resistente a insectos.

Bacillus thuringiensis es una bacteria que normalmente habita el suelo y durante el proceso de
esporulacién produce una inclusion formada por uno o mas cuerpos cristalinos de naturaleza
proteica que son toxicos para distintos invertebrados especialmente larvas de insectos. Estas
proteinas se llaman Cry y constituyen la base del insecticida biolégico mas difundido en el mundo
(Sauka y Benintende, 2008).

El mecanismo de accion de las proteinas Cry se describié principalmente en lepidopteros
como un proceso de multiples etapas. Los cristales de B. thuringiensis son ingeridos y luego
solubilizados en el intestino medio del insecto, tras lo cual se liberan las proteinas cristalinas
en forma de protoxinas. Estas no produciran el dafio per se, sino que deberan ser procesadas
por proteasas intestinales para generar las toxinas activas que llevaran a la muerte de la larva
(Bravo et al., 2004).
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A través de la ingenieria genética se han desarrollado muchas especies de plantas que
expresan genes cry de Bacillus thuringiensis y comunmente se hace referencia a este tipo de
plantas como “plantas o cultivos Bt” (por ejemplo, maiz Bt, algodén Bt, etc.). El primer informe
de una planta transgénica con un gen cry de B. thuringiensis data de 1987 (Vaek et al., 1987).
Se desarrollaron plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) que producian cantidades suficientes
de proteina Cry para controlar larvas de primer estadio de Manduca sexta.

El algoddn transgénico se sembré en México desde 1996 afio en que se establecieron 896.8 ha en
Tamaulipas, correspondiendo a un 0.3% de la superficie sembrada a nivel nacional (Martinez-
Carrillo, 2004). Actualmente el algodén genéticamente modificado tolerante a herbicidas vy
resistente a insectos lepidépteros representa mas del 90% del total nacional.

El algodén GLTC expresan las proteinas insecticidas CrylAb de Bacillus thuringiensis subsp.
Kurstaki, Cry2Ae de Bacillus thuringiensis subsp. Dakota y VIP3A de Bacillus thuringiensis cepa
AB88, las cuales son especificas para el control de larvas de algunas especies de insectos
lepidépteros de importancia econdmica en el cultivo del algoddn. La expresion de tres proteinas
insecticidas en una misma planta, contribuye a reducir el riesgo de aparicion de resistencia en las
especies de plagas objetivo, ya que se reduce la probabilidad para que un insecto desarrolle
simultaneamente un mecanismo de resistencia efectivo contra multiples toxinas.

Con relacién al manejo agronémico, la adopcion de algodén biotecnolégico resistente a insectos ha
contribuido a la adopciébn de mejores practicas agricolas que han redundado en importantes
beneficios econdmicos y ambientales (Brookes y Barfoot, 2012):

Mayor espectro de control de insectos lepidépteros plaga.

Aumento de rendimiento debido al control efectivo de las plagas blanco que atacan al cultivo.

Reduccidn significativa en el uso de insecticidas quimicos (Figura 133).

Disminucién de la contaminacion del suelo y mantos freaticos al utilizar insecticidas con menor

impacto ambiental (Cuadro 70).

e Menor impacto en las poblaciones de insectos benéficos y otros organismos no blanco, debido
a su especificidad y a que los Unicos insectos expuestos a las toxinas son aquellos que se
alimentan de los cultivos.

e Compatibilidad con practicas de manejo integrado de plagas (MIP).

e Reduccién de la emisibn de gases de efecto invernadero (disminucion en el uso de

combustibles necesarios para la fabricacion, transporte y aplicacion de insecticidas).

Desde 1996, el impacto neto en el uso de insecticidas y la huella ambiental (en relacién con lo que
podria haberse esperado, si todas las plantaciones de algodén se hubieran sembrado con algodén
convencional), en los principales paises que han adoptado algodon resistente a insectos ha sido:

e En 2013, una disminucién de 44.3% en el volumen total de |.A. insecticida aplicado (20.6
millones de kg) y una reduccion de 48.2% en el impacto ambiental (medido en términos de
ElQ/ha).

e Desde 1996, se ha usado un 26.6% menos de |.A. insecticida (227.5 millones de kg) y el
impacto ambiental debido a la aplicacién de insecticidas en algoddn se redujo un 29.4%.
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Figura 133. Reduccion en el uso de herbicidas y la carga ambiental derivado del uso del algodoén
GM tolerante a herbicidas en Estados Unidos, Australia, Argentina y Sudafrica 1997-2013 (Brookes

y Barfoot, 2015).
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Cuadro 70. Coeficiente de Impacto Ambiental (EIQ) de los principales herbicidas recomendados
para el control de maleza en algodon.

Ingrediente activo (I.A.) Grupo quimico EIQ
Oxifluorfen Difenileter 33.82
Pendimetalin Dinitroanilina 30.17
Fluazifop-p-butil Arilofenoxi propionato 28.71
Diuron Dimetilurea 26.47
Bensulide Organofosforado 26
Quizalofop-etil Arilofenoxi propionato 22.14
Piritiobac sodio Pirimidincarboxy 21.7
Setoxidim Ciclohexanediona 20.89
Glufosinato de amonio Acidos fosfinicos 20.2
Clomazone Isoxazolidinona 19.63
Linuron Fenilurea 19.32
Trifluralina Dinitroanilinas 18.83
MSMA Arsénico organico 18
Alaclor Cloroacetamida 17.86
Clethodim Ciclohexanediona 17
Prometrina Triazina 15.37
Glifosato Glicinas 15.33
Fluometuron Fenilurea 14.27

Fuente: A method to measure the Environmental Impact of Pesticides, Table 2: list of Pesticides, Part 3: Herbicides 2012.
Integrated Pest Management. Disponible en: www.nysipm.cornell.edu
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5. Resistencia de insectos.

La resistencia es una caracteristica de fundamento genético que permite a un organismo sobrevivir
a la exposicion con una dosis de un plaguicida que normalmente podria resultar letal. Los genes de
resistencia ocurren naturalmente en plagas individuales debido a mutaciones genéticas y de
caracter hereditario. Los genes se diseminan a través de las poblaciones de plagas debido a un
proceso de seleccion provocado por el uso repetido del plaguicida. Las poblaciones resistentes se
desarrollan debido a que los individuos resistentes sobreviven y se reproducen posteriormente, y el
rasgo de resistencia es “seleccionado” en la siguiente generacion, mientras que los individuos
susceptibles son eliminados por el tratamiento plaguicida. Si se continda con el tratamiento, el
porcentaje de sobrevivientes aumentard y la susceptibilidad de la poblacion declinard hasta un
punto que el plaguicida no podra mas proporcionar un nivel aceptable de control (FAO, 2012).

A lo largo del ultimo siglo, cientos de especies de insectos han desarrollado resistencia a una o
mas medidas de control, impactando severamente en la economia de la produccién de los cultivos
(Cuadro 71). La mayoria de los casos de resistencia de insectos hasta la fecha involucra
insecticidas quimicos sintéticos (Yu, 2008), pero también se ha desarrollado resistencia a algunos
agentes microbianos, tales como las formulaciones para aspersion de Bt (Ferré and Van Rie,
2002).

Cuadro 71. Los 20 artr6podos mas importantes, para los cuales se han registrado casos de
resistencia en la agricultura y la salud publica.

Orden Familia Especies h(i?)ne%%gsas Hospedante
Acari Acaridae Rhizoglyphus robini 19 leiggsn%g:mentales, cebolla
Acari Ixodidade Boophylus microplus 6 Ganado bovino
Acari Tetranychidae Panonychus ulmi 9 Arboles frutales
Acari Tetranychidae Tetranychus urticae 1 ,";\cl)%;):"(;r;,sﬂores, frutales,
Coleoptera Chrysomelidae I&Z(Fz)g%olitr?;?a 4 Papa, berenjena, tomate
Coleoptera Tenebrionidae Tribolium castaneum 17 Sgsgﬁja?g?ggfgn:dos’
Dermaptera Blattelidae Blatella germanica 7 Urbano
Diptera Calliphoridae Lucila cuprina 18 Ganado bovino y ovino
Diptera Culicidae Anopheles albimanus 20 Humano
Diptera Culicidae Culex pipiens pipiens 11 Humano
Diptera Culicidae Culex quinquefasciatus 15 Humano
Diptera Muscidae Musca domestica 5 Urbano
Hemiptera Aleyrodidae Bemisia tabaci 8 ?rlggi(fjgpésc;%gz:ﬁfsss’
Hemiptera Aphididae Aphis gossypii 10 Algododn, hortalizas
Hemiptera Aphididae Myzus persicae 3 Frutales, hortalizas, arboles
Hemiptera Aphididae Phorodon humuli 12 Lupulo, ciruela
Lepidoptera Noctuidae Helicoverpa armigera 13 Algodon, maiz, tomate
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Lepidoptera Noctuidae Heliothis virescens 14 Garbanzo, algodon, maiz,
tomate
Lepidoptera Noctuidae Spodoptera littoralis 16 Alfalfa’ algodon, papa,
hortalizas
Lepidoptera Noctuidae Plutella xylostella 2 Cruciferas

Fuente:  Arthropod Pesticide Resistance  Database. Michigan  State  University. Disponible  en:
http://www.pesticideresistance.org/search.php

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.

o Nivel de expresién (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).

e 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.

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).

La resistencia puede y ha evolucionado a todas las formas de manejo de plagas, incluyendo las
herramientas quimicas, biol6gicas y culturales, y no es una preocupacion unica a los cultivos GM.
Sin embargo, los beneficios de las caracteristicas GM de proteccion contra insectos se consideran
tan valiosas que los proveedores de la tecnologia y otros actores involucrados han puesto especial
énfasis en prolongar su durabilidad retrasando la tasa de desarrollo de la resistencia en los
insectos blanco. Se dispone de multiples tacticas para preservar la durabilidad de las tecnologias
de manejo de insectos, incluyendo el uso de la tecnologia solo contra las poblaciones de plagas
econémicamente mas dafiinas, alternando entre diferentes tacticas de control, o integrando
multiples tacticas en un programa de manejo de plagas (CropLife, 2012).

El objetivo del manejo de la resistencia es retrasar la evolucion de la resistencia en las poblaciones
de la plaga expuestas a la herramienta de control, por lo que el plan de manejo de resistencia
(MRI) debera constituirse con las técnicas disponibles (CropLife, 2012):

e Alta dosis/refugio
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Monitoreo de los predios y aplicacion de insecticidas acorde a las necesidades.

Rotacion de insecticidas con diferente modo de accion.

Uso de medidas de control suplementarias que otorguen un manejo adicional de plagas.
Combinacion dentro de una planta multiples eventos que tengan como blanco las mismas
plagas (pyramiding).

Establecimiento de la linea base y monitoreo de susceptibilidad.

e Destruccion de los residuos de cosecha.

6. Alternativas al uso de algodén GM resistente a insectos.

El control de plagas en el cultivo de algodon se ha basado tradicionalmente en el uso de
insecticidas quimicos de amplio espectro (Cuadro 72), debido a que es el método més efectivo que
existe. Sin embargo, el uso inadecuado de los mismos ha generado un impacto negativo en el
agroecosistema, ocasionando una disminucién drastica de los enemigos naturales y el desarrollo
de resistencia a un gran namero de insecticidas (Pacheco, 1994; Hake et al., 1996; Machain et al.,
1988; Machain et al., 1995).

Cuadro 72. Ingrediente activo, categoria toxicolégica y grupo quimico de los principales
insecticidas recomendados para el control de insectos plaga en algodon (PLM, 2014).

R romuasns (DR ol G Quinio
Acefate P 97% (970 g/kg) 1,164 - 1,552  Ligeramente toxico Organofosforado
Azinfos metilico WP 35% (350 g/kg) 315 - 490 Altamente toxico Organofosforado
Betaciflutryn SC 11.8% (125 g/L) 18.75-25 Ligeramente téxico Piretoride
Bifentrina EC 12.15% (100 g/L) 40 - 60 Ligeramente téxico Piretroide
Carbaril WP 80% (800 g/kg) 1,200 - 2,400 Moderadamente toxico Carbamato
Cipermetrina EC 19.6% (200 g/L) 80 - 120 Moderadamente toxico Piretroide
Clorfenapir SC 21.44% (240 g/L) 120 - 360 Ligeramente toxico Halogenado de Pirrol
Clorpirifos etil EC 44.5% (480 g/L) 480 - 840 Moderadamente toxico Organofosforado
Cyflutrin EC 5.7% (50 g/L) 37.5-50 Ligeramente téxico Piretroide
Deltametrina EC 2.8% (25 g/L) 12.5 Ligeramente téxico Piretroide
Endosulfan EC 33.30% (360 g/L) 540 - 900 Altamente téxico Organoclorado
Fenpropatrin EC 38.50% (375 g/L) 168.75-225  Altamente toxico Piretroide
Fenvalerato EC 11.1% (100 g/L) 0.075 Ligeramente téxico Piretroide
Fluvalinato 5 4|§ /Oe(nzzguge/ll_) 72 -120 Moderadamente toxico Piretroide
Imidacloprid SC 21.4% (240 g/L) 103.2-208.8 Ligeramente téxico Neonicotinoide
Lambda cyalotrina EC 5 % (50 g/L) 20-30 Ligeramente téxico Piretroide
Malation EC 83.7% (100 g/L) 70 - 200 Ligeramente téxico Organofosforado
Metidation EC 40% (415 g/L) 415 - 830 Altamente toxico Organofosforado
Metomilo SP 90% (900 g/kg) 225 - 360 Altamente téxico Carbamato
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Liquido miscible

Monocrotofos 56% (600 g/L) 300 - 900 Extremadamente téxico  Organofosforado

Paration metilico EC 47.4% (500 g/L) 500 - 1,500 Extremadamente toxico  Organofosforado

Permetrina EC 33.66% (340 g/L) 136 - 204 Moderadamente toxico Piretroide

Profenofos EC 73.56% (960 g/L) 576 - 1152 Moderadamente toxico Organofosforado
Derivado de

Spinosad SC 44.2% (480 g/L) 36 - 60 Ligeramente toxico fermentacioén bacteriana
(Naturalyte)

Thiodicarb 33-87(;:3(;?;5;“_) 562.5 - 1125 Moderadamente toxico Carbamato

Triazofos EC 40.0% (420 g/L) 630 Altamente téxico Organofosforado

aSL: concentrado soluble; WP: polvo humectable; SC: suspensiéon concentrada; SP: polvo soluble; EC: concentrado emulsionable; P:
pellets.

En México, antes de la década de los 60°s, al algodonero se le conocia como el oro blanco debido
a que ocupaba una gran cantidad de mano de obra y representaba una fuente de ingresos
importante para los agricultores. En la década de los 60°s, solamente en el estado de Tamaulipas
se sembraban 630, ha (Vargas et al., 1979). Desafortunadamente, el combate de las plagas de
este cultivo se sustentd en aplicaciones calendarizadas de insecticidas, aumentos frecuentes en
las dosis y en el numero de aplicaciones por temporada; a principios de la década de los 70°s, en
el cultivo de algodonero se aplicaba el 80% de todos los insecticidas que se empleaban en la
agricultura mexicana. Este escenario favorecié el desarrollo de resistencia a insecticidas y por
ende que este cultivo entrara en fase de crisis a nivel nacional (Lagunes 1992).

En las décadas de los 60's y 70’s, la resistencia a insecticidas de varias plagas de insectos
provocaron la desaparicion de las zonas algodoneras de Apatzingan, Michoacan, Tapachula,
Chiapas y Matamoros, Tamaulipas (Lagunes, 1992). La zona de Tamaulipas se recuperd
lentamente para sufrir otra crisis debido a la resistencia a insecticidas piretroides en el gusano
tabacalero Heliothis virescens (Fabricius) a mediados de la década de los 90°s (Teran-Vargas,
1996).

Dentro de un escenario de elevados niveles de resistencia a insecticidas convencionales, la
introduccion del algodonero transgénico, que expresa la ©&-endotoxina CrylAc de Bacillus
thuringiensis var. Kurstaki Berliner (Bt) (Perlak et al., 1990, 1991) representd una alternativa viable
para cultivar algodonero (Teran-Vargas et al., 2005). Posteriormente se introdujo el algodon que
expresaba dos proteinas Bt (CrylAc y Cry2Ab) que contribuyé a mejorar el control de los
lepidépteros plaga del cultivo y a retrasar el desarrollo de resistencia.
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VIl. NUMERO DE AUTORIZACION EXPEDIDA POR SALUD CUANDO EL OGM TENGA
FINALIDADES DE SALUD PUBLICA O DE BIORREMEDIACION.

El algodon GLTC (BCS-GH@@?2-5 x BCS-GHO@4-7 x BCS-GHZ?5-8 x SYN-IR132-7) es
exclusivamente para uso agricola.

El algodén GLTC combina la expresion de las proteinas insecticidas CrylAb (T304-40), Cry2Ae
(GHB119) y Vip3Aal9 (COT102) para un control mas eficiente de insectos lepidopteros plaga del
algoddn y representa una nueva herramienta para prevenir el desarrollo de resistencia en los
insectos. Asimismo, combina la expresion de las proteinas 2mEPSPS (GHB614) y PAT/bar (T304-
40/ GHBG619) que confieren tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio,
permitiendo el uso de dos mecanismos de accion herbicida para un manejo mas eficiente de la
maleza en el cultivo del algoddn, esta combinacién de mecanismos de accién es particularmente
importante para el manejo y prevencion de resistencia de las especies de maleza a los herbicidas.

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

Se solicita el permiso para el ciclo agricola PV-2016. Este periodo incluye actividades previas a la
siembra del algodon GLTC (BCS-GH@@2-5 x BCS-GH@@W4-7 x BCS-GHBW5-8 x SYN-IR1@2-7)
tales como planeacion de los estudios a realizar e importacion de la semilla, el ciclo agricola hasta
la finalizacién del ensayo.

INFORMACION 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 operacién del permiso es la solicitada y estara sujeta a la
cantidad autorizada al final de la evaluacion para este permiso, siendo 85kg que ingresaran por la
aduana en Cd. Juarez, Chihuahua o Nuevo Laredo, Tamaulipas.

1. Importacién y almacenamiento de la semilla.

La importacion de la semilla se realizara siguiendo el procedimiento establecido en el documento
SOP-IMM-001 Importacion de semilla Todos estos formqgrtos son considerados como
INFORMACION CONFIDENCIAL, en dénde se describe la metodologia, evaluacion y los controles
del proceso de importacion.

e Una vez que se cuenta con el permiso de liberacién al ambiente correspondiente, se consulta el
Modulo de Requisitos Fitosanitarios (http://www.senasica.gob.mx/?id=5145) y se imprimen las
Medidas Fitosanitarias de Importacion (MFI) de acuerdo al tipo de producto, origen y
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procedencia del mismo. A la par de lo anterior, el departamento de Comercio Internacional
debera de realizar la “solicitud del tramite de importacion SENASICA” en la VU - Ventanilla
Unica (http://www.ventanillaunica.gob.mx/).

e Posteriormente se informa de la importacién de la semilla de acuerdo al registro RG-CMM-003
Plan de importacion. Una vez iniciadas las importaciones se hace un monitoreo de las
cantidades y lotes a través del registro RG-CMM-022 Variedades por numero de lote.

¢ Una vez que se cuenta con la liberacion de importacion el Departamento de Logistica coloca la
orden de compra (Purchase Order) para el pais exportador en SAP,

e Una vez que se cuenta con el permiso de siembra y el Certificado de Importaciéon generado a
través de la VU - Ventanilla Unica (http://www.ventanillaunica.gob.mx/), el Departamento de
Comercio Internacional comienza el proceso de importacién. De igual manera, realiza la
liberacién y el envio a la Aduana correspondiente de la cantidad de semilla solicitada,
acompafando el embarque con la documentacién necesaria y la establecida en la MFI.

e El Departamento de Comercio Internacional a través del Agente Aduanal contratado para tal fin,
realiza la liberacion de la semilla de la aduana; en caso de cualquier contratiempo o0 que se
requiera algun tipo de aclaracion, el Coordinador responsable del Dpto. de Comercio
internacional lo comunicard inmediatamente a la Gerencia de Negocio y Asuntos Regulatorios,
en caso de ser necesaria documentacion adicional ésta serd provista por la gerencia
correspondiente.

e Una vez liberada la semilla de la aduana esta se envia al almacén de Bayer ubicado en
Delicias, Chih. Cuando la semilla llega a su destino, el responsable del almacén revisa el
embarque y procede a darle ingreso en el sistema SAP y en fisico.

El almacenamiento se realiza siguiendo las acciones establecidas en el documento WI-RCM-002
Etiquetado y almacenamiento de muestras de semilla regulada, cuyo propdésito es instruir a las
personas involucradas sobre el correcto almacenamiento e identificaciobn de materiales, asi como
cumplir con la directriz GPS 12.01 Preservation of Product Genetic Integrity and Traceability of
Seeds and Traits.

o Después de que la semillas son ingresadas a la bodega se debera proceder a actualizar los
respectivos inventarios, tomando el peso bruto del material que ingresa, el estado del paquete y
la persona que lo hace.

e Los materiales a utilizar con fines experimentales deberdn ser almacenados en un lugar
separado, con acceso restringido y bajo llave e indicando claramente: semilla regulada, la
variedad, el evento, el lote. Los materiales no experimentales podran ser almacenados en el
mismo sitio donde se tienen convencionales, pero separados y correctamente identificados.

e Las personas autorizadas para ingresar a la bodega deberan llenar el formato de registro de

entrada y salida de personal e indicar el motivo.

35 SAP (Sistemas, Aplicaciones y Productos) es un sistema de gestion de recursos empresariales que integrar muchas o
todas las funciones de la empresa como finanzas, planificacion, costos, comercial, mercadeo, manufactura, logistica,
mantenimiento, control de calidad y Recursos Humanos.
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o Cada vez que se realicen ingresos Yy salidas de semillas de bodega, se debera actualizar en el
sitio de SharePoint correspondiente indicando las cantidades que se retiran, destino y la

persona que retira.

¢ La identificacion de las semillas debera tener como minimo los siguientes datos, dependiendo
del tipo de semilla genéticamente modificada o convencional (Figura 134).

e El anterior rétulo deberé colocarse a cada uno de los materiales de semillas existentes en la
bodega, con la suficiente proteccién a fin de que se preserven estos datos durante el tiempo

necesario en bodega.

Figura 134. Informacion que deben contener las etiquetas para la identificacién de los materiales

experimentales.
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Science For A Better Life
BAYER DE MEXICO, S.A. DE C.V.

Miguel de Cervantes Saavedra No. 259, Col. Ampliacién Granada,
11520 México, D.F., Tel. (55) 57 28 30 00

SEMILLA GENETICAMENTE MODIFICADA
SEMILLA DE [Cultivo (Nombre cientifico)] VARIEDAD/ CODIGO:
]

JTss(:rw\og\'a KXXXXXXXXX

Evento
Identificador OCDE: XXXXXXXXXX

Pais de origen: XXXXXXXXX
Contenido neto (kg)
No. de lote:

Fecha de ingreso a bodega:

ADVERTENCIA: ESTA SEMILLA HA SIDO TRATADA CON PLAGUICIDAS,
por lo tanto:

“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 habitacion”

“No se utilice como alimento ni para extraccién de aceite”

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS DE BIOSEGURIDAD
“Esta Semilla Genéticamente Modificada no debe sembrarse, cultivarse o producirse fuera
de las zonas autorizadas para su liberacion”
“Eluso de esta semilla genéticamente modificada implica cumplir las medidas de
bioseguridad dici en el permiso de liberacién al ambiente”
“Esta semilla no esta destinada para consumo”

“En caso de liberacion accidental, reportelo a:
iaap@

libaccidentalogm.dgia ica.gob.mx”
CP. 04100, Tel. +52 (55) 50903000 Ext 51533

Centro de Atencién Telefénica.
018002293772 LADA sin costo.
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BAYER DE MEXICO, S.A. DE C.V.
Miguel de Cervantes Saavedra Mo. 239, Col. Ampliacion Granada,
11520 México, D.F., Tel. (55) 57 28 30 00

SEMILLA CONVENCIONAL
SEMILLA DE [Cultivo (Nombre cientifico)] VARIEDAD/ CODIGO:
Tecnologia: NA

Evento: NA
Identificador OCDE: NA

Pais de origen: XXXXXXXXX
Contenido neto (kg)
No. de lote:

Fecha deingreso a bodega:

ADVERTENCIA: ESTA SEMILLA HA SIDO TRATADA CON PLAGUICIDAS,
por lo tanto:

“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 habitacion”

“No se utilice como alimento ni para extraccion de aceite”

2. Movilizacion de la semilla.

La semilla saldra del almacén sélo cuando Bayer lo autorice y sera transportada via terrestre al
sitio de liberacion, siguiendo las recomendaciones del documento RG-ARC-012 Registro de

transporte de semillas reguladas.
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Una vez que la semilla sea entregada al investigador responsable con quien Bayer tenga un
convenio de colaboracién vigente, se procedera a revisar el inventario de semilla y firmar de
recibido si las cantidades despachadas coinciden con las cantidades entregadas.

En caso de liberacion accidental de material de algoddén genéticamente modificado durante el
transporte, se notificara al correo libaccidentalogm.dgiaap@senasica.gob.mx, dentro de las 24
horas siguientes que se tenga conocimiento de la misma, e informar4 de manera oficial en un
periodo de 3 dias habiles a la Direccion General de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y
Pesquera (DGIAAP) y a la Direccidbn General de Sanidad Vegetal (DGSV) de la situacion, asi
mismo, Bayer de México implementara inmediatamente las siguientes acciones:

o Georreferenciar el sitio de la liberacion accidental y delimitar el area de dispersion.

e Recuperar toda la semilla que sea posible.

Realizar un balance entre la semilla transportada y la semilla recuperada para conocer la
cantidad de semilla no recuperada y documentarlo.

Recabar evidencia fotogréafica del sitio de liberacion y del material liberado.

Establecer un programa de monitoreo de plantas voluntarias en el sitios de liberacién.
Eliminacion de plantas voluntarias de manera manual o mediante el uso de herbicidas.

Entregar un reporte al SENASICA con la documentacion de las actividades realizadas.

b) El disefio experimental que se llevaran a cabo durante la liberacion en etapa
experimental.

Dentro de la evaluacién que se pretende realizar del cultivo de algodén GlyTol® TwinLink™ Plus
(GLTC) siguiendo el objetivo plantado de comparar la equivalencia fenotipica del algodon GLTC
con su contraparte convencional, asi como documentar los beneficios, el impacto y uso seguro de
la tecnologia del cultivo de algodon GlyTol® TwinLink™ Plus en la region agricola de los estados
de Chihuahua, Coahuila y Durango asi como el Sur del estado de Tamaulipas.

El protocolo detallado que se propone para la liberacion en etapa experimental dentro de las zonas
agricolas de los Estados de Chihuahua, Coahuila y Durango asi como el Sur del estado de
Tamaulipas durante el ciclo agricola PV-2016 es considerado Todos estos formqgrtos son
considerados como INFORMACION CONFIDENCIAL.
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