() @ bov on

PIONEER.

A DUPONT BUSINESS

PHI MEXICO SA DE CV
DOW AGROSCIENCES DE MEXICO SA DE CV

INFORMACION NO CONFIDENCIAL

PERMISO PARA EVALUAR EL EVENTO DAS-59122-7 X DAS-01507-1 X
MON-00603-6 EN COAHUILA

Solicitud 106_2010

Para la localidad de San Pedro de las Colonias, en el Estado de
Coahuila

Para la Proteccion Contra Algunos Insectos Lepiddpteros y Tolerancia a herbicidas conteniendo
el ingrediente activo glifosato

Febrero de 2012

PHI México S.A. de C.V. y Dow AgroSciences de México S.A.de C.V. Pagina 1 de 15



PERMISO PARA EVALUAR EL EVENTO DAS-59122-7 X DAS-01507-1 X
MON-00603-6 EN COAHUILA

Reporte Final Febrero 2012
INTRODUCCION

PHI México S.A. de C.V. y Dow AgroSciences de México S.A. de C.V. recibieron de
la Direccion General de Inocuidad Agroalimentaria Acuicola y Pesquera el permiso
B00.04.03.02.01.4859 para sembrar el maiz genéticamente modificado DAS-59122-7 x
DAS-01507-1 x MON-00603-6 en etapa experimental. El permiso establece las
medidas de bioseguridad y condicionantes que deben establecerse durante la liberacion
experimental al ambiente. Durante el desarrollo de la experimentacion se evaluaron, la
Eficacia Biologica, la equivalencia agrondémica y la dispersién de polen de maiz
amarillo en maiz blanco como receptor. Este documento describe los resultados de las
evaluacion realizada en la parcela experimental sembrada el 06 de Julio del 2011 en San
Pedro de las Colonias, Coahuila con el maiz genéticamente modificado DAS-59122-7 x
DAS-01507-1 x MON-00603-6 conforme a los protocolos autorizado por la Direccion
General de Inocuidad Agroalimentaria Acuicola y Pesquera.

Si bien se ha discutido en muchos foros sobre los posibles riesgos del cultivo de maiz
genéticamente modificado en México y se ha solicitado informacidn de sus efectos a la
diversidad bioldgica, a la sanidad vegetal, animal y acuicola, es necesario evaluar,
mediante un analisis imparcial y objetivo los beneficios que podria presentar el cultivo

del maiz genéticamente modificado en nuestro pais.

Por lo anterior, es fundamental proceder a la experimentacion de campo en donde se
evallen los beneficios potenciales de los hibridos de maiz genéticamente modificado

para el medio ambiente, el agricultor y la calidad de la cosecha.

Pioneer Hi-Bred International y y Dow AgroSciences han desarrollado, a través

cruzamiento convencional de los progenitores donadores de los genes con lineas

PHI México S.A. de C.V. y Dow AgroSciences de México S.A.de C.V. Pagina 2 de 15



transformadas, plantas de maiz con el evento DAS 59122-7 x DAS-01507-1 x MON-
00603-6, que expresan las proteinas Cry34Abl y Cry35Abl, CrylFy CP4 EPSPS que
confieren resistencia a algunos insectos Coledpteros, algunos insectos Lepiddpteros y
tolerancia el herbicida Glifosato. Los eventos DAS-01507-1 y MON-00603-6 fueron
evaluados en La Laguna durante el 2010 . En eésta ciclo se evalud el evento DAS-
59122-7 en maiz DAS 59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6, que confiere
resistencia a algunos insectos Coledpteros plaga como son el Gusano de la Raiz de
Oeste (Diabrotica virgifera virgifera), Gusano de la Raiz del Noroeste (Diabrotica
barberi), y el Gusano de la Raiz de Meéxico (Diabrotica virgifera zeae). Para que las
proteinas Cry34Abl y Cry35Abl tengan efecto insecticida deben de ser ingeridas por la
plaga (Essner, R. 2003).

El maiz con el evento DAS-01507-1 expresa la proteina CrylF que proviene de la
bacteria del suelo Bacillus thuringiensis (Bt).Esta proteina tienen funcion insecticida y
confiere a la planta resistencia al ataque de diferentes insectos lepidopteros. La proteina
CrylF contenida en el maiz, debe ser ingerida por el insecto para tener un efecto
insecticida y en su forma cristalina es insoluble en solucion acuosa a pH neutro o acido
(Huber and Luthy, 1981; Bulla et al., 1977); sin embargo, el pH del intestino de los
insectos del orden Lepidoptera es alcalino lo cual favorece la solubilizacion del cristal
proteinico. La proteina solubilizada es subsecuentemente activada por las proteasas del
intestino del insecto, la cual se distribuye a través de la membrana peritrofica al epitelio
del intestino medio y se une a receptores altamente especificos (Wolfersbergeret al.,
1986; Hofmannet al., 1988). El intestino se paraliza como consecuencia de los cambios
en los electrolitos y el pH causando que la larva del insecto pare de alimentarse y
muera. La proteina CrylF es especifica para lepidopteros y es considerada inocua para
mamiferos, pajaros e insectos no-blancos, ya que esta proteina no se solubiliza y no se
disuelven en los intestinos acidos de estos organismos no-blanco que incluyen a los

insectos depredadores y parasitoides (Castillejos, et al., 2000).

La proteina CP4 EPSPS que expresa el maiz MON-00603-6 presenta afinidad reducida
al Glifosato cuando se compara a la enzima nativa del maiz. Las plantas de maiz que

expresan la enzima CP4 EPSPS son tolerantes a aplicaciones del herbicida Glifosato.
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Los objetivos de esta investigacion en la etapa de experimentacion, fueron: a) Evaluar la
Eficacia Bioldgica del evento DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6
respecto a la resistencia contra algunos insectos Coleopteros y bajo las condiciones en
que se desarrollaa el maiz en la region de la Laguna. b) Generar datos e informacién
gue nos permita estimar si la modificacién genética de los eventos DAS-59122-7 X
DAS-01507-1 x MON-00603-6 ha alterado la equivalencia agronémica, en comparacion
con su control no modificado (Isohibrido), y ¢) Determinar la distancia a la cual se dispersa

el polen de maiz amarillo en un lote de maiz blanco.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién y Caracteristica de la Parcela

El presente experimento se llevo a cabo_en el Municipio de San

Pedro de las Colonias, en el Estado de Coahuila.

El lote seleccionado para el experimento se encontraba aislado a una distancia de al
menos 600 m de otros lotes en los que se sembraba el mismo cultivo para evitar
cualquier tipo de contaminacion en ambos sentidos. El area experimental que ocup6 un
total de 2,328.1 m? dentro de la parcela de liberacién que fue rodeada con la siembra
simultanea de 4 surcos de bordo y delimitada por una cerca de 4 hilos que se mantuvo
bajo vigilancia durante las 24 horas del dia, hasta la conclusion de las evaluaciones. La
superficie total sembrada con maiz DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6 fue
de 192 m*,

El manejo agrondémico del cultivo durante el desarrollo del experimento se hizo en base

a las practicas agrondémicas de la region lagunera del estado de Coahuila.

Material Genético. Para el desarrollo de la presente investigacion se utilizo el hibrido
de maiz genéticamente modificado DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6, su
isohibrido, y un hibrido de referencia de uso en la regién que se utilizo en bordos y para

separarlo de tratamientos y repeticiones.

Disefio Experimental
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El disefio experimental utilizado fue de parcelas divididas en bloques al azar con 4
repeticiones para cada tratamiento.

Tratamientos

Eficacia Bioldgica

La parcela grande consistié de 2 tratamientos; infestacion natural y control insecticida
(Figura 1). La parcela chica consistio de tres hibridos sembrados uno al lado del otro, en

catorce surcos:

— 6 surcos de maiz DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6
— 6 surcos de maiz isohibrido, y
— 2 surcos de hibrido de referencia.

La parcela util estuvo conformada por los dos surcos centrales de cada material
evaluado excepto el de referencia que solo se uso como bordo entre las parcelas. Los
surcos de cada parcela chica tenian una longitud de 5 m de largo y a una distancia entre
surco de 0.8 m. La superficie de la parcela chica fue de 56 m? y la del experimento
2,328.1 m?, incluyendo calles y bordos (cuatro surcos); cada surco fue ajustado a 30
plantas para evitar diferencias en tratamientos y repeticiones. Los tratamientos

evaluados en el presente experimento se describen a continuacion:

Parcelas grandes:

1. Control insecticida al suelo.

2. Infestacion natural (sin insecticida)

Parcelas chicas (apareadas)
1. DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6

2. Hibrido convencional (isohibrido).

3. Hibrido de referencia (no se utiliz6 para el analisis estadistico)

Las parcelas del maiz DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6 y del hibrido de
referencia se sembraron adyacentes a las de otros dos hibridos, tal y como se ilustra en

la Figura 1.
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Figura 1. Disefio experimental para evaluar la efiacia bioldgica y equivalencia agrondmica del
evento DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6. HREF= hibrido de referencia, 1SO
DASXDASXMON-= Isohibrido de maiz DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6 vy,
DASXDASXMON= maiz GM DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6.

Variables Evaluadas
Eficacia Bioldgica
Dafio por Diabrotica (Diabrotica virgifera zeae)

En la etapa reproductiva R2, se evaluaron 5 plantas de los surcos centrales del
material genéticamente modificado DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-
00603-6, y 5 plantas del isohibrido en cada una de las parcelas. El dafio se midio
usando la escala de la Universidad de lowa, donde el valor 0 indica sin dafio y 3
indica tres 0 mas nudos consumidos, asi mismo el dafio de menos de un nudo se
cuantifico conforme al porcentaje del nudo consumido como se describe en el
Tabla 1.
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Tabla 1. Sistema de clasificacion usado por Pioneer Hi-Bred Internation Inc.
(Desarrollada por la Universidad de lowa) para la evaluacion del dafio causado
por diabrotica.

Valor * Descripcion

0.00 Sin dafio (la menor puntuacion que se puede dar)

1.00 Un nudo (circulo de las raices), o el equivalente a un nudo completo, 1.5 pulgadas 0 menos consumido a partir del
tallo (linea del suelo en el séptimo nudo.

2.00 Dos nudos consumidos

3.00 Tres o mas nudos consumidos (la mayor puntuacién que se puede dar)

*Los valores intermedios se asignaron conforme al porcentaje de nudo consumido:
% (0.75), %2 (0.50), ¥4 (0.25)

(0.10) aproximadamente una raiz (o el equivalente) consumido.

(0.05) aproximadamente ¥ raiz (o el equivalente) consumido.

Equivalencia Agronomica

La equivalencia agrondmica se evaluo en la parcela con control de insecticida.

1. Vigor de Plantula (VP). Cuando el maiz alcanzo en promedio la etapa de

4.

desarrollo V1-V2, se determiné el valor del vigor de las plantulas. Una
escala del 1-9 fue utilizada en la que, 1 es el valor mas bajo y 9 el valor
mas alto. Estos datos se determinaron antes del raleo manual y/o la

primera labor de cultivo.

Emergencia (EM). Cuando el maiz alcanz6 la etapa de desarrollo
promedio de V2-V4, se determind la cantidad de plantulas emergidas por
parcela. Este nimero se determind antes del raleo y la primera labor de

cultivo.

Dias a Floracion Masculina y Femenina (DFM/DFF). Se determind la
fecha en que el 50% de las plantas de la parcela presentaron estigmas de
2 cm de largo y la fecha en que el 50% de las espigas de las plantas se

encontraban liberando polen.

Staygreen (SG). El staygreen se determind cuando el 50% de las plantas
alcanzaron la etapa de desarrollo R6 (madurez fisiologica). Una escala
del 1-9 se utilizo, en donde, 1 es el valor mas bajo y 9 es el valor mas

alto.
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5. Altura de Mazorca (AM). La altura de mazorca se determind desde la
superficie del suelo a la base del nudo donde se encuentra unida la
mazorca. Se cuantifico cuando el 50% de las plantas alcanzaron la etapa
de desarrollo R2, cuantificando la altura de la mazorca en 5 plantas

representativas de cada parcela.

6. Altura de Planta (AP). La altura de las plantas se determiné desde la
superficie del surco hasta la ligula de la hoja bandera. Se cuantifico
cuando el 50% de las plantas alcanzaron la etapa de desarrollo R2,

cuantificando la altura de 5 plantas representativas de cada parcela.

7. Mazorcas Caidas (MC). Previo a la cosecha se cuantificd el niUmero de
mazorcas caidas por parcela. Las mazorcas caidas fueron aquellas que se

encontraron en el suelo completamente desprendidas de la planta.

8. Acame de Tallo (AT). Previo a la cosecha se cuantificé el nimero de
plantas por parcela quebradas por debajo de la mazorca. Los tallos
quebrados por arriba de la mazorca principal no se incluyeron dentro de

estos datos.

9. Acame de Raiz (AR). Un dia antes de la cosecha, se cuantificé el nUmero
de plantas con acame de raiz por parcela (excluyendo tallos quebrados).
Se consideraron plantas con acame de raiz aquellas que presentaban una

inclinacién mayor de 30° respecto de la vertical

10. Conteo final de Plantas (CF). Previo a la cosecha se determiné el nimero

de plantas por parcela, incluyendo las plantas con acame de raiz o tallo.

11. Peso de la parcela (PP). La cosecha termind el 01 de _Diciembre del
2011; la actividad se realizo de forma manual. Las mazorcas de cada
material y parcela se contaron y desgranaron en una desgranadora marca
Azteca Modelo 1.5 con un motor de 5.5 hp, el grano fue pesado en una
balanza granataria Modelo ECO-B-30.

12. Humedad del grano (HM). la humedad del grano por parcela y material,

se determind con un medidor marca John Deere SW 08120.
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13. Pudricion del Tallo (PT). El dia de la cosecha se evaluaron 10 plantas de
los surcos laterales de maiz GM y 5 de su isohibrido en cada una de las
parcelas. El tallo de cada planta se cortd longitudinalmente y se
determind si existia pudricion del tallo y la severidad de la misma,
utilizando una escala de 1 a 9 en donde 1-2 dafio severo, 3-5 dafio

moderado, de 6-8 ligero y 9 sin sintoma.

14. Pudricion de mazorca y granos (PM). Al momento de la cosecha se
determind el grado de pudricion de la mazorca, utilizando una escala 1-
9, en donde 9 significa ningun sintoma, 6-8, sintomas ligeros; 3-5

moderado y 1-2, severo.

15. Escala de llenado de mazorca (LLM). Este parametro se llevé a cabo
previo a la cosecha, de la uniformidad de la mazorca en el llenado de
grano y se realiz6 en 5 mazorcas de cada surco, utilizando una escala de

1 a5 donde 1 es muy deficiente y 5 es 6ptimo.

16. Numero de mazorcas cosechadas (NM). La cosecha se llevo a cabo en los
dos surcos centrales y de forma manual, posteriormente se contabilizo el
numero de mazorcas de cada material y se colocaron etiquetado.

17. Rendimiento (R). Se evalu0 el porcentaje de humedad del grano y el peso
del grano como se describe en el numeral 11 y 12. EI rendimiento por
parcela se calculo por medio de la siguiente férmula: Rendimiento
(ton/ha) = [((100-%Hum)/86) x Peso de Campo]/L x W x N x 0.1; donde:

Rendimiento = Rendimiento de grano Total ajustado a ton/ha al 14% de
humedad

(%) Hum = Porcentaje de humedad en la muestra de grano

Peso de Campo = Rendimiento de grano Total (kg por parcela)

L = Longitud de la parcela en metros

W = Distancia entre surcos en metros

N = NUmero de surcos por parcela.

Cosecha

La cosecha se termino el dia 12 de Diciembre del 2011, la actividad se realizo de forma
manual. Las mazorcas de cada material y parcela se contaron y desgranaron en una
desgranadora marca Azteca Modelo 1.5 con un motor de 5.5 hp, el grano fue pesado en
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una balanza granataria Modelo ECO-B-30, la humedad del grano por parcela y material,
se determind con un medidor marca John Deer SW 08120.

Posterior a la cosecha todo el grano y residuos vegetales fueron destruidos con un

molino y todo el material resultante fue incorporado al suelo por medio de una rastra.
Postcosecha.

Durante 30 dias posteriores a la finalizacion del experimento, el lote fue inspeccionado

para la deteccion de plantas voluntarias las cuales fueron destruidas mecanicamente.

Anadlisis estadistico.

Se realizd un analisis estadistico con el paquete SAS (2004) para un disefio
experimental de parcelas divididas con parcela chica apareadas, las medias de los

tratamientos se compararon con una prueba de Tukey al (P> 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Eficacia Bioldgica

Dafio por Diabrotica (Diabrotica virgifera zea)

No se detectaron diferencias significativas entre el maiz con la tecnologia DAS-59122-7
x DAS-01507-1 x MON-00603-6 y su isohibrido en ambos tratamientos, donde el nivel
de dafio por Diabrotica varid entre 0.34 y 1.0 en la escala de lowa (Figura 2). Entre los
tratamientos con control de insecticida e infestacion natural, hubo diferencias
significativas como resultado de la disminucion en la poblacion de Diabrotica por efecto

del insecticida en el tratamiento correspondiente.
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DANO POR GUSANO DE LA RAIZ Diabrotica virginiferazea ENLA ESCALA DE IOWA EN MAIZ CONEL
EVENTO DAS-59122-7xDAS-1507-1xXMON00603-6

ESCALA DE IOWA

ISOHIBRIDO A DxDxM A ISOHIBRIDO A DxDxM A

INFESTACION NATURAL CONTROL INSECTICIDA
B A

Figura 2. Evaluacion del dafio causado por Diabrotica en maiz con el evento DAS-
59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6 y su isohibrido en San Pedro de las Colonias,
Coahuila. Primavera-Verano 2011. Tratamientos seguidos por la misma letra en el eje
hoizontal, no difieren estadisticamente (Tukey 0.05).

Equivalencia Agrondmica

Se tomaron en consideracion 16 caracteristicas fenotipicas y fisiologicas del cultivo
para estimar si la modificacion genetica del evento DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x
MON-00603-6 afectd significativamente la equivalencia agronémica en comparacion

con su isohibrido.

El maiz con el evento DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6 se comporto de
manera equivalente a su Isohibrido en 13 de las 16 caracteristicas evaluadas, tal y como
lo refleja la ausencia de diferencias significativas en las medias de cada uno de los
parametros (Tabla 5). La disminucion en el Vigor de Planta (VP) en el maiz isohibrido
en comparacion con el maiz GM DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6,
puede atribuirse a la calidad del lote de semilla empleada, razon por la cual el protocolo
establece que debe hacerse un aclareo a 30 plantas por surco para evitar que esto afecte
la evaluacion de otras caracteristicas. La diferencia significativa en los parametros
Altura de Mazorca (AM) y Altura de Planta (AP) en el isohibrido, que midi6 3 y 10
centimetros menos en comparacion con el maiz GM DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x
MON-00603-6, respectivamente; pudieran estar relacionados directamente con la

disminucion en el Vigor de Planta que presento el isohibrido.
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Tabla 2. Equivalencia agrondmica entre el maiz con el evento DAS-59122-7 x DAS-
01507-1 x MON-00603-6 y su isohibrido en San Pedro de las Colonias, Coahuila.

San Pedro de las Colonias
DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x

Parametro Isohibrido MON-00603-6 Tukey
VP 8.7 9 *
EM 46.2 50.1 NS
DFM 54 54 NS
DFF 54 54 NS
SG 8 8 NS
AM' 0.91 0.94 *
AP 1.7 1.8 *
MC 0 0 NS
AT 3.2 2 *
AR 0 0 NS
CF 28.6 29.5 NS
HG 15.0 15 NS
PM 8.4 8.4 NS
PG 8.1 9.0 NS
NM 52.7 53.5 NS
PT 8.7 8.3 NS
LL_M - - -

VP.- Vigor de planta; EM.- Emergencia; DFM.- Dias a floracién masculina; DFF.- Dias a floracion femenina; SG.-
Staygreen; AM.- Altura de mazorca; AP.- Altura de planta; MC.- Mazorcas caidas; AT.- Acame de tallo; AR.-
Acame de raiz; CF.-Conteo final; HG.- Humedad del grano; PM.-Pudricién de la mazorca; PG.- Peso de grano;
NM.- NUmero de mazorcas cosechadas; PT.-Pudricion del tallo

N/S Diferencias no significativas
*Diferencias significativas

Rendimiento

Se observaron diferencias significativas en rendimiento ajustado al 14% de humedad
entre el maiz GM DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6 y su isohibrido en el
tratamiento con infestacion natural (Figura 3). Para el tratamiento con control de
insecticida a pesar de no haber diferencias significativas, el maiz GM DAS-59122-7 x
DAS-01507-1 x MON-00603-6 obtuvo mayor rendimiento en comparacion con su
isohibrido (Figura 3). Estas diferencias pudieran relacionarse al efecto de la proteccion
que confirieron los eventos DAS-59122-7 y DAS-01507-1 contra larvas de Diabrotica y
de algunos insectos lepidopteros como Spodoptera frugiperda (Gusano Cogollero),

! Metro
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respectivamente. La aplicacion de insecticida no afectd significativamente el
rendimiento (Figura 3).

Rendimiento en Maiz con el Evento DAS-59122-7xDAS-1507-1xMON00603-6
11.8
12 -+ 10.26 10.94
91
10 A
8 -
(]
<
= 61
o
|_
4 A
2 -
0
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Figura 3. Rendimiento (ton/ha) en maiz GM DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-
00603-6 y su isohibrido en la localidad de San Pedro de las Colonias, Coahuila, ciclo
Primavera-Verano 2011. Tratamientos seguidos por la misma letra en el eje hoizontal,
no difieren estadisticamente (Tukey 0.05).

CONCLUSIONES
Eficacia Bioldgica

La Diabrética (Diabrotica virgifera zea) presentd una densidad de poblacién
muy baja, por lo que no fue posible evaluar estadisticamente la eficacia
biologica del evento DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON-00603-6 sobre la

plaga,

Equivalencia AgrondmicaEl maiz genéticamente modificado con el evento
DAS-59122-7 x DAS-01507-1 x MON -00810-6 x MON-00603-6fue
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agrondmicamente equivalente a su isohibrido en la localidad de San Pedro de las
Colonias en la Region de La Laguna.
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