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2. Nombre, denominacion o razén social de quien pro  mueve
Bayer de México S.A. de C.V.
Division CropScience - BioScience
Miguel de Cervantes Saavedra No. 259
Col. Ampliacién Granada,
11520, México, D.F.
Tel. 5728 3000

3. Nombre del responsable del seguimiento a las pru  ebas de campo
Ing. Bitia Osorio Trejo
Tel. 5728 3000 Ext 2786
Tel cel: 04455 4192-2296
E-Mail: bitia.osorio @bayer.com

Dr. Luis Arciga Reyes
Tel. 5728 3000 Ext 2726
Tel cel: 04455 1295-4096

E-Mail: luis.arciga@bayer.com

Otras personas involucradas en las pruebas de camp 0 y que tengan
capacidad de decision sobre éstas

Ing. Abraham Sandoval Rodriguez
Tel. 5728 3000 Ext 2744
Tel cel: 04455 3232-5700

E-Mail: abraham.sandoval@bayer.com
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Personas que desarrollaron el producto y que pueden ampliar la informacién
 Jonathan Holloway Ph.D
Field Trait Development Manager
Tel.: +1 806 765 8844
Cell phone: + 1 806 252 2209
E-Mail: jonathan.holloway@bayer.com

e Linda Trolinder Ph.D

Cotton Development Manager
Tel.: +1 806 7658844

Mobile: +1 817 9135692

E-Mail: linda.trolinder@bayer.com

Curriculum Vitae de los involucrados en la liberacion del OGM

IBQ. Bitia Osorio Trejo — Asuntos Regulatorios y Cu  mplimiento para BioScience

A partir de 2004 he trabajado en Asuntos Regulatorios de Agroquimicos en México; los
primeros tres afios en la COFEPRIS como responsable en la evaluacién y otorgamiento
de registros de plaguicidas y los ultimos cuatro en la Industria, desempefando
funciones de Especialista en Asuntos Regulatorios para la obtencion de registros,
permisos de importacion, dictamenes técnicos de efectividad biologica y diversas
autorizaciones para agroquimicos, en apego al marco regulatorio vigente.

Formacién Académica

 Diplomado en Sistemas Integrados de Gestion bajo el contexto de la
Responsabilidad Social Empresarial: Universidad Tecnoldgica de Wismar,
Alemania. 2006

* Ingeniero Bioquimico: Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas. Instituto
Politécnico Nacional, México. 2002
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Experiencia Profesional

» Asuntos Regulatorios para Crop Protection: Bayer de México S.A. de C.V. Junio
2007 a la fecha

» Gerente de Registro de Plaguicidas: Comision Federal para la Proteccion contra
Riesgos Sanitarios- SSA, Enero 2005 - Mayo 2006

 Evaluador Quimico de Registro de Plaguicidas: Comision Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios- SSA, Enero - Diciembre 2004

Dr. Luis Arciga Reyes —Asuntos Regulatorios para Bi  oScience

En los ultimos nueve afios he trabajado en el campo de la Biotecnologia Agricola, tanto
en la investigacion como en la industria. Soy responsable del registro de cultivos
biotecnoldgicos de Bayer de México, asi como del seguimiento a las liberaciones de
OGMs al ambiente mediante lineamientos de gestién responsable y con respeto a las
regulaciones existentes en el pais.

Formacién Académica

. Ph D en Biologia Molecular de las Plantas: The University of Nottingham, UK.
2003

. M.C. en Fruticultura: Colegio de Postgraduados, México. 1998

. Ing. Agron. Parasitélogo: Universidad Autonoma Chapingo, México. 1992

Experiencia Profesional

. Asuntos Regulatorios para BioScience: Bayer de México S.A. de C.V. Enero
2008 a la fecha

. Consultor en Asuntos Regulatorios. Bayer de México S.A. de C.V. Agosto 2007
- Diciembre 2007

. Research Fellow: The University of Leeds, UK. Septiembre 2003 — Octubre
2007

Publicaciones

Lin, Z., Arciga-Reyes , L., Zhong, S., Alexander, L., Hackett, R., Wilson, 1., and
Grierson, D. 2008. LeTPR1, a tetratricopeptide repeat protein from tomato, interacts
with the ethylene receptors NR and LeETR1 and modulates hormone signalling and
development. Journal of Experimental Botany (2008) 15, 4271-4287.

Arciga-Reyes , L, Wooton, L, Kieffer, M., and Davies B. 2006. UPF1 is required for
nonsense-mediated mRNA decay (NMD) and RNAI in Arabidopsis. The Plant Journal
(2006) 47, 480-489.
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Arciga, L., Alexander, Wilson, I., and Grierson, D. 2003. Identification of a TPR protein
interacting with the NR ethylene receptor in tomato. Biology and Biotechnology of the
Plant Hormone Ethylene 1ll. Edited by M. Vendrell, et al. I0S press. 52-53

Ing. Abraham Sandoval Rodriguez — Desarrollo de pro  ductos para BioScience

Formacion Académica
2002 — 2006 Universidad Auténoma Chapingo *Ingeniero Agronomo Especialista En
Parasitologia Agricola.

Experiencia Profesional

2010 — Actual .:: Bayer de México en la Division de BioScience

Asesor Técnico de Servicios

» Coordinacion en campo de los ensayos de algodén establecidos para su
desarrollo.

» Encargado del Sistema de Informacién Geografica de las liberaciones de Algodén
Genéticamente Modificado al ambiente.

* Promocion y mercadeo de productos.

2009 .:: Direccién de Organismos Genéticamente Modificados del Servicio Nacional de
Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA)

» Encargado del Departamento de Regulacion de Organismos Genéticamente
Modificados

» Coordinacion del proceso de Regulacion y analisis de solicitudes de OGM, asi

como la emision de permisos de liberacion al ambiente y su seguimiento.

* Elaboracion y seguimiento de la consulta publica de OGM en el Micrositio del
SENASICA y coordinacion del desarrollo de sistemas de informacion aplicables a

la regulaciéon de OGM.

2008 .:: Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria del Servicio Nacional de Sanidad
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA)

Enlace de Epidemiologia Cuarentenaria

* Busqueda de informacion técnico cientifica disponible en el pais y en las bases de
datos internaciones para establecer y sustentar criterios de control y erradicacion

de plagas.

* Desarrollo e implementacion de sistemas de Bases de Datos basadas para validar
meétodos estadisticos y modelos epidemiologicos.

* Desarrollo de estrategias de manejo integrado de plagas.

» Capacitacion del personal técnico en los estados para la toma de datos en campo.



_
7B\
IBAYEF

|.  CARACTERIZACION DEL OGM

(Referirse al paquete regulatorio del evento genéti co combinado Bollgard
[I®/Solucion Faena Flex® (MON 15985 x MON 88913) en algodon propiedad de la

Compaiiia Monsanto, se anexa carta).

l.a Identificador Unico del evento de transformacio n, de organismos

internacionales de los que México sea parte, cuando exista;

El evento de transformacion BOLLGARD 11°/SOLUCION FAENA FLEX® , identificador
OECD numero MON-15985-7 x MON-88913-8, denominado por simplicidad en lo
sucesivo BG2F. El algodén BG2F porta los genes cp4 epsps (dos copias), CrylAc y
Cry2Ab, los cuales le confieren resistencia a insectos lepidopteros y tolerancia a la

aplicacion del herbicida Glifosato.

l.b Especies relacionadas con el OGM vy distribucién de éstas en México;

Se llevé a cabo una revision sobre la distribucion del algodén en México, la cual se
complementé mediante la investigacion del material conservado en el “Herbario
Nacional, MEXU” del Instituto de Biologia de la UNAM. Esto permitié que la informacién
sobre la distribucion de las especies del género Gossypium pudiera ampliarse
notablemente. Lo anterior puede observarse en el cuadro y figura que se presentan a

continuacion:.
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Cuadrol. Distribucion de especies de  Gossypium en México (ver mapa en el anexo)

Especie Ubicacién

Estado: Localidades y/o Municipios

G. aridum Oaxaca: Tehuantepec, Guiengola, SE de la Ventosa hacia

Niltepec, Sante Maria Huatulco y Juchitan.
Guerrero : Acapulco, SE de San Luis, San Pedro y La union.
Michoacan : Villa Victoria, Huacana, Arteaga y cerca de la
presa El Infiernillo.
Colima: Ixtlahuacan y Tecoman.
Jalisco: Chamela, Autlan, Hostotipaquillo, Tomatlan, La
Huerta y Barra de Navidad.
Nayarit: Nayar, Jesus Maria, ribera del Rio Santiago, Tepic,
Pochichitlan y Agua Milpa.
Sinaloa: Mocorito, EI Caimanero, Rancho Viejo, Cofradia y
Culiacan.
Veracruz: Actopan.
Puebla: Tecomatlan, Jolalpan, San Pedro de las Palmas,
Tecuautitlan San Martin.

G. armourianum  Baja California: Golfo de California e Isla San Marcos.

G. davidsonii Baja California: Arroyo Salado, ribera del Rio La Purisima,

Sierra de la Giganta, Los Cabos, Santa Anita y La Paz.
Sonora: Guaymas.

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

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

Loreto, La Paz, Isla Coronado, Isla del Carmen y Agua

Grande.
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G. hirsutum Baja California: La Paz e Isla Socorro.

Campeche: Xpuijil, Champotoén, Palizada, Constitucion y
Campeche.
Chiapas: Acala, San Nicolas, Palenque y Ocosingo.
Guerrero: Acapulco y Rio Barbulillas, Zihuatanejo.
Jalisco: San Martin de Bolafios, San Martin Hidalgo, La
Huerta, Autlan y Malaque.
Michoacan: Tzitzio, Lazaro Cardenas y Plan de Guadalupe.
Morelos: La Mezquitera y Xochitepec.
Nayarit: Tepic.
Oaxaca: Yautepec, Juchitan, San Mateo del Mar, Pochutla,
Tehuantepec y Mitla.
Puebla: Las Adelfas, Acatlan y San José Miahuatlan.
Querétaro: Cadereyta y 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.

G. lanceolatum Baja California: Isla Socorro.
Guerrero: Acapulco, José Azueta, Coyuca de Benitez, Coyuca
de Catalan y Zihuatanejo.
Colima: El Huerto e Isla Socorro.
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G. laxum Guerrero: Chilpancingo, Zumpango del Rio y al oeste de
Milpillas.
G. lobatum Colima: Coquimatlan.

Guerrero: Acapulco.

G. thurberi Chihuahua: Maderay El Lago

Sonora: Rio Bavispe y Hasabas, Horconcitos, Benjamin Hill,

Magdalena, Yecora e Himuris.

G. trilobum Jalisco: Oblatos al norte de Guadalajara.

México: Polotitlan y Valle de Bravo.

Michoacéan: Benito Juarez.

Morelos: Yautepec y Cuernavaca.

Oaxaca: Chiquihuitlan de Benito Juarez.

G. turneri Sonora: Guaymas y Bahi

G. barbadense Baja California: La Paz.

a San Pedro al sur de Hermosillo

Guerrero: Chilapa, Malinaltepec e Ixcareopan.

México: Acatitlan, Temascaltepec.

Puebla: Yancuictlalpan, C

uetzalan.

Sinaloa: Culiacan, San Ignacio, Ajoya.

Tabasco: Paraiso.

Veracruz: San Lorenzo, Coatepec y Catemaco.

Yucatan: Telchac, Puerto.

Fuente: Fryxell (1979) y Coleccién del Herbario Nac
de la UNAM.

ional “MEXU” (1998), del Instituto de Biologia
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figura 1. Mapa de distribucion generado por la consulta a Fryxell (1979) y Coleccién del Herbario Nacional
MEXU” (1998), del Instituto de Biologia de la UNAM.

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

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

se obtuvo la informacién de una serie de colectas que se describen ampliamente en
este mismo punto, y que fueron realizadas para el género Gossypium en todo el pais.
Ademas se generd un mapa de distribucion de dichas colectas que muestra y corrobora
la informacion anterior (Fryxell, 1979 y MEXU, 1998), que indica que no existe una
distribucion de especies relacionadas con el algoddon cultivado en las regiones
algodoneras del estado de Chihuahua, y mucho menos aun en las &reas dedicadas al
cultivo del algodonero donde se encuentran incluidas las areas donde se pretende
sembrar el algodon BG2F resistente al ataque de insectos lepiddpteros y tolerante al

herbicida glifosato.

-10 -
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De acuerdo con la comision Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP) cerca
del poligono donde se pretende hacer la liberacion al ambiente del algodon B2SF se
encuentran las siguientes areas naturales protegidas. Enseguida se listan dichas ANPs

y ademés se menciona el nombre de los Municipios donde se localizan:

» Area de proteccion de flora y fauna Laguna Madre y Delta del Rio Bravo
Municipio de Matamoros
Municipio de San Fernando
Municipio de Soto La Marina
e Santuario Playa de Rancho Nuevo
Municipio de Aldama
Municipio de Soto La Marina
* Reserva de la Biosfera Sierra del Abra Tanchipa
Municipio de Ciudad Valles
Municipio de Tamuin

Municipio de Antiguo Morelos

Existe, sin embargo, el compromiso de Bayer de México S.A. de C.V. de no liberar el
algoddon B2SF a una distancia menor a un kilbmetro de cualquier ANP o cuerpo de

agua.

Ademas, Niles y Feaster (1984), en Kohel y Lewis, (1984) mencionan que el polen del
algodon es pesado y el transporte del mismo por el viento practicamente es nulo; por lo
tanto, la transferencia del polen solo puede darse por medio de los insectos y en este
sentido, se ha encontrado que muy poco polen es transferido ya a los 12 metros de la
fuente (Kareiva et al., 1994); distancia mucho muy inferior a la que se encuentras las
Areas Naturales Protegidas ya mencionadas, en la que ademas no se reportan

especies sexualmente compatibles con G. hirsutum.

-11 -
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:igura 2. Mapa de distribucién generado por la consulta al REMIB en la pagina de la CONABIO (2006)

l.c Especificacion de la existencia de especies sex  ualmente compatibles

No existen especies sexualmente compatibles con el algodon en el area de liberacion

propuesta.

l.d Descripcion de los habitats donde el OGM puede persistir o proliferar en

el ambiente de liberacion

El algodon BG2F es como cualquier otro algodon, y requiere de la intervencion del
hombre para poder persistir. Las semillas de Gossypium hirsutum normalmente

requieren de alguna forma de tratamiento para asegurar una adecuada germinacion: un

-12 -
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tratamiento de calor y acido sulfdrico para eliminar la borra de la cubierta de la semilla.
Las semillas que podrian escapar del cultivo durante el transporte de la cosecha no
produciran poblaciones persistentes debido a que requieren pre-tratamientos para
poder germinar. La necesidad de humedad suficiente también evita que la semilla
pudiera escapar. AUn en areas con alta precipitacion, semillas que escapan no han

podido establecerse debido a su baja capacidad de colonizacion.

El nuevo rasgo, la resistencia al ataque de insectos lepidopteros y la tolerancia al
herbicida glifosato, es la Unica diferencia con respecto al algodon convencional; por
tanto la planta de algodonero BG2F podria persistir en el mismo habitat que su
contraparte convencional. Como ya se ha mencionado, la lluvia, la latitud, y la elevacion
son tres factores dominantes que influencian el clima durante el desarrollo de este

cultivo.

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

-13 -
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l.e Descripcion taxondémica del organismo receptor y donador de la

construccion genética;
Organismo receptor

Nombre cientifico: Gossypium hirsutum L.

Familia: Malvaceae

Género: Gossypium

Especie: hirsutum (2n=52, Upland cotton)

Cultivar: Varias variedades y lineas de mejoramiento
Nombre comun: Algodon

Organismo donador

El algodon BG2F es producto del cruzamiento convencional de los eventos Bollgard I
(BG2) con resistencia al ataque de insectos lepidopteros y Solucion Faena Flex (F). A
continuacion se describen los organismos donadores de los genes principales que se

integraron en cada evento de transformacion.
— Para el evento BG2

Los genes CrylAc y Cry2Ab fueron aislados de la bacteria Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki. Bacillus thuringiensis es una bacteria gram-positivo que habita
de manera natural en el suelo y ha sido utilizada comercialmente durante casi 40
afos para el control de insectos. Produce una proteina (endotoxina) que actua
especificamente sobre las larvas de insectos lepidépteros al destruir su sistema

digestivo.

Bacillus thuringiensis

Especie: Bacillus thuringiensis
Género: Bacillus

Familia: Bacillaceae

Orden: Bacillales

Clase: Bacilli

Nombre comun: Bt

-14 -
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— Para el evento F

El gen cp4 epsps fue aislado de la bacteria Agrobacterium tumefaciens raza
CP4. A. tumefaciens es una bacteria comun del suelo que causa la enfermedad
de agallas de la corona en plantas susceptibles. No ha habido reportes de

efectos adversos en el hombre y los animales.

Agrobacterium tumefaciens

Especie: Agrobacterium tumefaciens
Género: Agrobacterium

Familia: Rhizobiaceae

Orden: Rhizobiales

Clase: Alpha Proteobacteria

Nombre comun: Agrobacterium

|f Pais y localidad donde el OGM fue colectado, de  sarrollado o producido;

El algodon BG2F fue producido por Monsanto Company en St. Louis Missouri, USA.

Bayer CropScience USA ha incorporado la tecnologia BG2F a sus variedades.

l.g Referencia documental sobre origen y diversific acion del organismo
receptor,;

Las especies silvestres y cultivadas del género Gossypium pertenecen a la familia
Malvaceae. Este género contiene 50 especies con un nimero cromosoémico 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

-15 -
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especies del Nuevo Mundo. Los cromosomas en el genoma D son mas pequefios que

los cromosomas de los otros genomas.

Ademas de las 45 especies diploides, existen cinco especies alotetraploides
(2n=4x=52) originarias del Nuevo Mundo, de las cuales cuatro son originarias del
continente Americano y una de Hawaii. Las especies alotetraploides contienen la
combinacién 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:

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

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

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

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

y 26 cromosomas largos.

G. hirsutum es la principal especie de algodon cultivado y representa aproximadamente

el 90% de la produccién mundial de fibra y aceite de algodon.

-16 -



7B\
IBAYER

Especies silvestres y distribucion:

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

género Gossypium:

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

1. Seccion |l. Sturtiana: G. australe, G. sturtii, G. robinsonii

2. Seccion Il. Erioxyla: G. aridum, G. armourianum, G. lobatum, G.
harkenessii

3. Seccion Il Klotzchiana: G. klotzchianum, G. Klotzchianum var

davidsonii, G. raimondii

4. Seccion IV, Thurberana: G. thurberi, G. gossypioides

5. Seccion V. Anomala: G. triphyllum, G. anomalum

6. Seccion VI. Stoksiana: G. stocksii, G. longicalyx, G. somalense, G.

incanum, G. areisiasum.

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

7. Seccion VIl. Herbacea. Estas especies poseen flores con bracteas enteras,
marcadamente dentadas. Los dientes son, en ocasiones, tres veces mas largos
gue anchos; los filamentos de las anteras cortos, tienen aproximadamente la

misma longitud.

Las bracteas que cierran cefiidamente la flor son mas largas que anchas,
enteras o con tres o cuatro grandes dientes cerca de la parte superior; capsulas
delgadas y alargadas: G. arboreum subdividida en seis razas: burmanicum,

cernuum, bengalense, sinense, indicum, sudanense.

-17 -
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Después de la flor, las bracteas, que se abren ampliamente, son mas anchas
gue largas, el borde superior se parte en seis u ocho dientes. Las capsulas son
redondas o con unos salientes prominentes: G. herbaceum subdividida en cinco

razas: persicum, kuljianum, africanum, acerifolium, wightianum.

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

originarios del Nuevo Mundo y una especie silvestre que se localiza en Hawaii.

1. Columna estaminal corta, la superficie de la cap  sula es lisa.

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

Siete razas: Mariegalante, punctatum, palmeri, yucatanense, morrilli,
richmondi, latifolium.

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

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

* Raza latifolium. Los pequefios arbustos, anuales o bianuales, tienen
poca 0 ninguna rama vegetativa. Constituyen el origen de las plantas de

algodon “americano” actualmente cultivadas.

2. Columna estaminal larga

a) Capsulas grandes (de 3 a 5 cm. o0 mas). La superficie capsular esta
marcadamente pustulada, finamente algunas veces, con glandulas de
aceite en las pustulas. Las semillas tienen una copiosa e igualada capa de

fibras.
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— Capsulas con mas de 6 cm., ensanchadas por la base: G. barbadense.
— Capsulas con méas de 6 cm. mas anchas de en medio y estrechas en la

base. Semillas soldadas (arrinonadas): G. barbadense var. brasiliense.

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

(Islas Galapagos).

d) Algoddn silvestre, con n=26.

Seccion VIII. Hirsuta (continuacion):  G. tomentosum (Islas Hawaii).

G. hirsutum, ha despertado gran interés en todo el mundo, teniéndose dentro de
las variedades corrientes, una clasificacion en 16 tipos: Deltapine, Fox,
Stoneville (seleccion de Stoneville Pedegreed Seed Company), Coker 100,
Acala, Empire, FiberMax (seleccion de Bayer Bioscience Cotton Seed
International), Rowden, Mebane Triumph, Western Mebane, Lankart, Paymaster,

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

I.h Secuencia génica detallada del evento de tran sformacion, incluyendo
tamafio del fragmento insertado, sitio de insercion de la construccién genética,
incluyendo las secuencias de los oligonucleétidos q ue permitan la

amplificacion del sitio de insercion;

El algodén BG2F fue desarrollado utilizando métodos de cruzamiento convencional a
partir de variedades de algodén Bollgard®ll (MON 15985-7) y Solucién Faena Flex®
(MON-88913-8) de manera independiente, por lo tanto, le fueron transferidos los

siguientes genes y elementos reguladores.
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a) Tecnologia Bollgard 11 ® (MON15985-7)

Elementos genéticos presentes en el vector PV-GHBKO04 utilizado en la obtencién de
algodoén Bollgard ®. La construccion de este vector de un solo borde (derecho) integra
dos genes (incluyendo el marcador selectivo NPTIl y es introducido al organismo

donador mediante el sistema ABI.
Cuadro 2. Resumen de los elementos genéticos del pl asmido PV-GHBKO04 utilizado para la
obtencién del algodén Bollgard ~ ©

ELEMENTO TAMARO ORIGEN/FUNCION
GENETICO (Kb)

Cassette de expresion del gen modificado  crylAc

P-E35S 0.62 Promotor del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) con la
region potenciadota duplicada usando para dirigir la expresion
de la region codificante del gen crylAC (Kay et al., 1987).

Cry 1Ac 35 Gen de Bacillus thuringiensis subesp. Kurstaki que codifica una
variante sintética para la proteina CrylAc que confiere
resistencia a insectos lepidopteros en plantas. (Adang et al.,
1985).

7S 3 0.43 Region 3’ no traducida de la subunidad alfa del gen de la -
conglicinina de la soya (Glycine max L.), el cual controla la
terminacién transcripcional y dirige la poliadenilacion del
MRNA del gen crylAc (Schuler et al, 1992).

Cassette de expresion del gen  nptll

P-E35S 0.62 Promotor del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) con la
region potenciadota duplicada usando para dirigir la expresion
de la region codificante del gen crylAC (Kay et al., 1987).

nptll 0.75 Gen que codifica la enzima neomicina fosfotransferasa tipo Il
derivado del transposén Tn5 de Escherichia coli. La expresion
de este gen en plantas confiere resistencia al antibiético
kanamicina y sirve como marcador de seleccion (Beck et al.,
1982; Fraley et al., 1983).

NOS 3’ 0.26 Regién 3’ no traducida del gen de la nopalina sintasa (nos) de
A. tumefaciens el cual controla la terminacion de la trascripcion
y dirige la poliadenilacion del mMRNA del gen nptll (Fraley et al.,
1983; Depicker et al., 1982; Baven et al., 1983).

Otros componentes

Borde derecho (RB) 0.09 Secuencia de DNA derivada del plasmido pTiT37 de
Agrobacterium tumefaciens que contiene la secuencia de 24
pb del borde derecho (RB) que inicia el evento de transferencia
del T-DNA de Agrobacterium a la planta. (Depicker et al., 1982;
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Bevan et al., 1983).

aad 0.79 Promotor bacteriano y secuencia codificante para la enzima 3’
(9) nucleactidiltransferasa derivada del transposén Tn7 que
confiere resistencia bacterial a los antibiéticos espectinomicina
y estreptomicina (Fling et al., 1985).

Ori-V 0.62 Origen de replicacion para A. tumefaciens derivado de un
amplio rango de hospedantes RK2 (Stalker., 1981).

Ori-322/rop 1.8 Origen de replicacién derivado del plasmido pBR322 para
replicacion del plasmido PV-GHBKO04 en E. coli. (Bolivar et al.,
1977; Sutcliffe, 1978).

Elementos genéticos presentes en el PV-GHBK11 utilizado en la obtencion del algodon

genéticamente modificado Bollgard®Il para la introduccién del gen Cry2Ab en plantas

de algodén Bollgard® portadoras del gen crylAc.

Cuadro 3. Descripcion de los elementos genéticos co ntenidos en el plasmido vector PV-
GHBK11

ELEMENTO TAMANO ORIGEN/FUNCION
GENETICO (Kb)
Cassette de expresion del gen  uidA
P-e35S 183-797 Promotor 35S del CaMV (virus del mosaico de la coliflor)

(Odell et al., 1985) con la regién potenciadota duplicada
usando para dirigir la expresion del gen uidA.

Secuencias 798-828 Secuencia sintética (sitio de clonacién mdltiple).
intermedias
uidA 829-2637 Gen del plasmado de pUC19 de Escherichia coli que codifica

la proteina B-D-glucuronidasa (GUS) usado como marcador
visual para identificar plantas transformadas (Gilissen et al.,

1998).

Secuencias 2638-2692 Region sintética (sitio de union).

intervening

NOS 3’ 2693-2948 Region 3’ no traducida del gen de la nopalina sintasa (NOS) de

Agrobacterium tumefaciens, el cual termina la transcripcion y
dirige la poliadenilacion (Fraley et al., 1983).

Secuencias 2949-3013 Secuencia sintética (sitio de unién).

intervening

Cassette de expresion del gen modificado  cry2Ab

P-e35S 3014-3627 Promotor 35S del CaMV virus del mosaico de la coliflor) (Odell
et al., 1985) con la regién potenciadora duplicada usando para
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dirigir la expresion del gen cry2Ab.

PetHSp70-leader 3628-3727 Secuencia lider 5 no traducida del gen de la proteina de
choque térmico HSP70 de petunia.

AEPSPS/CTP2 3729-3959 Secuencia N-terminal del péptido de transferencia al
cloroplasto del gen epsps de Arabidopsis thaliana (Van den
Broeck, et al., 1985).

Cry2Ab 3966-5873 Gen sintético cry2Ab basado en la secuencia del gen de
Bacillus thuringiensis (Widner and Whiteley, 1990).
Secuencias 5874-5896  Secuencia sintética (sitio de unién).
intermedias
NOS 3’ 5897-6152 Region 3’ no traducida del gen de la nopalina sintasa (NOS) de

Agrobacterium tumefaciens, el cual termina la transcripcion y
dirige la poliadenilacion (Fraley et al., 1983).

Otros componentes

Secuencias 6153-6277  Secuencia sintética (sitio de unién).
intermedias
Esqueleto del 6278-158 (Vieira and Messing, 1987).
plasmido
lacz 6278-6516 Secuencia codificadora parcial lacl, el promotor P-lac y la

secuencia codificadora parcial para B-D-galactosidasa o la
proteina lacZ.

Ori-puC 6661-7315 Origen de replicacion del plasmido que permite la replicacion
del DNA en una bacteria hospedante como E. coli

nptll (kan) 7396-8363 Gen que codifica la enzima neomicina fosfotransferasa tipo Il
de Tn5, un transposon aislado de Escherichia coli (Beck et al.,
1982). El gen nptll también contiene una porcién de =.153 kb
del gen ble de 0.378 kb del transposon Tnb5.

p-kan 8452-8501 Promotor del gen nptll obtenido del transpos6n Tn5
Secuencias 159-182 Secuencia sintética (sitio de union).
intermedias

b) Tecnologia Solucién Faena Flex® (MON-88913-8)

Elementos genéticos presentes en el vector PV-GHGT35 utilizado en la obtencion del

algodén genéticamente modificado solucién Faena Flex®
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idos en el plasmido PV-GHGT35

Elemento
genético

Funciéon

Cassette de expresion del gen modificado  cp4 epsps regulado por P-FMVTSF1

P-FMV/TSF1

L-TSF1

I-TSF1

TS-ctp2

CR-cp4 epsps

T-E9

Promotor quimérico constituido por la regién promotora del gen TSF1 de
Arabidopsis thaliana y secuencias potenciadotas del promotor 35S del virus
del mosaico de la Scrophularia (FMV).

Secuencia lider (exén 1) del gen TSF1 de Arabidopsis thaliana que codifica
el factor de elongacion EF-1lalfa

Intron del gen TSF1 de Arabidopsis thaliana que codifica al factor de
elongacion EF-1 alfa.

DNA derivado de Arabidopsis thaliana. Péptido de transito al cloroplasto
aislado del EPSPS de Arabidopsis thaliana, empleado para dirigir la proteina
CP4 EPSPS al cloroplasto, el sitio de la biosintesis de los aminoacidos
aromaticos.

Secuencia codificante para la 5-enol-pyruvil-shikimato-3-fosfato sintasa
derivada de Agrobacterium sp. Cepa CP4.

Secuencia de DNA derivada de Pisum sativum conteniendo la regiéon 3’ no
traducida del gen rbc E9 codificante para la subunidad pequefia de la
ribulosal, bifosfato carboxilasa de chicharo.

Cassette de expresion del gen modificado  cp4 epsps regulado por P-35SACTS8

P-35S/ACT8

L-ACTS8
I-ACT8

TS-ctp2

CR-cp4 epsps

T-E9

Promotor quimérico constituido por la regién promotora del gen ACT8 de
Arabidopsis thaliana combinado con secuencias potenciadotas del promotor
35S del virus del Mosaico de la coliflor.

Secuencia lider del gen ACT8 de Arabidopsis thaliana.

Intron y secuencia del exén flanqueante del gen ACT8 de Arabidopsis
thaliana.

Secuencia de DNA derivado de Arabidopsis thaliana. Péptido de transito al
cloroplasto aislado de la EPSPS al cloroplasto, el sitio de la biosintesis de
los aminoéacidos aromaticos.

Secuencia de DNA codificante para la proteina CP4 EPSPS de
Agrobacterium sp. Cepa CP4.

Secuencia de DNA derivada de Pisum stivum conteniendo la regién 3’ no
traducida del gen rbc E9, codificante para la subunidad pequefia de la
ribulosa 1,5 bisfosfato carboxilasa de chicharo.

El nimero total de pares de bases del PV-GHGT35 usados para crear MON 88913 es

de 13,741 pb. Los elementos que componen el vector se detallan en el cuadro 4. La

secuencia de aminoacidos y nucleétidos se muestra en inciso m) y p). Analisis
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Southern Blot de DNA genomico de MON 988913 muestran la insercion Unica del T-
DNA del plasmado PV-GHGT35 en un solo locus. Los analisis revelan la insercion de
dos copias del cassette de expresion CP4 EPSPS, que incluye las secuencias del
promotor, potenciador, terminador y péptido de transito (ctp2) http://www.agbios.com y

Outline of the biological diversity risk assessment report: Type 1 use approval for
MON15985 x MON88913.

El nimero total de pares de bases del PV-GHBK11 usados para crear MON 15985 es
de 8,718 pb. Los elementos que componen el vector se detallan en el cuadro 3. La
secuencia de aminoacidos y nucleétidos se muestra en inciso m) y p). Analisis
Southern Blot de DNA gendémico de MON 15985 muestran la integracion de una sola
copia en un solo sitio del cassette de expresion de los genes de cry2Ab y uidA. Este
cassette contiene las regiones codificantes para cada gen, aun cuando el sitio de
restriccion siguiente a la secuencia de poliadenilacion de NOS 3’ y la secuencia de 260
pb de la region 5 del promotor 35S CaMV para la expresion del gen uidA no esta

presente. El promotor uidA de mantuvo funcional a pesar del truncamiento.

i Descripcibn de las secuencias flanqueantes, nim ero de copias
insertadas, y los resultados de los experimentos qu e comprueben los datos
anteriores, asi como la expresion de mensajeros del evento de transformacion
genética, incluyendo la demostracion de los resulta dos. (Referirse al paquete
regulatorio del evento genético combinado Bollgard [I®/Solucién Faena Flex®
(MON 15985 x MON 88913) en algodon, propiedad de la Compafia Monsanto, se

anexa carta).
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a) Caracterizacién molecular del algodén Bollgard ~ ©.

La caracterizaciéon del algodén Bollgard®, evento 531, demostré que hay dos
insertos de ADN-T. El principal inserto funcional contiene copias Unicas del gen
completo de crylAc, el gen nptll y el gen de resistencia a antibioticos aad. Este
inserto de ADN-T también contiene una porcion de 892 pares de bases del extremo
3’ del gen crylAc fusionado a la secuencia de terminacion transcripcional 7S 3'.
Este segmento de ADN se encuentra en el extremo 5’ del inserto, en forma contigua
y en orientacion inversa al casete del gen completo crylAc y no contiene un
promotor. Se detectd un trascripto por trascripcion inversa RT-PCR, que
corresponde a este segmento 3’ del gen crylAc y al DNA gendmico adyacente. En
la improbable eventualidad de que este RNA fuera traducido, el péptido resultante
seria altamente homologo a la porcion correspondiente al C-terminal de la proteina
CrylAc. La seguridad de esta proteina tedrica se demuestra con los estudios
descritos en las secciones siguientes, ya que la proteina, de ser producida, habria
sido un componente en todos los estudios de seguridad llevados a cabo tanto con la
proteina CrylAc, como con plantas o semillas de algodén Bollgard® (Serdy et al.,
1994).

El segundo inserto de ADN-T contiene una porcion de 242 pares de bases de la
secuencia de poliadenilacion 7S 3’ de la region terminal del gen crylAc. No se
detecto trascripto de RNA por trascripcion inversa RT-PCR, que se correspondiera o
hubiera sido trascripto del inserto de ADN-T de 242 pares de bases 7S 3’, por lo
tanto no se produce ningun péptido, segun lo esperado.

Los datos individuales de cruzamientos con otras variedades comerciales de
algodon demuestran la estabilidad de la transferencia del inserto funcional, de
generacion en generacion. Basandose en analisis moleculares, datos sobre la

expresion fenotipica y patrones de herencia, se ha demostrado la integracion
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estable del gen crylAc dentro del cromosoma del algodén Bollgard®. Los resultados

de dichos estudios se resumen a continuacion:

Andlisis por Southern (Southern, 1975) blot de numerosas generaciones de
algodén Bollgard®, llevados a cabo durante ocho afios, han dado como
resultado un patrén de Southern blot idéntico, lo que indica la estabilidad del
inserto funcional del gen crylAc.

Andlisis ELISA de semilla obtenida de ensayos en mdltiples localidades,
durante ocho afios, mostraron niveles similares de las proteinas CrylAc y
NPTII.

Se ha confirmado la produccion de la proteina CrylAc por deteccion
inmunoldgica y/o datos de eficacia bajo diferentes condiciones ambientales, en
numerosas variedades de algodén Bollgard®.

Se observa herencia mendeliana de la caracteristica Bollgard® después de
auto-polinizacion o retrocruzamientos con otras variedades de algodén.

La eficacia insecticida se ha mantenido durante el desarrollo de este producto,
desde su comercializacion en 1996.

La calidad de la semilla del algodén Bollgard® se ha mantenido después de la

transferencia del gen crylAc dentro de distintos variedades comerciales.

De acuerdo con estos resultados, no existe evidencia o probabilidad de inestabilidad

genética o de ineficacia. Ademas, estos datos confirman que la caracteristica

Bollgard® estéa integrada establemente en el genoma del algodén.

b) Caracterizacion molecular del algodon Bollgard

.

El algodon Bollgard®Il evento 15985 contiene dos genes que codifican para las

proteinas insecticidas, crylAc y cry2Ab, ambos provenientes de la bacteria Bacillus

thuringiensis subsp. kurstaki. Estos genes codifican proteinas toxicas a insectos
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lepidopteros plaga del algodonero. El algodén Bollgard II® también contiene los
genes npt Il (marcador de resistencia a kanamicina), aad (resistencia a
estreptomicina y espectinomicina) y uidA (reportero). El gen aad no se expresa en
plantas debido a que no cuenta con el promotor necesario; este gen fue utilizado
como marcador de seleccidn en laboratorio antes de la transformacion vegetal como
selector para bacterias que contenian la construccion de DNA. El gen uidA proviene
de la bacteria Escherichia coli cepa K12 y codifica la enzima b-glucuronidasa
(GUS).

El algodén evento 15985 resistente al ataque de insectos plagas del orden
lepidoptera fue desarrollado por el método biobalistica empleando el fragmento Kpnl
del plasmido PV-GHBK11 que contiene los casetes de expresion de cry2Ab y uidA.
El evento 15985 no contiene secuencias detectables del esqueleto del plasmido
como producto de la transformacion. El mapa de restriccion del inserto se ilustra a

continuacion.

c) Caracterizacién molecular del algodén Solucién F aena Flex ®.

El evento MON 88913 fue generado mediante la integracion estable de dos
“casetes” de expresion del gen cp4 epsps en el genoma del algodén utilizando el
sistema de transformacion mediado por Agrobacterium. Los datos muestran que el
evento MON 88913 contiene una copia del ADN insertado en un locus simple de
integracion dentro del fragmento de restriccion ~13.0 kb Spe | que contiene dos
“casetes” de expresion del gen cp4 epsps intactos. No se detectaron elementos
adicionales del vector de transformacion PV-GHGT35 en el genoma del algodon
MON 88913. La segregacién mendeliana del fenotipo esperado en el algodéon MON
88913 a través de multiples generaciones, corrobora el analisis de molecular de la
estabilidad del inserto y establece el comportamiento genético del DNA insertado en

un locus simple.
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d) Caracterizacién molecular del algodén Bollgard ~ ®Il/Solucién Faena Flex ©.

El algoddon BG2F fue desarrollado utilizando métodos de cruzamiento convencional
a partir de variedades de algodon Bollgard®ll (MON 15985-7) y Soluciéon Faena
Flex® (MON-88913-8) de manera independiente, por lo tanto, expresa las proteinas
provenientes de ambos eventos de transformacion. Los estudios de caracterizacion
molecular que confirman la presencia de los eventos MON 15985 y MON 88913 en
el algodébn MON 88913 x MON 15985 (Bollgard®Il/Solucion Faena Flex®) son

propiedad de Monsanto comercial.

] Mapa de la construccion genética, tipo de heren cia de los caracteres
producto de los genes insertados, expresion de las proteinas y localizacién de

las mismas;

El algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® fue obtenido por cruzamiento convencional
del algodén Bollgard®ll (MON-15985-7) con el algodén Solucién Faena Flex® (MON-
88913-8).

a) Tecnologia Bollgard ©1I (MON-15985-7).
El algodén Bollgard®Il fue producido al insertar en el genoma del algodén Bollgard®
variedad DP50B (que contiene los genes crlAc y npt Il) el gen cry2Ab.

. Bollgard © (MON-00531-6).

El organismo vector es la bacteria Agrobacterium tumefaciens mediante el plasmido
PV-GHBKO4 (figura 3).
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El sistema de transformacion con A. tumefaciens es ampliamente conocido y ha
sido utilizado durante muchos afios en la modificacién genética de diversas plantas
dicotileddéneas. El plasmido vector fue modificado, de manera tal que el sistema de
transformacion no pudiera transmitir la enfermedad de la agalla de la corona. Este
sistema de transformacion integra genes del plasmido vector dentro del cromosoma
de la célula de la planta de forma estable. La caracterizacidn molecular demostro
gue se integraron dos insertos de ADN-T (ADN transferido) dentro del genoma del
algodén para producir Bollgard®, evento 531. El gen crylAc segregé de manera
consistente con la presencia de una sola copia activa de la region codificante y se
transfirio de forma estable, por técnicas de mejora tradicionales, a numerosas

variedades comerciales de algodon.

N crylde |F-EESS H aad |_\'oss'| npil | p-355 | oriV ;—
S

figura 3. Mapa genético de los genes insertados en el evento MON O 0531-6 de algodon resistente al
itaque de insectos lepidopteros.

El plasmido vector utilizado dentro de A. tumefaciens para producir el algodén
Bollgard®, evento 531, contiene la secuencia completa de los genes crylAc, nptll y
aad. El gen crylAc deriva de la bacteria comun del suelo B. thuringiensis variedad
kurstaki (B.t.k.) y codifica la proteina insecticida, CrylAc. El cassette del gen crylAc
contiene un promotor e-35S y una secuencia de terminacion transcripcional 7S 3'. El
gen nptll codifica una enzima marcadora de seleccion, neomicina fosfotransferasa |l
(NPTII), utilizada para identificar las células de algoddén que contenian la proteina
CrylAc. El gen nptll esta controlado por el promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor y esta seguido por una region de nopalina sintasa (nos) 3’ que dirige la

poliadenilacion del RNAm. La proteina NPTII no es util para ningun otro propdsito y
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carece de propiedades insecticidas. El gen aad codifica la enzima marcadora de

seleccion bacteriana 3” (9)-O-aminoglicésido adenililtransferasa (AAD), que permitio

la seleccion de Agrobacterium, en medio que contenia espectinomicina o

estreptomicina. El gen aad esta bajo el control de un promotor bacteriano, y por lo

tanto, la proteina codificada no se expresa en las plantas derivadas del algodon

Bollgard®, evento 531.

Construccién del plasmido vector PV-GHBKO04:

La construccion de este vector de un solo borde (derecho) integra dos genes

(incluyendo el marcador selectivo NPT II) y es introducido al organismo donador

mediante el sistema ABI. La descripcién de los genes quiméricos se detalla bajo el

siguiente orden: promotor, region codificadora y la 3’ terminal no traducida.

Bst11071,
9526

BsiWT, 11181

Sspl, 1

Sspl
- EecoRI, 453
Xbal , 464

Xbal, 3340

Real, 4770 | Hindlll, g1

4665 3830 T-DNA region

“figura 4. Mapa del plasmido PV-GHBKO04 usado para crear el evento MON O  0531-6 de algodon resistente a
nsectos lepidépteros.

(Odell et al., 1985) con la region potenciadora duplicada (Kay et al., 1987).

PE35S - Es el promotor de 0.6 kb 35S del virus mosaico de la coliflor (CaMV)
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» CrylAc - FL B.t.k.- Un gen de 3.6 kb que codifica la totalidad de la proteina de
Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki, esencialmente idéntica a la descrita por
Adang et al., 1985. La expresion de este gen en plantas les confiere resistencia
a insectos lepidopteros.

e 7S 3’ — La region no traducible de 0.43 kb de la subunidad alfa del gen de la
beta conglicinia y proporciona la sefal de poliadenilacion en el mRNA (Schuler
et al., 1982).

e aad — El gen de 0.79 kb que codifica para 1.0-aminoglicésido adenilil
transferasa que permite la seleccibn de bacterias transformantes en
espectinomicina o estreptomicina.

» 35S - Region promotora 35S (0.35 kb) del virus mosaico de la coliflor (CaMV).

« nptll - Gen 0.83 kb neomicina fosfotransferasa tipo Il que confiere resistencia a
Kanamicina (Fraley, et al., 1983). La expresion de este gen en plantas sirve
como un “marcador selectivo” para transformacion.

« NOS 3 - La region 0.3 kb 3’ no traducida del gen nopalina sintasa (Fraley, et
al., 1983).

1. Bollgard ®1I (MON-15985-7).

El algodén Bollgard®ll evento 15985 se obtuvo mediante transferencia de los genes
cry2Ab y uidA al algodén GM Bollgard® variedad DP 50 B (que contenia los genes
crylAc, nptll y aad). El algodén Bollgard® fue desarrollado empleando el sistema de

A. tumefaciens con un vector desarmao.

B4l Rl
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“igura X. Mapa genético de los genes insertados par  a crear el evento de algodén MON 15985 -7 resistente
Linsectos lepidopteros
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El método utilizado para introducir el gen cry2Ab dentro del tejido de la variedad de
algodén Bollgard® DP 50 B (portadora del gen crylAc) fue el de “biobalistica” (John
et al. 1997) utilizando el plasmido B1579.

Los genes crylAc y cry2Ab vy las proteinas que codifican.

Las variedades de algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® combinan la expresion
de las proteinas insecticidas CrylAc y Cry2Ab de la bacteria Bacillus thuringiensis.
Las proteinas Cry (por “crystalline”; también denominadas proteinas Bt o toxinas Bt)
pertenecen a una extensa familia de proteinas producidas por varias subespecies
de B. thuringiensis. Los genes crylAc y cry2Ab provienen de B. thuringiensis subsp.
kurstaki (B.t.k.). Los genes crylAc y cry2Ab codifican toxinas Bt altamente
especificas para el control de larvas de algunas especies de insectos lepidopteros
de importancia econémica en el cultivo del algodonero: 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) (Dankocsik et al. 1990; Maclntosh et al.,
1990; Widner & Whiteley, 1989).

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 nucleo
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 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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La expresién de los genes crylAc y cry2Ab en el algodén Bollgard®ll/Solucién
Faena Flex® se encuentra controlada por el promotor mejorado 35S. La regi6n
terminadora para el mMRNA del gen crylAc es proporcionada por la regién 3" no
traducida del gen de la subunidad alfa de la beta conglicinina de soya y para el gen

cry2Ab por la region 3” no traducida del gen nos de A. tumefaciens.
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“igura 6. Mapa del plasmado PV -GHBK11 usado para crear el evento de algodén MON 1  5986-7 resistente
\l ataque de insectos lepidépteros

La expresion de dos 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. Al igual que la toxina CrylAc que expresan los algodones Bollgard®,
la toxina Cry2Ab controla al gusano bellotero y rosado, sin embargo, estudios
realizados por Monsanto han confirmado que existen diferencias en los mecanismos
insecticidas de estas proteinas. Las pruebas realizadas in vitro e in planta indican

gue la combinacibn de ambas proteinas incrementa la actividad insecticida
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observada para cada proteina individual. Este incremento en la actividad insecticida
sugiere que estas toxinas actuan de manera aditiva. Existen también diferencias
entre las proteinas respecto a su nivel de actividad en las diferentes especies de
plagas. La proteina Cry2Ab tiene mayor eficacia contra el gusano bellotero (H. zea)
y cogollero (S. frugiperda) que CrylAc, pero esta Ultima es mas eficaz contra el
gusano tabacalero (H. virescens) y rosado (P. gossypiella). Por lo anterior, las
variedades de algodonero Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® que expresan las
toxinas CrylAc y Cry2Ab presentan un mejor espectro de control al que ejerce
Bollgard® solamente y, por lo tanto, reducen el riesgo de aparicién 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

ambas toxinas.

El gen reportero uidA vy la proteina codificada.

Las plantas de algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® contienen el gen reportero
uidA. Este gen fue empleado como marcador en el laboratorio para seleccionar
satisfactoriamente las células de algodén modificado Bollgard®ll durante el proceso
de transformacién. El gen uidA proviene de la bacteria Escherichia coli y codifica
para la enzima beta glucuronidasa (GUS). La enzima GUS transforma un substrato
incoloro a un producto de color azul en un ensayo sencillo y es utilizada como un
“marcador” reportero para detectar tejidos que han sido transformados
satisfactoriamente. La exposicion de tejidos vegetales que contienen la enzima GUS
a este sustrato facilita la cuantificacion de la expresion del gen uidA (Jefferson et al.,
1986).
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Los genes de resistencia a antibioticos npt Il y aad y las proteinas que
codifican.

El algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® contiene los genes marcadores de
resistencia a antibiéticos npt Il y aad provenientes de Escherichia coli. Estos genes
fueron empleados durante los pasos iniciales de trabajo de laboratorio para el
desarrollo de las plantas de algodén Bollgard®ll a fin de permitir la seleccién de
células que contenian la modificacion genética deseada. Ambos genes se emplean
comunmente como marcadores de seleccidén durante la obtencién de plantas GM. El
gen nptll fue aislado a partir del transposén Tn5 (Beck et al., 1982) y codifica para la
enzima neomicina fosfotransferasa tipo I (NPT Il), que confiere resistencia a
antibidticos aminoglicésidos como la kanamicina y la neomicina. La enzima NPT I
utiliza ATP para fosforilar kanamicina y neomicina, inactivando asi los antibioticos y
previniendo la muerte de las células que producen NPT Il. ElI gen npt Il funciona
como un marcador de seleccion en los pasos iniciales de laboratorio donde se
seleccionan las células de algodén que han sido modificadas genéticamente,
permitiendo su desarrollo mientras que se inhibe el crecimiento de las células que
no han sido transformadas. La enzima NPT Il se encuentra ampliamente distribuida
en el ambiente y en la cadena alimenticia; los microorganismos resistentes a
kanamicina se presentan en forma natural en el suelo y en los sistemas digestivos
de mamiferos (Flavell et al., 1992). La expresion del gen nptll en las plantas de
algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® esta controlado por el promotor 35 S del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y se utiliza como region terminadora del

MRNA la del gen nos de A. tumefaciens.

El gen aad fue utilizado en el laboratorio, antes de la produccion de las plantas
genéticamente modificadas, para seleccion en bacterias que contenian el plasmido
con la construccion a utilizar en la transformacion del algodén. Este gen fue aislado

del transposon Tn7 y confiere resistencia a los antibidticos espectinomicina y
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estreptomicina (Davies & Benveniste 1974). El gen aad no se expresa en las
plantas de algodon debido a que se encuentra bajo el control de su promotor
bacteriano, el cual no es activo en plantas y no se han adicionado los elementos

genéticos necesarios para su expresion en plantas.
b) Tecnologia Solucién Faena Flex ©(MON-88913-8).

El organismo vector es la bacteria Agrobacterium tumefaciens mediante el plasmido
PV-GHGT35 (figura 4). El sistema de transformacion con A. tumefaciens es
ampliamente conocido y ha sido utilizado durante muchos afios en la modificacion
genética de diversas plantas dicotiledéneas. El plasmido vector fue modificado, de
manera tal que el sistema de transformacion no pudiera transmitir la enfermedad de
la agalla de la corona. Este sistema de transformacion integra genes del plasmido

vector dentro del cromosoma de la célula de la planta de forma estable.

T-DNA region

BglI 11445

d PV-GHGT35
P3SS/ACTS —H 13741 bp
H

“igura 6. Mapa del plasmad o PV-GHGT35 usado para crear el evento de algodon M ON 88913-8 tolerante a
jlifosato
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El gen cp4 epsps Yy la proteina que codifica.

Las variedades de algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® contienen dos copias
del gen cp4 epsps de Agrobacterium sp. cepa CP4. El gen cp4 epsps codifica una
enzima (CP4 EPSPS) que es tolerante a la inhibiciébn por el herbicida glifosato
(Padgette et al., 1993), y se ha incorporado a las plantas de algoddn para conferir
tolerancia a las aplicaciones foliares de glifosato. La enzima EPSPS nativa del

algodon es susceptible al herbicida glifosato.

En las plantas el gen epsps nativo (5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa) codifica
para una enzima (EPSPS) crucial en la biosintesis de aminoacidos aromaticos
(triptofano, tirosina y fenilalanina), componentes esenciales de las proteinas. El
herbicida glifosato actia inhibiendo la actividad de la enzima EPSPS de las plantas,
bloqueando la biosintesis de aminoacidos aromaticos impidiendo asi la sobre
vivencia de las células vegetales (Steinrucken & Amrhein 1980). El gen cp4 epsps
de Agrobacterium es insensible a los efectos del herbicida glifosato (Padgette et al.,
1993) y es capaz de permitir el funcionamiento normal de la biosintesis de
aminoacidos aromaticos. Consecuentemente, en las plantas genéticamente
modificadas que contengan el gen cp4 epsps de Agrobacterium la biosintesis de
aminoacidos aromaticos no es bloqueada por la presencia del herbicida glifosato y
las plantas no mueren cuando se aplica sobre ellas este herbicida.

Las plantas de algodén Bollgard®ll/Solucion Faena Flex® difieren del algodén
Solucién Faena® que se comercializa actualmente, que contiene una sola copia del
gen cp4 epsps, en que la tolerancia al herbicida glifosato es mas prolongada. En el
algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® la aplicacion de glifosato para el control
de maleza se puede realizar durante el desarrollo del cultivo hasta siete dias antes
de la cosecha. Por el contrario, si en el algodén Solucién Faena® el herbicida

glifosato no es aplicado para controlar la maleza por alguna causa, por ejemplo
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lluvia, cuando la planta llega al estadio de 42 hoja o 35 dias de crecimiento, el
herbicida ya no puede ser aplicado sobre el cultivo en estadios de desarrollo
posteriores. Por lo tanto el algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® tiene la
intencién de brindar a los agricultores mayor flexibilidad en cuanto a la época de

aplicacion del herbicida para el control de la maleza.
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P-FMV/TSFI
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3" flanking DNA

Figura 8. Mapa genético de los genes insertados en el evento de algodon MON 88913-8
tolerante a glifosato

La secuencia del gen cp4 epsps en el algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® ha
sido modificada para obtener una expresion optima en plantas (Padgette et al.,
1993). Aun cuando la secuencia se ha modificado, la enzima producida presenta la
misma secuencia de amino acidos que la enzima nativa de Agrobacterium. El gen
cp4 epsps se encuentra unido a la region codificante (fusién traduccional) del
péptido de transito a cloroplasto del gen epsps de Arabidopsis thaliana (Klee et
al.,1987). El péptido de transito a cloroplasto permite ubicar a la enzima CP4
EPSPS en el organelo, sitio donde se lleva a cabo la biosintesis de aminoacidos
aromaticos. En las plantas la EPSPS es sintetizada como una pre-proteina
(contiene el péptido de transito) en ribosomas libres del citoplasma. El precursor es
transportado hacia el estroma del cloroplasto y procesado proteoliticamente para
gue se obtenga la enzima “madura” (della-Cioppa et al., 1986). Una vez “cortado” el
péptido de transito se degrada rapidamente (Bartlett et al., 1982; della-Cioppa et al.,
1986).
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En el algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® se encuentran dos copias del gen
cp4 epsps y cada copia se encuentra bajo el control de diferentes promotores. Una
copia se encuentra bajo el control del promotor 35S del Virus del Mosaico de la
Coliflor (CaMV) mientras que el otro se encuentra bajo el control del promotor 35S
del virus del mosaico de la Scrophularia (FMV). Los promotores 35S dirigen la
expresion de los genes cp4 epsps a todos los tejidos de la planta durante todo su
desarrollo (expresion constitutiva). El algodén GM también presenta elementos
promotores adicionales y secuencias no codificantes para mejorar la expresion
geénica, estos elementos adicionales se han obtenido de otras especies vegetales.
La region 3" de las construcciones que permiten la expresion del mRNA de cp4

epsps también proviene de otras especies vegetales.

l.k Descripcion del método de transformacion;
a) Algodon Bollgard ©

Para generar el algodén Bollgard® se introdujo el gen cryAc a las plantas de
algodon de la variedad Coker 312 utilizando la cepa ABI de Agrobacterium. Los
procedimientos utilizados paral la transformacién de explantes de hipocotilos de
algodon con Agrobacterium fueron de a cuerdo a los descritos por Umbeck et al.,
1987. La regeneracion de las plantas se llevo a cabo siguiendo el procedimiento de
Trolinder y Goodlin, 1987.

b) Algodén Bollgard ®II

El algodén Bollgard®ll evento 15985 se obtuvo mediante transferencia de los genes
cry2Ab y uidA al algodén Bollgard® variedad DP50 B (que contenia los genes cryAc,
nptll y aad). EI método utilizado para introducir el gen cry2Ab dentro del tejido de la
variedad de algodén DP50 B fue el de biobalistica (John et al., 1997) utilizando el
plasmido B1579.
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c) Tecnologia Solucién Faena Flex ©

El algodén Solucién Faena Flex® fue obtenido mediante transformacién mediada por
Agrobacterium tumefaciens empleando el plasmido PV-GHGT35. La linea parental
del algodonero Solucién Faena Flex® (evento MON 88913) es la variedad de
algodonero Coker 312 y el evento MON 88913 es transferido a variedades
comerciales mediante cruzamiento convencional. Se utilizo la variedad Coker 312
debido a su respuesta positiva al sistema de cultivo de tejidos usando en el proceso
de produccion de plantas transgénicas. Varios investigadores (Trolinder and
Goodin, 1987; Umbeck et al., 1987) han demostrado que la variedad Coker 312 y un
grupo de variedades relacionadas a esa linea tienen una caracteristica de respuesta
favorable al cultivo de tejidos. La variedad Coker 312, aunque no se cultiva

ampliamente, es un cultivar aceptado comercialmente.

El algodon Bollgard® I1l/Solucion Faena Flex® se obtuvo mediante cruza
convencional a partir de los eventos MON 15985 (algodén Bollgard®ll) y MON

88913 (algoddn Solucién Faena Flex®).

Il Descripcidn, numero de copias, sitios de inserc ion y expresion de las
secuencias irrelevantes para la expresion de la mod ificacibn genética y en su

caso, la identificacién de los efectos no esperados

No aplica. Aparte del promotor y del terminador antes mencionados no se encuentra
alguna otra secuencia incluida en el casete de expresion y s6lo una copia de este se

encuentra integrada en el genoma del algodén BG2F.
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l.m Secuencia de aminoacidos y de las proteinas nov  edosas expresadas por

el OGM, tamafio del producto del gen, expresién de ¢ opias multiples

El algodén BG2F fue desarrollado utilizando métodos de cruzamiento convencional a
partir de variedades de algodén Bollgard®ll (MON 15985-7) y Solucién Faena Flex®
(MON-88913-8) de manera independiente, por lo tanto, expresa las siguientes

proteinas novedosas provenientes de ambos eventos de transformacion:

a) Proteina cp4 EPSPS

La secuencia de aminoacidos de la proteina CP4 EPSPS de 47.2 kDa (455

aminoacidos) codificada por el gen cp4 epsps se presenta enseguida:

1
gl
121
151
241
30l
36l
421

mshgassrpa
kamagarmgar i
gdasltkrpm
llaglntpgi
vphgdpsstaf
wvadlrvrsst
vanglklnos
viwddatmia

tarkssglsgy
rkegdtwiid
grvilnplrem
ttviepimcr
plwvaal lvpg
lkgwtwpedr
dodegetsly
tsfpefdlm

tvwripgdksi
crrgnggl lap
v ksedogd
dhteknlggt
sdvtilnvlm
apsmideypi
vrgrpdgkol
aglgakiels

shrafmfogogl
eapldfgnas
rlpvtlrgpk
ganltwetda
nptrtgliltc
lavaaafaeg
gnasgaavat
dtkaa

asgetritgl
toor ltmg lv
LpLpityrvp
dogvrtirleg
logemgadiew
atvinngleel
hldhriamst

legedwvintg
gwydfdstfi
masacwksaw
rogkltgogvid
inprlagged
rvkesdrl=sa
lvmg lvsenp

El gen cp4 epsps que confiere tolerancia al glifosato (N-fosfonemtil glicina),
ingrediente activo de los herbicidas de la familia Faena®, fue aislado de la
sp. CP4. La EPSPS  (5-

enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa) es una enzima critica en la biosintesis de

bacteria  Agrobacterium Cepa enzima
aminoacidos aromaticos que cataliza la adicibn de enolpiruvil a partir de
fosfoenolpiruvil a shikimato-fosfato, sitio de inhibicién por el glifosato. La enzima
EPSPS es esencial para la sintesis de aminoacidos aromaticos y casi todos los
compuestos aromaticos en las plantas, bacterias, algas y hongos, pero esta
ausente en mamiferos (Bentley, 1990; Eschenburg et al., 2002). La inhibicidn de

la enzima EPSPS por el glifosato bloquea esta ruta metabolica, lo cual
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eventualmente provoca la muerte de la célula (Steinrucken & Amrhein, 1980). La
proteina CP4 SPSPS es naturalmente insensible al glifosato (Padgette et al.,

1993) tal como otras enzimas EPSPS microbiales (Schulz et al.,, 1985;

Eschenburg et al., 2002).

b)

Proteina CrylAc

La secuencia de aminoacidos de la proteina CrylAc (1178

codificada por el gen crylAc se presenta enseguida:

1

6l
121
181
241
301
36l
421
431
541
60l
66l
721
781
541
901
Sel
1021
1081
1141

mdnnpninec
vdiiwgifgp
ptnpalreem
rwgfdaatin
ldivalfpny
nsitiytdah
tlsstlyrrp
ppragfshrl
flfngsvisg
Invnwgnssi
drfefipvta
cldekrelse
vtlsgtfdec
tgslwplsag
nedlgvwvif
vykeakesvd
elegriftaf
evVrvCcpgrgy
Vngeeyggay
yvtkeleyfp

ipynclsnpe
sgqwdaflvgi
rigfndmnsa
sryndltrli
dsrrypirtv
rgyyywsgha
fniginnggl
shvsmfrsgf
pgftggdlvre
fsntvpatat
tleaeynler
kvkhakrlsd
yptylygkid
spigkcgepn
kiktgdghar
alfvnsgydg
slydarnvik
ilrvtaykeg
tsrnrgynea
etdkvwieig

vevlggerie
eglingriee
lttaiplfav
ghytdyvavrw
sgltreiytn
imaspvgfsg
svldgtefay
snssvsiira
lnssgnnigs
sldnlgssdf
agkavnalft
ernllagdsnf
esklkaftry
rcaphlewnp
lgnlefleek
lgadtniami
ngdfnnglsc
ygegcvtihe
psvpadyasv
etegtfivds

tgytpidisl
farngaisrl
gnygvpllsa
yntglervrg
pvlenfdgst
peftfplygt
gtspnlpsav
pmfswihrsa
rgyievpihf
gyfesanaft
stnglglktn
kdinrgperg
glrgyiedsg
dldcscrdge
plveealarv
haadkrvhsi
wnvkghvdve
iendtdelkf
yeeksytdgr
velllmee

sltgfllsef
eglsnlygiy
yvgaanlhls
pdsrdwvryn
rgsaggiers
mghatpggri
yrksgtwvdsl
efnniiasds
pststryrvr
sslghivgvr
vtdyhidgvs
wggstgitig
dleiyliryn
kcahhshhfs
kraekkwrdk
reaylpelsv
egqnhgrsvlv
sncveeeliyp
renpcefnrg

aminoacidos)

vpgagivlgl
aesfrewead
virdvsvigg
gfrreltltw
irsphlmdil
vaglgggvyr
deippgnnnv
itgipavkgn
vryasvtpih
nfsgtagvii
nlvtylsdef
ggddvikeny
akhetvnvpg
ldidvgetdl
reklewetni
ipgvnaaife
VpeEWeaevVsy
nntvtcndyt

yrdytplpvyg

La proteina codificada por el gen crylAc introducido en el algodén Bollgard® es
idéntica en longitud (1178 aminoéacidos) y 99.4% idéntica en su secuencia de
aminoacidos a la proteina codificada por el gen crylAc de Bacillus thuringiensis
subs. Kurstaki (Adang et al., 1985). La secuencia codificante de este gen ha
sido modificada para lograr su éptima expresion en plantas. La expresion del
gen esta dirigida por el promotor modificado (mejorado) 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) (Odell et al., 1985; Kay et al.,, 1987). La

terminacion transcripcional del mRNA proviene de la region 3’ no traducida de la
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subunidad alfa del gen de la beta-conglicina de la soya (referido como secuencia
de terminacién 7S 3’) (Schuler et al., 1982).

c) Proteina NPTII

La secuencia de aminoacidos de la proteina NPTII (264 aminoacidos) codificada

por el gen nptll se presenta enseguida:

1 miegdglhag spaawverlf gydwagatig csdaavfrls aggrpvlivk tdlsgalnel

6l gdeaarlswl attgvpcaav ldvvteagrd wlllgewvpgg dllsshlapa ekvsimadam
121 rrlhtldpat cpfdhgakhr ierartrmea glvdgddlde ehgglapael farlkarmpd
181 gedlwvthgd aclpnimven grfsgfidecg rlgvadrygd ialatrdiae elggewadrf
241 1vlygiaapd sgriafyrll deff

El gen nptll fue aislado del transposon Tn5 (Beck et al., 1982). Este gen codifica
para la expresion de la enzima neomicina fosfotransferasa tipo Il (NPTII), la cual
confiere resistencia a los antibidticos aminoglicosidicos kanamicina y neomicina.
La enzima NPTIl usa el ATP para fosforilar la neomicina y la kanamicina e
inactiva el antibiético evitando su efecto en las células que producen la proteina
NPTII. Esta proteina esta ampliamente distribuida en el ambiente y las cadenas
alimenticias en microorganismos resistentes a la kanamicina que se encuentra
de manera natural en el suelo y en los sistemas digestivos de los mamiferos
(Falvell et al., 1992).

La expresién del gen nptll, presente tanto el algodén Bollgard® como en el
algodén Solucién Faena® esta controlada por el promotor CaMV 35S (Odell et
al., 1985). La terminacion transcripcional del mRNA proviene de la region 3’ no
traducida del gen de la nopalina sintasa (nos) del plasmido pTiT37 de la cepa
T37 de Agrobacterium tumefaciens (Depicker et al., 1982). El gen nptll funciona
como marcador de seleccion en las primeras etapas de seleccion de células
transformadas del algodon en el laboratorio (De Block et al., 1984; Horsch et al.,
1984), permitiendo a las células modificadas desarrollarse en un medio de

cultivo selectivo.
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d) Proteina AAD

La secuencia de aminoacidos de la proteina AAD (263 aminoacidos) codificada

por el gen aad se presenta enseguida:

Lwtwvtwr lde
ewgrndilag
tlwnsppdwa
vilgogeedrla

1 mreaviaewvs
61 ttrralindl
121 ifepatidid
181 gdernvvltl
241 sradogleefv

tglsewvovi
letsaspoges
lailltkare
sriwvysavtg
hyvkgeitkw

erhleptlla
ellravevti
havalvgpaa
kiapkdwvaad
vk

vhlygsawvdg glkphadidl
wrhddiipwr ypakrelgfog
eelfdpvpeq dlfealnetl
wamer lpadgy gpvileardga

El gen de resistencia a antibioticos aad fue aislado del transposén bacteriano
Tn7 y confiere resistencia a los antibidticos espectinomicina y estreptomicina
(Davies & Benveniste, 1974). Este gen codifica la expresion de la enzima 3'(9)-
O-aminoglicosido adeniltransferasa (AAD) y esta bajo el control de su propio
promotor bacteriano. El gen aad fue usado en el laboratorio, en la fase previa a
la transformacion genética de las células de algoddn, para seleccionar las

bacterias que contenian el plasmido con el ADN de interés.
e) Proteina Cry2Ab

La secuencia de aminoacidos de la proteina Cry2Ab (633 aminoacidos)
codificada por el gen cry2Ab se presenta enseguida:

1
6l
121
181
241
301
36l
421
481
541
601

mnsvlinsgrt
11kkvgslvg
ganveefnrg
anlhlsfird
mlefrtymfl
gvnshyvling
hcstflppll
yfirnisgvp
gsmihlapnd
nsynlylrvs
sdvpldinvt

ticdaynvaa
krilselrnl
vdnflnpnrn
vilnadewgi
nvfeyvsiws
fsgarlsntf
tpfvrswlds
lvvrnedlrr
ytgftispih
signstirvt
Insgtgfdlm

hdpfsfghks
ifpsgstnlm
avplsitssv
saatlrtyrd
1fkygsllivs
pnivglpgst
gsdregvatv
plhyneirni
atgvnngtrt
ingrvytatn
nimlvptnis

ldtvgkewte
gdilretekf
ntmgglfinr
ylknytrdys
sganlyasgs
tthallaarv
thwgtgsfet
aspsgtpgga
fisekfgngg
vhtttnndgwv
ply

wkknnhslyl
lngrlntdtl
1PQququq
nycintygsa
gpagtagsfts
nysggissgd
tlglrsgaft
raymvsvynr
dslrfegnnt
ndngarfsdi

dpivgtvast
arvhaeltgl
1111plfaga
fkglntrlhd
gdwpflyslf
igaspfngnf
arghshyfpd
knnihawvhen
tarytlrgng
nignvvassn

de Bacillus

El gen cry2Ab es una version sintética mejorada del gen nativo

thuriengiensis Subs. Kurstaki. La modificacion fue necesaria para proveer
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secuencias controladoras que permitieran una mejor expresion del gen en las
plantas de algoddn. El gen cry2Ab con su region promotora fue clonado dentro
de Bacillus thuringiensis cepa EG7699. El producto de la expresion del gen
cry2Ab (GenBank accesion No. X55416) tiene una longitud de 633 amino&cidos
con un peso molecular aproximado de 71 kDa (widner and Whiteley, 1990;
Dankocsik et al., 1990).

f)yProteina GUS

La secuencia de aminoacidos de la proteina GUS (603 aminoacidos) codificada

por el gen de la B-glucuronidasa se presenta enseguida:

1
6l
121
181
241
301
36l
421
481
541

mvrpvetptr
rnyagnvwydg
yviagksvri
ntwvdditvv
lwapgegyly
lrgkgfdnvl
lgigfeagnk
areyfaplae
aekvlekell
5avvgegvwn

eikkldglwa
reviipkgwa
tvovnnelnw
thvagdcnha
elcvtaksagt
mvhdhalmdw
pkelyseeav
atrkldptrp
awgeklhapi
fadfatsggi

fsldrencgi
ggrivlrfda
gtippgmvit
svdwgvvang
ecdiyplrvyg
igansyrtsh
ngetggahlg
itcwvnvmfcd
iiteygvdtl
lrvggnkkgi

dgrwwesalg
vthygkvwvn
dengkkkagsy
dvsvelrdad
irsvavkgeqg
ypyaeemldw
aikeliardk
ahtdtisdlf
aglhsmytdm
ftrdrkpksa

esraiavpgs
ngevmehggg
fhdffnyagi
ggvvatgagt
flinhkpfyf
adehgivvid
nhpsvvmwsi
dvlclnryvyg
wseeygceawl
afllgkrwtg

fndgfadadi
yipfeadvip
hrsvmlyttp
sgtlgvvnph
tgfgrhedad
etaavginls
anepdtrpag
wyvgsgdlet
dmyhrvidrv
mnfgekpaag

601 gkg

El gen de la B-glucuronidasa, uidA, también conocido como gus o gen de gusA,
La B-D-

glucuronidase es una exohidrolasa que cataliza la hidrolisis de una gama de B-

se deriva de la Escherichia coli cepa K12 (Jefferson et al., 1986).

glucuronides en sus acidos correspondientes y los aglycones (Oshima et al.,
1987), incluyendo el substrato artificial p-nitrofenil-B-D-glucuronide. La hidrélisis
de este compuesto cromogénico artificial libera un tinte azul que funciona como
marcador visible y cuantificable en los procesos de transformacion de plantas
(Jefferson et al., 1987). La actividad bioquimica y catalitica de esta proteina ha

sido estudiada a fondo (Wang and Touster, 1972). Esta proteina se utiliza como
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marcador que se puede rastrear para identificar aquellas células que seran utiles

en el proceso de regeneracion.

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

cambios

La tolerancia al herbicida Faena Fuerte con Transorb® y resistencia a insectos
lepidépteros plaga conferida al algodén Bollgard®ll/Solucion Faena Flex® por expresién
de los genes cp4 epsps de Agrobacterium sp. cepa CP4 y crylAc y cry2Ab de Bacillus
thuringiensis, respectivamente, son las caracteristicas fenotipicas conferidas; la
proteina CP4 EPSPS asi como las proteinas CrylAc y Cry2Ab no tienen efectos sobre
el metabolismo normal de la planta. No se espera que la expresion de las
caracteristicas acumuladas en las variedades de algodén Bollgard®ll/Solucién Faena
Flex® produzcan efectos interactivos o sinérgicos sobre el metabolismo de las plantas
porque involucran distintos mecanismos de accion. La proteina CP4 EPSPS pertenece
a la familia de las sintasas EPSPS, las cuales son enzimas involucradas en la
penultima fase de la ruta bioquimica del shikimato para la produccion de aminoacidos
aromaticos en los cloroplastos de las plantas es tolerante a glifosato y las proteinas Cry
actuan mediante accion toxica selectiva en el intestino de insectos blanco; cada una de
las proteinas Cry tiene un receptor especifico diferente) y tienen distintos sitios de
ubicacion en la célula vegetal (la proteina CP4 EPSPS y la Cry2Ab tienen localizacion

en cloroplasto y la CrylAc en citoplasma).

l.o Productos de degradacion de la proteina codific ~ ada por el transgen en

subproductos

La proteina CrylAc es termolabil y se degrada rapidamente, en menos de 30
segundos, bajo fluidos gastricos simulados de mamiferos (Fuchs et al., 1993). Ninguna

de las dos proteinas (CrylAc y Cry2Ab) presenta caracteristicas comunes a las
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proteinas alergénicas de alimentos. La comparacion con las secuencias depositadas en
los bancos de datos no ha mostrado similitud de significancia biologica entre las
proteinas CrylAc y Cry2Ab con alérgenos conocidos (Metcalfe et al., 1996b). La
proteina CrylAc en dosis aguda de hasta 4300 mg/kg de peso corporal no ocasiona
efectos adversos en raton (Naylor, 1993a; Naylor, 1993b). De igual forma en estudios
de toxicidad oral con ratones empleando la proteina Cry2Ab en dosis de hasta 1450
mg/kg no han mostrado efectos adversos (Bechtel, 1999). Diferentes estudios sobre
toxicidad oral aguda de preparaciones microbianas de Bt, conteniendo CrylAc y
Cry2Aa (alto grado de similitud con Cry2Ab) en mamiferos tales como ratas y conejos
han mostrado que no se presentan efectos adversos en dosis muy elevadas (Barbera,
1995; Carter & Ligget, 1994; McClintock et al., 1995; Spencer et al., 1996). Dos
estudios por separado en humanos no han encontrado efectos sobre la salud en dosis
orales de 1000 mg de esporas de Bt por dia durante 3 o 5 dias (Betz et al., 2000;
McClintock et al., 1995).

La bacteria Agrobacterium sp. cepa CP4 es un microorganismo presente comunmente
en el suelo y en la rizosfera de las plantas. Unicamente el gen cp4 epsps de esta
bacteria fue transferido para producir las lineas de algodon tolerantes a herbicidas
agricolas de la familia Faena. La secuencia del ADN transferido y de la proteina
producida es completamente conocida y se encuentra presente en todas las plantas y
en la mayoria de los microorganismos que comunmente son parte de nuestra dieta, y
no existe evidencia de que esta proteina pueda causar algun efecto negativo en la
salud humana o de cualquier otro vertebrado. Adicionalmente, no se espera que los
humanos estén expuesto a la proteina CP4 EPSPS expresada por el algodén
Bollgard®Il/Solucién Faena Flex® ya que durante el procesamiento para la obtencion
de aceite de algoddn utilizado para el consumo humano no se reporta la presencia de
proteina (Fuchs, 1994).
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La proteina CP4 EPSPS no presenta homologia con las secuencias de aminoacidos de
las proteinas téxicas y alérgenas de las bases de datos Pir Protein, Swissprot (Bairoch
and Boeckmanm, 1993) y Genpept (Benson et al., 1993). La secuencia de aminoacidos
0 regiones de alta homologia entre dos 0 mas proteinas puede proveer informacion
importante sobre la actividad biolégica de una proteina. Es decir, la secuencia de
aminoacidos puede proveer informacién acerca de las propiedades estructurales,
hidrofébicas e hidrofilicas, inmunogenicidad, estabilidad y la posible funcion de la
proteina identificada. El uso de bases de datos ha demostrado ser una excelente
herramienta para predecir la funcion biolégica de proteinas desconocidas. La secuencia
de la proteina CP4 EPSPS fue comparada con las secuencias peptidicas identificadas
como “alérgenos” y “toxinas” de todas las bases de proteinas disponibles para

identificar si la proteina CP4 EPSPS tiene alguna homologia con alérgenos o toxinas.

Los resultados muestran que no existe ninguna homologia significativa entre las
secuencias de los alérgenos y toxinas conocidas y la secuencia de la proteina CP4
EPSPS. La conclusibn de que esta proteina no es tOxica esta apoyada en los
resultados de estudios de toxicologia aguda en ratones, donde no se encontré ninguna
evidencia de efectos toxicos en los animales de prueba cuando se administro una dosis
de 572 mg/kg de la proteina CP4 EPSPS (Naylor, 1993).

La introduccién de variedades de algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® tolerantes
al herbicida glifosato no posee ningun riesgo de provocar reacciones alérgicas. El
aceite de la semilla de algoddn es el producto mas utilizado para el consumo humano y
los antecedentes que reportan el andlisis del aceite derivado de variedades

Bollgard®/Solucién Faena® confirmaron que no existe proteina CP4 EPSPS detectable
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en el aceite para uso industrial (Fuchs, 1994). Con base en estos resultados no se
espera un consumo humano significativo de esta proteina. Adicionalmente, la
secuencia de aminoacidos de la proteina CP4 EPSPS no muestra homologia con
ninguna de las secuencias de los alérgenos en las tres bases de datos de proteinas
actuales (Mitsky, 1993; Genpet, Pir protein y Sw issprot) y, por lo tanto, se concluye
gue la proteina CP4 EPSPS no presenta ningun potencial de alergenicidad para los

humanos.

Adicionalmente, la proteina CP4 EPSPS es rapidamente desnaturalizada por el calor y
la digestion enzimética y acida en fluidos gastricos simulados (ANZFA, 2001b;
Canadian Food Inspection Agency 1997; Harrison, et al., 1996). La proteina no
presenta homologia con la secuencia peptidica de alergenos depositados en las bases
de datos Genpept, Pir y Sw issProt (Mitsky, 1993).

La autoridad alimentaria de Australia y Nueva Zelanda (FSANZ) ha concluido que los
alimentos derivados del algodén Roundup Ready® (Solucién Faena®), que expresa la
misma proteina CP4 EPSPS que el algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex®, son tan
seguros como aquellos derivados de variedades convencionales (ANZFA, 2000). De
igual modo la EPA de los Estados Unidos ha brindado de excepcion para el requisito de

una tolerancia a residuos de la proteina CP4 EPSPS.
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Secuencia nucleotidica de las secuencias reg uladoras incluyendo

promotores, terminadores y otras, y su descripcion, namero de copias

insertadas, pertenencia de éstas secuencias a la es

secuencias reguladoras homoélogas a la especie recep  tora

Secuencia de ADN del promotor P35S3

GAAT T AA T CAC A A A A A TC TGAGC TTAACAGCACAGTTGC TCC TC TCAGAGT
AFAATCGEETATTCAACACC CTCATATCAACTACTACGTTETGTATAACGETICA
CATEC GG TATATACGATGACTGGEE T TGTACAARAGECGEFCAACAARACGEFIGTTC
CCGEFAGT TG CACACAAGAAATT TGCCAC TATTACAGAGHFCAAGAGCAGCAGCTEA
CECE TAC AC AR AAG TCAGCAAACAGACAGGETTGAACTTCATC CC CARAGEAGAR
G TCAACTCAAGCCC AR GAGC T T TG C TAAGGCCCTAACAAGCCCACCAAAGCARR
AAGCCCACTGEC TCACGC TAGEAACCAAAAGECCCAGCAGTGATC CAGZCCCARR
AFAGATCTCCTTTGC CCCGEFAGATTACAATGFACGATTTCC TCTATCTTTACEAT
CTAGGAAGEAAGTTC GAAGETEAAGGTGAC GACACTATGETTCACCACTEATAATE
AGSAAGET TAGCC TC T T AATTTC AGAR A GAATGCTGACCCACAGATGETTAGAGAE
GECC TACGCAGCAGETC TCATCAAGAC GATCTACCCGAGTAACARATCTCCAGEAG
AT CAAATACC TTCCC AR GAAGE T TAAAGATGCAGTCAAAACATTCAGEFACZTAATT
G AT AR GA A A AG A A AR GAC ATATTTC TCAAGATCAGAAGTACTATTCCAGT
ATGEACGAT T CAAGEC T TG T TC AT AR A CCAAGECAAG TAATAGAGAT TG AGTC
T TAAR A A TAG T TCC TAC TGAATCTAAGGC CATGCATGCAGTC TAAGATTCAR
AT CEAGEATC TAACAGRAACTCGC CGTEAAGAC TGGCGAACAGTTCATACAGAGTC
TTTTACGAC TCAATGACAAGRAA GAR AR TCTTC T CAACATGETEAGCAC GAZAC
TCTEETC TACTC AR AR A TG TCAARAGATACAGTCTCAGAAGACCAARAGGECTATT
GAGACTTTTCAACARAAGGATAATTTCGGEAAACCTCC TCGEEATTC CATTEC CCAG
CTATC T TCACT TCATC GAAAGCACAG TAGAAARAGGAAGETG>CTCCTACARAR T
AT AT TG A TAA A GAAAG GO TATCATTCAAGATGCC TCTGC CGACAGTEET
CCCAAAGATGEACCC CCACCCACGAGGAGCATC G TGGSAAAAAGAAGACGTTCCAR
CCACG T TTCAAAGC AAGTEEATTGATG TEFACATC TCCAC TGACGTAAGEEATGA
CECACAARTCCCAC TATC C TTC G CARGACCC TTCCTC TATATARAGEFAAGTTCATTT
CATTTGEAGAGFACACGC TEAAATCACCAGTC TCTCTC TATAAATC TATC TCTCT
CTCTATAACC

pecie receptora, inclusion de

Secuencia de ADN del terminador 3'nos

CGAAGCAGATCGTTCAAACATTT GG CAATAAAGTTTCTTAAGATTZAATC CTGTT
GG e T TG GATGAT TATCATATAA TTTC T TTGAATTACGTTAAGCATGTAR
TAATTAACATGTAATGCATGAC G TTATTTATCAGATGGGTTTTTATATTAGAGT
G AR TTATAC AT TTAATACGCGATAGAAAACAAR A TATAGCGCGCARACTAG
GATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATG TTACTAGATC G
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Ninguna de las secuencias reguladoras pertenece a la especie receptora. El promotor y
terminador utilizados para la expresion de la proteina cp4 epsps son ampliamente

descritas en Klee, Muskopf and Gasser, 1987.

1551ARALTGECCT
1901 THCALATTTAI
1251ATTTTTTTGE
2001 GTTCTTTTTA
2051 ATATATATTER
2101 AATGTAGTCR
2151AGCCCGEECT
2201 TCALRGCTTCT
ZZ251CCTCALCADLT:
Z30O10GEN GAT CLL
Z351THGCATCATGE
2101 GTTAGT GGGC
2451 GTGEGERCCE
2501 CALLLGCATLT
ZS551ALGT GEFEEAE
2501 CTALTGCETA
ZE51 TCAGGATTTAI
270 1ATATCACTTT
2751 CCTCAAMGET
Z5301 TTCTCTCTTEI:
285 1lAaAnTALD CCAT

CCATTATTTG
ATATGGLATALT
CTAROLLG THLDL
ACCATTTCTT
CALMRTTORCCC
AACARCTGATA
TAAT TARGEC
GCAGGTCCT G
GTCAGGGTAC
TEAAGAOLTCT
TCAGTALGT T
ATCTTTGAADL
Gl O e 0 B O I
TTTGCCTTTA
COnnOLTONLC
T GACGARCGC
GCAGCATTCC
ATTCALOLTT G
TTGTALGEA L
AGGEAGGTT G
TTCCATTGET C

Sequence lllustration

1-21068
21687 - 2880

Flant DA,
P-FlANTSF1/EFR-1o

GCTTAT TChh
GTCTACAMLG
TTACGAATTG
TTACTGAATT
LT TOMALG TAGC
GTTTAALCAT
FCGCCG GO
CTCEAG TGELA
AGAGTC TCCO
TCALT CALN
T O 0 O 0 O T, 5
GTAARTCTTET
AATEG TECO
TTGCALDL G T
T AL G G
AGTGACGACC
AGATTGGGTT
GTATCGCCOO
GAATTC GATA
CTCGTGGALT
ATELRGELTTTT

TCAAAMRGTTT
ACCAARTACE
ATGAATTATC
AALA[ALDLGGT
CAAATTACAD
GACTCTCTTA
AGT CGECCGT
AGCTALTTCT
ARCCATTAGC
TAANCTACTG
BRCATCCACCE
CAACATCGAG
GAATTGTTAG
ALDGCAGATT
CTETCCTEAC
ACADRADGADT
CAATCLDCAD
ALC CARGALG
TCAMAGCTTGA
GEEACLCATA

ACALLOCTARG
AATTGEAGTOL
ATTTTALLDL
TTTATTAATC
ATTTTALATTC
AGETAGCCAM
GGOCGOGTTA
CARTCCALDLG
CAnnnGCTAC
TTCCAGCACH
B0 L CT TALD
CAFCTGGECTT
BCECACCTORC
CCTCTAGTORC
BGCCCACTCh
TAGCTT LG
GGTACGLGCC
AL CTCCCAT
TATCGEGALGT
TGEFTTGTTAT

Promotor quimérico constituido por la region promotora del gen TSF1 de Arabidopsis

thaliana y secuencias potenciadotas del promotor 35S del virus del mosaico de la
Scrophularia (FMV) (http://gmdd.shgmo.org).
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SO01AGCCACTC G
SS1EACACGTC G
G001 CHGCCTATA LD
251 TCATTTTA TS
SO01TTGGTALAT T
EE1FATCCATGTA
SO0l TACAOLGC Th
551 GGEGTALAATT
TO1AATTTTCTAT
FE1ATTTALATCCT
SO01 TACAOTTT T4
SS1ATTTTCTEAT
SO1lTTTGCATT TA
951 TGCATATGCG

GTGGAGGCCT
ALTALLGARTT
TACGACGEZAT
ATALCGCTGC
CTCTTTCEXTT
CGATTTCCCGE
TTTGCTTATS
TAGGAGGGGG
TTAGTTATTT
T TALALDT T
TTAT CATRADL
TTTGCCCCTHR
ATEATTTCTT
ALALGTTAGTC

sequence lHlustration

[4- 300 ES
301- 59 plasmid flanking
S99 - 1675 Flant DA,

CATCTALGCC
TCCEAAT TLG
CGTAATTTGT
GELCATCTLC
TTCTCCATLAT
ACATGARGCC
ACATATGC G
CTTETAGGTC
AALRTTTTAL
TANM G TS TS
ALTTATALTT
ACTETLAATAT
TAATTCAGTC
CTTECCTARGT

CCCATTT GG
ALTOOATT TGT
CGTTTTATCA
AHATTTTTGALT
TEACCLAT CAT
ATTTACALTT
AL TTTTGT
TCGCTTCTCT
AACGTAAALTR
GACTATT.OLD
TaATTTCGRC
TTGTATL AL
CRD OO G
G TA T TLALLG

Bayer CropScience

CGT GAATGTA
TTATTGCTTT
AARMTGTACTT
TEL AL DD
ACTCATTGCT
CAATATATAT
LHCTATLAT Ch
TLh oo TGRoh
TAAAAATTTC
ATGATGARLALT
CCC TALCADD
ACATTTTCTT
ATTTATTALT
Gl O Gl R I C

X
X

B N
A

BAYER
E

R

Secuencia de DNA derivada de Pisum sativum conteniendo la regién 3’ no traducida del

gen rbc E9 codificante para la subunidad pequefia de la ribulosal, bifosfato carboxilasa

de chicharo (http://gmdd.shgmo.org).

Patogenicidad o virulencia de los organismos do

De los organismos donadores:

nadores y receptores

a) Bacillus thuringiensis  subesp . kurstaki

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria gram-positiva, facultativa anaerébica que
forma inclusiones de proteina adyacente a la endospora. Las subespecies de Bt
pueden sintetizar mas de una inclusion parasporal. Estas inclusiones estan
formadas por diferentes proteinas cristal insecticida (PCI). 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
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de la solubilizacién de los cristales, de la conversion de la protoxina a la toxina
biologicamente activa por las enzimas proteoliticas, 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.

La proteina producida en el algodén Bollgard (CrylAc) es 99.4% idéntica a la
proteina producida por Bacillus thuringiensis subespecies kurstaki (B.t.k.) de la cepa
HD-73. Esta cepa controla insectos plagas por la produccion de las proteinas cristal
insecticida conocidas como delta-endotoxinas. La proteina delta-endotoxina
producida por varias subespecies de Bt exhiben diferencias en la secuencia de
aminoacidos para el dominio terminal amino de las proteinas. Estas diferencias son
importantes en la accion selectiva contra ciertas insectos plagas. Lo mas
importante, la accion de la proteina de Bt no tienen efecto contra organismos no
blancos tales como los peces, aves y mamiferos debido a que tienen los receptores
en el intestino medio. Esto explica la ausencia de toxicidad de la proteina delta
endotoxina de B.t.k. a los organismos no blancos. La proteina B.t.k. expresada en el
algodén Bollgard® muestra especificidad solamente a los insectos del orden

lepidéptera y no tiene ningun efecto dafiino sobre los organismos no blancos.

Cry2Ab es una version sintética mejorada del gen nativo de Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki. La modificacibn fue necesaria para proveer secuencias
controladoras que permitieran una mejor expresion del gen en las plantas de

algodon. El gen cry2Ab con su region promotora fue clonado dentro de Bacillus
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thuringiensis cepa EG7699. El producto de la expresion del gen cry2Ab fue aislado
y purificado de la cepa bacteriana modificada EG7699. La proteina Cry2Ab
(GenBank Accesion No. X55416) tiene una longitud de 633 aminoacidos con un
peso molecular aproximado de 71 kDa (Widner and Whiteley, 1990; Dankocsik et
al., 1990).

b) Agrobacterium sp. cepa CP4

Agrobacterium tumefaciens es un fitopatdgeno que habita de manera natural en el
suelo, el cual utiliza un proceso de ingenieria genética natural para alterar la
magquinaria metabdlica de las células de la planta hospedante. Este proceso hace
gue las plantas hospedantes desvien suministros de carbono y nitrdgeno organico
para la producciéon de nutrientes (opinas) que pueden ser especificamente
catabolizados por la bacteria invasora (Tempe and Schell, 1977). Las células
infectadas son inducidas a proliferar. La enfermedad de la agalla de la corona es el
resultado directo de la incorporacion de una regién de ADN-transferible (ADN-T), del
plasmido circular Ti (induccion de tumor) de 150 a 250 kB, transferido por A.
tumefaciens dentro del genoma de la planta hospedante. 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 proporcion 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
dicotiled6neas 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
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bacteria entra a la planta a través de heridas y transfiere una fraccion de su ADN,
denominada ADN-T, a las células de las plantas causando la formacion de un
tumor. El tumor se desarrolla debido a que el ADN-T 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 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 (Lopez, 1994). Generalmente las
bacterias se reproducen por biparticion. Tras la duplicacion del ADN, dirigida por la
ADN-polimerasa que se encuentra en los mesosomas, la pared bacteriana crece
hasta formar un tabique transversal separando las dos nuevas bacterias. Ademas
de este tipo de reproduccion asexual, las bacterias poseen mecanismos de
reproduccion sexual, mediante los cuales se intercambian fragmentos de DNA, los
cuales pueden ser:

» Transformacion: Consiste en el intercambio genético producido cuando
una bacteria es capaz de captar fragmentosde ADN, de otra bacteria que
se encuentran dispersos en el medio donde vive.

e Conjugacion: En este proceso, una bacteria donadora F+ transmite a
través de un puente o pili, un fragmento de DNA, a otra bacteria receptora
F-. La bacteria que se llama F+ posee un plasmido, ademas del
cromosoma bacteriano (intercambio de plasmido entre bacterias

compatibles).
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» Transduccion: En este caso la transferencia de ADN de una bacteria a
otra, se realiza a través de un virus bacteriéfago, que se comporta como
un vector intermediario entre las dos bacterias. Algunas bacterias
encontradas en el suelo como las especies fitopatdbgenas del género
Agrobacterium pueden transferir DNA a las plantas a través del
mecanismo denominado transformacion (transferencia viral de DNA
dentro de una bacteria) (Morrison, 1996; Davison, 1999; Thomson, 2000).

En general la habilidad de las bacterias para aceptar ADN del ambiente varia
marcadamente entre las diferentes especies y la frecuencia de transformacion, aun
bajo condiciones ideales, es muy baja. Agrobacterium tumefaciens son bacterias
aeroObicas en forma de bacilos, gramnegativas, flageladas, peritricas; forma colonias

mucoides y blancas. La composicion de bases de DNA varia de 58 a 63.5% GC.

c) Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV)

El Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV) es un Caulimovirus presente en la
naturaleza en plantas cruciferas (col, coliflor, colza, mostaza); también se ha
reportado en cacahuate, soya y casava. 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 cafia de azucar. Las particulas del CaMV contienen una molécula circular de DNA
de doble cadena. En el ndcleo de las plantas huéspedes el DNA se presenta como
minicromosoma cuya trascripcion produce moléculas de RNA. Este RNA es el
templado para la trascriptasa reversa que produce copias de ADN del CaMV que
sera empacado en nuevas particulas virales. EI RNA se utiliza para la sintesis

directa de proteinas virales dentro de las que se incluye las que integran la capside.
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d) Figwort Mosaic Virus (FMV/CMoVb; Virus del Mosai  co de la Scrophularia )
Caulimovirus del grupo pararetrovirus, muy similar al virus del mosaico de la coliflor
(CaMV). Se reportd por primera vez en Scrophularia californica en 1982. Familias
con hospederos susceptibles: Scrophulariaceae. Los viriones no presentan
envoltura; nucleocapsides isométricas de 50 nm de

diametro, redondas. Los viriones contienen una molécula de DNA de doble cadena
circular (International Committee on Taxonomy of Viruses, 2002). El FMV ha sido
secuenciado y se han encontrado ocho marcos de lectura abiertos, siete de los
cuales corresponden en tamafo y localizacion al CaMV. Se han desarrollado
vectores de expresion en plantas empleando secuencias del FMV (Matai et al.,
1997). El promotor del FMV se ha caracterizado y se tiene que es constitutivo en la
mayoria de los tejidos vegetales, su fuerza es comparable o mas fuerte que el
promotor CaMV y mucho mayor que el promotor de la nopalina (Sanger et al., 1990;
Matai et al., 1997). EI promotor del FMV posee doble potenciadotes y el eliminar
uno reduce su actividad en 75%. El FMV posee sefiales de poliadenilacién similares
al CaMV. ElI FMV es un promotor util alterno al promotor del CaMV para el

desarrollo de plantas GM.

Del organismo receptor:

El algodon se cultiva ampliamente y tiene una historia de uso seguro. El algoddén no
es considerado dafino ni patogénico para humanos, sin embargo la planta produce
gosipol y acidos grasos ciclopropenoides (CPFA, cyclopropenoid fatty acids), los

cuales son toxicos naturales.

El gosipol es una sustancia terpenoide encontrada naturalmente en muchas
especies de Gossypium incluyendo al algodon y se encuentra localizada en

glandulas a lo largo de toda la planta, incluyendo la semilla (Abou-Donia, 1989).
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Los aldehidos de terpenoides en las glandulas de pigmento son una fuente
importante de resistencia a herbivoros e insectos. Los niveles de gosipol
encontrados en alimentos humanos y animales fabricados a partir de semilla de
algodon deben ser minimizados ya que pueden causar problemas toxicoldgicos
como disminucion del apetito, pérdida de peso corporal y disnea (Berardi y
Goldblatt, 1980). EI gosipol se encuentra en estado libre en la semilla entera y se
une a la lisina u otro componente durante su procesamiento en alimento. Se

considera que el gosipol unido de esta manera no esta disponible para los animales.

Los acidos grasos ciclopropenoides (0.1 - 1.3% del aceite de semilla de algodon),
esterculico (C-19) y acido malvalico (C-18), son acidos grasos Unicos comunes en
algodon. Los niveles de acidos grasos ciclopropenoides deben ser también
minimizados debido a sus efectos indeseables, los cuales dan como resultado

alimentos inseguros (Cherry y Leffler, 1984; Phelps et al., 1965).

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

en la conformacién molecular de enzimas (Fretzdorff, 1992).

Estos acidos son desactivados o removidos en gran medida del aceite por

hidrogenacion o durante la desodorizacion a 230-235<C.
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l.r Genes de seleccion utilizados durante el desarr  ollo del OGM vy el fenotipo
gue confiere estos genes de seleccion, incluyendo e | mecanismo de accion de

estos genes

El gen reportero uidA vy la proteina codificada.

Las plantas de algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® contienen el gen reportero
uidA. Este gen fue empleado como marcador en el laboratorio para seleccionar
satisfactoriamente las células de algodén modificado Bollgard®ll durante el proceso de
transformacion. El gen uidA proviene de la bacteria Escherichia coli y codifica para la
enzima beta glucuronidasa (GUS). La enzima GUS transforma un substrato incoloro a
un producto de color azul en un ensayo sencillo y es utilizada como un “marcador”
reportero para detectar tejidos que han sido transformados satisfactoriamente. La
exposicion de tejidos vegetales que contienen la enzima GUS a este sustrato facilita la

cuantificacion de la expresion del gen uidA (Jefferson et al., 1986).

Los genes de resistencia a antibiéticos  npt Il y aad y las proteinas que codifican.

El algodén Bollgard®Il/Solucién Faena Flex® contiene los genes marcadores de
resistencia a antibidticos npt 1l y aad provenientes de Escherichia coli. Estos genes
fueron empleados durante los pasos iniciales de trabajo de laboratorio para el
desarrollo de las plantas de algodén Bollgard®ll a fin de permitir la seleccién de células
gue contenian la modificacion genética deseada. Ambos genes se emplean
comunmente como marcadores de seleccion durante la obtencion de plantas GM. El
gen nptll fue aislado a partir del transposén Tn5 (Beck et al., 1982) y codifica para la
enzima neomicina fosfotransferasa tipo 1l (NPT II), que confiere resistencia a
antibidticos aminoglicésidos como la kanamicina y la neomicina. La enzima NPT II
utiliza ATP para fosforilar kanamicina y neomicina, inactivando as i los antibioticos y

previniendo la muerte de las células que producen NPT Il. El gen npt Il funciona como
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un marcador de seleccion en los pasos iniciales de laboratorio donde se seleccionan
las células de algodon que han sido modificadas genéticamente, permitiendo su
desarrollo mientras que se inhibe el crecimiento de las células que no han sido
transformadas. La enzima NPT Il se encuentra ampliamente distribuida en el ambiente
y en la cadena alimenticia; los microorganismos resistentes a kanamicina se presentan
en forma natural en el suelo y en los sistemas digestivos de mamiferos (Flavell et al.,
1992). La expresioén del gen nptll en las plantas de algodén Bollgard®ll/Solucién Faena
Flex® esta controlado por el promotor 35 S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y
se utiliza como region terminadora del mRNA la del gen nos de A. tumefaciens. El gen
aad fue utilizado en el laboratorio, antes de la produccién de las plantas genéticamente
modificadas, para seleccién en bacterias que contenian el plasmido con la construccién
a utilizar en la transformacion del algodon. Este gen fue aislado del transposén Tn7 y
confiere resistencia a los antibidticos espectinomicina y estreptomicina (Davies &
Benveniste 1974). El gen aad no se expresa en las plantas de algodén debido a que se
encuentra bajo el control de su promotor bacteriano, el cual no es activo en plantas y
no se han adicionado los elementos genéticos necesarios para su expresion en

plantas.

l.s Numero de generaciones que mostraron estabilida d en la herencia del

transgen

El algodén Bollgard®ll contiene una copia completa de los genes transferidos, mismos

gue se integraron de manera estable el genoma del algodonero.

Datos de segregacion a través de cuatro generaciones se compararon y la frecuencia
de los individuos esperados con los observados que expresaban la proteina cry2Ab. La
expresion de la proteina Cry2Ab se analiz6 mediante ELISA. Todas las generaciones

segregaron una sola insercion del gen cry2Ab. La presencia de la proteina Cry2Ab a
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través de multiples generaciones sigui6 el patron de herencia mendeliana. La presencia

del gen cry2Ab fue confirmada mediante analisis Southern blot.

La estabilidad de la insercion se demostré6 mediante un analisis Southern blot de ADN
gendémico de muestras tomadas de tejido de hojas a través de cinco generaciones. No
hubo diferencias en el patron de hibridacion entre los fragmentos de ADN extraido de
cualquiera de las cinco generaciones. Estos resultados demuestran que la insercion de
ADN plasmido PV-GHBK11 es estable en el genoma de plantas a través de cinco

generaciones de mejoramiento.

El algodén Solucién Faena Flex® se ha llevado por cinco generaciones de retrocruzas
sin pérdida del fenotipo de tolerancia a glifosato o rearreglo de los elementos genéticos
transferidos. El material genético y los segregantes del material transferido no
presentan el fenotipo de tolerancia al herbicida. Datos obtenidos de analisis de
hibridacion Southern indican que todos los elementos genéticos transferidos,
incluyendo regiones codificantes, promotores y regiones no codificantes, se encuentran
presentes como insertos Gnicos de manera estable en el algodén Solucién Faena Flex®

(MON 88913) y de que no se encuentran secuencias del vector no requeridas.

La estabilidad de la tolerancia a glifosato se evalué mediante andlisis Southern blot. La
primera generacion resultante de la auto polinizacién segregaron en una proporcion 3:1
(resistentes y no resistentes). Generaciones avanzadas (R4 y R5) de plantas
homocigotas auto polinizadas segregaron en una proporcion 1:0. Estos resultados no
son significativamente diferentes a lo esperado de acuerdo la herencia mendeliana; y
confirman la homocigosis y estabilidad del caracter dominante a través de multiples

generaciones.

|t Referencia bibliogréafica sobre los da  tos presentados

http://www.agbios.com
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Il IDENTIFICACION DE LA ZONA O ZONAS DONDE SE PRETENDA
LIBERAR EL OGM:

Il.a Superficie total del poligono o poligonos dond e se realizard la liberacion

Se realizara la liberacién del algodén BG2F Bollgard®ll (MON 15985-7) y Solucién
Faena Flex® (MON-88913-8) en una superficie de 10,000 ha, las cuales quedan
contenidas en los poligonos que se anexan en el siguiente inciso. Se importara 220,000

kg de semilla (En el anexo 1 se presentan mas detalles).

Il.b Ubicacién, en coordenadas UTM, del poligono 0 poligonos donde se

realizara la liberacion, y

Cuadro 5. Los Poligonos de liberacion al ambientet  ienen los extremos:

Zonas Agricolas del Sur de Tamaulipas
Vertice 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 22.50451 -97.91892 611195.6739 2489072.418 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
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ANEXO: POLIGONO DE LIBERACION PROPUESTO PARA EL SUR DE TAMAULIPAS

DISTRITOS DE DESARROLLO RURAL CUBIERTOS MAPA GENERAL Y CLAVE DE ECORREGIONES
ABASOLO FBASPLO e

VICTORIA

606671 4554 | 2575014.187 |_14 |
6257 2532004959

X -99.11267 | 4884057359 | 2480756277 | 14 i
2312507 | -00.15201 | 4643441150 | 2s67arzot2 14 | 49, 1.2.

Simbologia Simbologia

| Poligonos de Liberacién || Areas Agricolas [0 Areas Naturales Protegidas Poligonos de Liberacién ~ © 5,001 - 10,000 Carretera Estatal [ Arcas Naturales Protegidas
® 50,001 -100,000 = 1000-5000  [___] Areas Urbanas
© 10,001 - 50,000 = <1000

— Carretera Federal

@ Bayer CropScience

Figura 9. Poligonos donde se liberara el algodon B2  F en el Estado de Tamaulipas
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Ill.c Descripcion de los poligonos donde se realizar & la liberacion y de las
zonas vecinas a éstos segun las caracteristicas de diseminacién del OGM de que

se trate

ll.c.1Listado de especies sexualmente compatibles y de las especies que

tengan interaccion en el area de liberacion y en zo  nas vecinas a éstos

No existen parientes silvestres o especies compatibles sexualmente con el algodon
en las areas de liberacion y en zonas vecinas. EIl Unico cultivo con el cual podria
cruzarse son otros cultivos comerciales de algodon, para lo cual Bayer de México
S.A. de C.V. propone una serie de medidas de bioseguridad que se mencionan en

la seccion IV.

Il.c.2 Descripcién geogréfica

Los poligonos donde se realizara la liberacion estan ubicados en las regiones
algodoneras del Sur del estado de Tamaulipas, en los municipios de
Xicoténcatl,Tampico, El Mante, Llera, Gonzalez, Gémez Farias, Ciudad Madero,
Antiguo Morelos, Altamira, Aldama; en el estado de San Luis Potosi los municipios
Taquin, San Vicente Tancuayalab y Ebano, y los municipios de EIl Higo, Pueblo

Viejo y Panuco en el estado de Veracruz.

Adyacente a estas regiones algodoneras se encuentran las siguientes Areas

Naturales Protegidas:

» Area de proteccion de flora y fauna Laguna Madre y Delta del Rio Bravo
e Santuario Playa de Rancho Nuevo

* Reserva de la Biosfera Sierra del Abra Tanchipa
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Existe, sin embargo, el compromiso de Bayer de México S.A. de C.V de no realizar
ninguna liberacién al ambiente del algodén BG2F fuera de los poligonos solicitados

y descritos anteriormente.

II.c.3  Plano de ubicacién sefialando las princi  pales vias de comunicacion.

Figura 10. Mapa de las principales vias de comunica ci6n en el
Estado de Tamaulipas
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. ESTUDIO DE LOS POSIBLES RIESGOS QUE LA LIBERACION D E
LOS OGMS PUDIERA GENERAR AL MEDIO AMBIENTE Y A LA
DIVERSIDAD BIOLOGICA a los que se refiere el articulo 42, fraccién 1ll,  de la
Ley. Contendra, ademas de lo dispuesto en el articu  lo 62 de la Ley, la informacién
siguiente (Referirse al paquete regulatorio del eve nto genético combinado
Bollgard 1l®/Solucion Faena Flex® (MON 15985 x MON  88913) en algodon,

propiedad de la Compafiia Monsanto, se anexa carta):

lll.a Estabilidad de la modificacion genéticadel O GM

El algodén Bollgard®ll contiene una copia completa de los genes transferidos, mismos
gue se integraron de manera estable al genoma del algodonero.

Datos obtenidos de analisis de hibridacion Southern indican que todos los elementos
genéticos transferidos, incluyendo regiones codificantes, promotores y regiones no
codificantes, se encuentran presentes como insertos Unicos integrados de manera
estable en el algodén Solucién Faena Flex® (MON 88913) y de que no se encuentran
secuencias del vector no requeridas. El algodén Solucién Faena Flex® se ha llevado
por 5 generaciones de retrocruzas sin pérdida del fenotipo de tolerancia a glifosato o
rearreglo de los elementos genéticos transferidos. ElI material genético transferido se
hereda siguiendo un patron Mendeliano para genes Uunicos y dominantes y los
segregantes del material transferido no presentan el fenotipo de tolerancia al herbicida.
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ll.b Expresion del gen introducido, incluyendo niv eles de expresion de la
proteina de interés en los diversos tejidos, asi co mo los resultados que lo

demuestren

a) Niveles de expresion de las proteinas CrylAc y N PTIl en plantas de

algodén Bollgard

Las proteinas CrylAc y NPTIl se producen en bajos niveles (partes por millon o
Mg/gr) en varios tejidos de la planta de algodén Bollgard®. Los datos generados a
partir de muestras recogidas en 1992 se presentan en los cuadros 6y 7.

Las proteinas CrylAc y NPTIlI se detectaron en el evento 531 y no fueron
detectadas, segun lo esperado, en la linea parental Coker 312. Los niveles medios
de la proteina CrylAc en 1992, fueron 1.56 y 0.86 ug/gr peso fresco en hoja y
semilla de algoddn sin procesar, respectivamente. Los niveles medios de la
proteina NPTII en 1992, fueron 3.15 y 2.45 ug/gr peso fresco, para hoja y semilla
de algoddn sin procesar, respectivamente. Las muestras de varias localidades, en
ocho afios de ensayos en campo, muestran niveles medios de la proteina CrylAc
en semilla de algodon sin procesar que variaron de aproximadamente 1 a 9 ug/gr
de peso fresco. En semilla de algoddn sin procesar, el nivel medio de la proteina
NPTII varié de 2.0 a 15 pg/gr de peso fresco entre las mismas localidades y afios

de ensayo en campo.
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Cuadro 6. Niveles de proteinas CrylAc, NPTIl y AAD en tejido de hoja de algodén en

1992 (ug/g peso fresco)

Analizado Coker 312 2 Linea 531 (Bollgard ®)2
CrylAc media ND 1.56

Rango NA 1.18-1.94

error std NA 0.15

NPTIl media ND 3.15

Rango NA 246 -3.84

error std NA 0.270

AAD media ND ND

Rango NA NA

error std NA NA

#Media de niveles de expresion a lo largo de las localidades de ensayo en campo. N=36.6 muestras por cada una de

seis localidades.

ND=no-detectable; NA=no aplicable

Cuadro 7. Niveles de expresion de proteinas CrylAc, NPTIl y AAD en semilla de
algoddén en 1992 (ug/g peso fresco)

Analizado Coker 312 ° Linea 531 °
CrylAc media ND 0.86
rango NA 0.40-1.32
error std NA 0.18
NPTII media ND 245
rango NA 1.97-2.93
error std NA 0.19
AAD media ND ND
rango NA NA
error std NA NA

#Media de niveles de expresion a lo largo de las localidades de ensayo en campo. N=36.6 muestras por cada una de

seis localidades.

ND=no-detectable; NA=no aplicable.
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La proteina CrylAc no fue detectada en néctar recolectado de algodén Bollgard®,
utilizando un ensayo con un limite de deteccion de 1.6 ng/g (0.001 ppm) de peso
fresco de néctar. La proteina CrylAc esta presente en el polen a niveles por
encima del limite de deteccion del ensayo utilizado para evaluar las

concentraciones de la proteina CrylAc: 11.5 ng/g peso fresco de polen.

Después del procesado, los niveles de proteina CrylAc fueron reducidos a niveles
no-detectables en la mayoria de los productos procesados de semilla de algodon:
aceite refinado, fibras marrones y harina de semilla de algodon. La proteina
CrylAc no fue detectada por ELISA o bioensayo con insectos, en la harina de
semilla de algodon procesada. Se encontrd que el contenido de proteina total en
el aceite refinado de semilla de algodon estaba por debajo del limite de deteccidon

del ensayo (1.3 ppm).

Se analizaron las fibras largas de la semilla de algodén Bollgard® para medir la
presencia de la proteina CrylAc, utilizando analisis de western blot y bioactividad.
La proteina CrylAc fue detectada a 0.1 ug/g de peso de fibras sin procesar.
Después del procesamiento de las fibras a fibras marrones o a fibras de algodén
mas purificadas, la proteina CrylAc no fue detectada a un limite de deteccion de
0.08 pg/g de peso.

b) Niveles de expresion de las proteinas Cry2Ab en el algodén Bollgard I

Se cuantificaron los niveles de las proteinas Cry2Ab en muestras que fueron
colectadas de 8 localidades donde se realizaron evaluaciones de prueba durante
1998, mismas que son representativas de las principales regiones algodoneras de

los Estados Unidos y presentan una diversidad de condiciones ambientales.
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Produccion de la proteina Cry2Ab.

Los niveles de la proteina Cry2Ab en hojas jovenes se mantuvo constante a lo
largo de las diferentes evaluaciones y localidades, con valores de 10.1 a 33.3
microgramos/g de peso fresco y con una media a lo largo de las localidades de

23.8 +/- 6.3 microgramos/g peso fresco.

Los niveles de la proteina Cry2Ab en el tejido de la semilla también fue
consistente a lo largo de todas las localidades con valores de 31.8 a 50.7
microgramos/g de peso fresco con una media de 43.2 +/- 5.7 microgramos/g peso

fresco.

La produccion promedio de la proteina Cry2Ab en una planta completa fue de 8.80
+/- 1.2 microgramos/g peso fresco con un rango entre localidades de 7.28 —10.46
microgramos/g de peso fresco. En polen la proteina Cry2Ab no fue detectada por

arriba del limite de deteccion del ensayo (0.25 microgramos/g).

El algodon BG2F fue desarrollado utilizando métodos de cruzamiento
convencional a partir de variedades de algodon Bollgard®ll (MON 15985-7) y
Solucion Faena Flex® (MON-88913-8) de manera independiente, por lo tanto, no
existen la posibilidad de interaccion entres los dos tipos de proteinas que

pertenecen a vias metabolicas diferentes.

c) Niveles de expresion de la proteina CP4 EPSPS en el algodén Solucién
Faena Flex®.

Los niveles de la proteina CP4 EPSPS en el algodbn MON 88913 fueron
determinados por un método validado de andlisis inmunoenzimatico ELISA (del
inglés, Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Los niveles de la proteina CP4

EPSPS en hojas jovenes, hojas de todo el ciclo, raices, semillas y polen fueron
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determinados en tejidos de algodon MON 88913 colectados en ensayos de campo
con replicacion a través de Estados Unidos durante 2002. Los niveles de proteina
CP4 EPSPS para todos los tipos de tejido fueron calculados en microgramos (Ug)
por gramo (g) de peso fresco. El contenido de humedad se determiné para las
hojas jovenes, hojas de todo el ciclo, raices y semillas en donde también se
calculo en microgramos (pg) por gramo (g) de peso seco. El nivel promedio de
proteina CP4 EPSPS en cuatro localidades para hojas jovenes, hojas de toda el
ciclo, raices y semillas de algodon MON 88913 fue de 970, 1400, 690, 630, 99 y
340 ug/g de peso seco, respectivamente. El nivel promedio de proteina CP4

EPSPS en polen en cuatro localidades fue de 4.0 pg/g de peso fresco.

ll.c Caracteristicas del fenotipo del OGM

Las variedades de algodon Bollgard®ll/Solucion Faena Flex® contienen dos copias del
gen epsps de Agrobacterium sp. cepa CP4. El gen cp4 epsps codifica una enzima (CP4
EPSPS) que es tolerante a la inhibiciéon por el herbicida glifosato (Padgette et al.,
1993), y se ha incorporado a las plantas de algoddn para conferir tolerancia a las
aplicaciones foliares de glifosato. La enzima EPSPS nativa del algodon es susceptible
al herbicida glifosato. Las plantas de algodén Bollgard®Il/Solucion Faena Flex® difieren
del algod6n Solucién Faena® que se comercializa actualmente, que contiene una sola
copia del gen cp4 epsps, en que la tolerancia a herbicidas agricolas de la familia Faena
es mas prolongada. En el algodon Bollgard®Il/Solucion Faena Flex® la aplicacion de
herbicidas agricolas de la familia Faena para el control de maleza se puede realizar
desde el establecimiento de las plantas de algoddn hasta 7 dias antes de la cosecha.
Por el contrario, si en el algodon Solucion Faena® los herbicidas agricolas de la familia
Faena no son aplicados para controlar la maleza por alguna causa, por ejemplo lluvia,

cuando la planta llega al estadio de 42 hoja o 35 dias de crecimiento, el herbicida ya no
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puede ser aplicado sobre el cultivo en estadios de desarrollo posteriores. Por lo tanto el
algodon Bollgard®Il/Soluciéon Faena Flex® tiene la intencion de brindar a los
agricultores mayor flexibilidad en cuanto a la época de aplicacion del herbicida para el

control de la maleza.

l.d Identificacion de cualquier caracteristica fi  sica y fenotipica nueva
relacionada con el OGM que pueda tener efectos adve rsos sobre la diversidad
bioldgica y en el medio ambiente receptor del OGM

El algodén BG2F fue desarrollado utilizando métodos de cruzamiento convencional a
partir de variedades de algoddén Bollgard®ll (MON 15985-7) y Solucién Faena Flex®
(MON-88913-8) de manera independiente, por lo tanto, no existen caracteristicas
fisicas y fenotipicas nuevas que puedan tener efectos adversos sobre la diversidad

biologica y el medio ambiente.

lll.e Comparacion de la expresion fenotipica del OG M respecto al organismo
receptor, la cual incluya al menos, ciclo biol6gico y cambios en la morfologia
bésica

El algodon Bollgard® es sustancialmente equivalente a los algodones convencionales,
excepto para las secuencias genéticas insertadas, las proteinas expresadas (proteina
CrylAc y la enzima neomicinafosfotransferasa) y la capacidad de la planta para resistir

el dafio de los insectos del orden Lepidoptera.
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En las observaciones morfolégicas realizadas en campo no se detectaron diferencias
morfoldgicas, de crecimiento o de desarrollo entre el algodén Bollgard® y el Coker 312.
Es decir, no se encontraron diferencias en germinacién, morfologia, tiempo de floracion
y fructificacion, formacion y desarrollo de bellotas, y rendimiento. Con respecto a los
analisis de calidad de fibra, no se observaron diferencias entre al algodon Bollgard® y
el coker 312 en relacién al micronaire, longitud, resistencia, elongacion y porcentaje de

fibra (bajo condiciones en las que se controlaron las plagas en el Coker 312).

No se encontraron diferencias con respecto a la susceptibilidad a las plagas no blanco
entre el algodon Bollgard® y el Coker 312, es decir la respuesta del algodon Bollgard®
y el Coker 312 fue muy similar a las siguientes plagas tales como la mosquita blanca,
gusano soldado, minador de la hoja, chinche Lygus, pulgones y al picudo del
algodonero. Asimismo, no se encontraron diferencias a la susceptibilidad a las
enfermedades como Rhizoctonia y Agrobacterium entre el algodon Bollgard® y el
Coker 312. Por ultimo, la sobreviviencia de las semillas provenientes del algodén
Bollgard® que se queda en el campo después de la cosecha no fue diferente a las

semillas provenientes del Coker 312.

Para el algoddn Bollgard® Il se cuantificaron diferentes variables para determinar
morfologia y madurez, incluyendo: aspecto general de la planta, dias a la emergencia,
vigor de la planta, conteo de plantas establecidas, relacion de altura: nudo, nimero de
dias a la primera flor blanca, dias a la primera bellota abierta, numero de dias al 50%
de bellotas abiertas, retencién de fruto (el porcentaje del fruto en primera posicion
retenido en el 95% de la zona), mapeo de planta y dias a cosecha. Cualitativamente
entre todas las evaluaciones de campo de 1998 y 1999 no se observaron diferencias
en apariencia entre el evento 15985 y las plantas usadas como testigo que estuvieran

fuera de la variabilidad natural de la variedad DP50. El desarrollo del cultivo, su
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crecimiento y vigor no fueron diferentes entre el algodon evento 15985 y las plantas
usadas como testigo DP50B en ninguna de las localidades evaluadas para las

mediciones de la relacion altura: nudo, fechas de floracion y conteos de bellotas.

En algodén Solucién Faena Flex ® No se detectaron diferencias en las caracteristicas

fenotipicas entre el MON 88913 y el algodon convencional.

Los datos fenotipicos indican que el MON 88913 no posee ninguna ventaja comparable

a otro algodon que tuviera como resultado el de incrementar su potencial de maleza.

Se llevo a cabo una cuidadosa caracterizacion fenotipica del MON 88913 comparando
multiples caracteristicas fenotipicas, incluyendo 11 -caracteristicas durante el
crecimiento y el desarrollo vegetal, 20 caracteristicas de mapeo de la planta, cuatro de
medidas capsula/semilla de la planta, 6 caracteristicas de la calidad de la capsula y de
la fibra, mdltiples regimenes de germinacion de la semilla, ocho caracteristicas
reproductivas morfoldgicas y 69 de componentes. Ademas, se recolectaron datos de
observacion sobre la presencia y cualquier respuesta diferencial a factores de estrés
(plagas y enfermedades) bidticos y abidticos. Estas medidas son bien conocidas por
los fitomejoradores del algodén y pueden proporcionar datos suplementarios para
determinar las interacciones planta- plaga.

Las conclusiones generales de esta extensa caracterizacion fenotipica fueron que no
existen diferencias biolégicas significativas en términos de potencial como plaga entre
el MON 88913 y el MON 88913(-) y que la modificacién fenotipica del algodén ha sido

Unicamente con respecto a la tolerancia al herbicida glifosato que se buscaba.

El algodén BG2F fue desarrollado utilizando métodos de cruzamiento convencional a
partir de variedades de algoddén Bollgard®ll (MON 15985-7) y Solucién Faena Flex®
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(MON-88913-8) de manera independiente, por lo tanto, no existen diferencias

fenotipicas comparado con el algodon convencional.

.f Declaracion sobre la existencia de efectos so  bre la diversidad bioldgica y

al medio ambiente que se puedan derivar de la liber  acion del OGM

Ninguno. El algodon con caracteristicas de resistencia a insectos lepidépteros y

tolerancia al uso de herbicidas tiene un historia larga de uso seguro.

lll.g  Descripcidon de uno o mas metodos de ident  ificacion del evento especifico
del OGM, incluyendo niveles de sensibilidad y repro ducibilidad, con la
manifestacion expresa del promovente de que los mét  odos de identificacion son

los reconocidos por el desarrollador del OGM paral  a deteccion del mismo

Para la deteccion e identificacion del evento MON 88913-8, se ha desarrollado un
protocolo de PCR cualitativo en el cual se utilizan los genes insertados y regiones
cercanas del DNA de la planta (receptora) como primers, para deteccion especifica.

De la misma manera para la deteccion e identificacion del evento MON 15985-7, se ha
desarrollado un protocolo de PCR cualitativo en el cual se utilizan los genes insertados
y regiones cercanas del DNA de la planta (receptora) como primers, para deteccion

especifica.
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Para la deteccion e identificacion del evento apilado Bollgard® Il/Solucion faena Flex®

cualquier de los métodos antes mencionados se puede aplicar.

Los métodos de identificaciébn se describen ampliamente en la referencia anexa que
aparece con el nombre de Request for determination of nonregulated status fo r
Roundup Ready Flex® Cotton y Request for determinat  ion of nonregulated status
for Bollgard®II Cotton.

También pueden consultarse en el website of the European Food Safety Authority
(EFSA) en la siguiente direccion:

http://www.efsa.europa.eu/en/science/gmo/gm _ff appl ications/more _info/858.htm

I

ll.h Existencia de potencial de flujo génico del O  GM 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 algodén depende de las poblaciones de
insectos y su actividad migratoria al momento de la polinizacién. Por lo anterior, la
probabilidad de que ocurra entrecruzamiento entre especies comerciales y silvestres de

algodonero es muy baja.

i Bibliografia reciente de referencia a los dat  os presentados

Van Deynze et al., 2005.
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MEDIDAS Y PROCEDIMIENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVID AD

Y DE BIOSEGURIDAD A LLEVAR A CABO

IV.a

Medidas y procedimientos de monitoreo de laac  tividad:

IV.a.l Plan de monitoreo detallado

Se efectuard un monitoreo comprensivo durante la liberacion y la cosecha del

algodon BG2F. Las actividades incluyen:

Efectuar una localizacion georreferenciada de los lotes de los agricultores
cooperantes que siembren el algodon BG2F con el propésito de tener un
control sobre los sitios de liberacidén y de esa manera evitar que se siembre en

predios no autorizados.

Realizar un monitoreo de canales de riego y drenes adyacentes a los predios

con el fin de detectar el posible establecimiento de plantulas en sus orillas.

Realizar una capacitacion a todo el personal involucrado en el proceso de
produccion con el objeto de que toda persona relacionada con el cultivo
conozca las posibles implicaciones, riesgos y beneficios de uso y manejo del
algodon BG2F. Ademas, todo el personal involucrado debera saber que debido
a que el algodon BG2F tiene como caracteristica la tolerancia a la aplicacion
del herbicida Glifosato y resistencia a insectos lepidépteros, es posible

detectarlo con facilidad con respecto a otro tipo de algodones.
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Grupo de
Capacitacion

Responsable de la
capacitacion

Fecha de la
capacitacion

Distribuidores y
personal regional
de Bayer
CropScience

Personal de asuntos
regulatorios y técnicos de
Bayer CropScience
BioScience

15-30 febrero de
2011

Técnicos locales

Personal de asuntos
regulatorios y técnicos de
Bayer CropScience
BioScience y
Distribuidores y personal
regional de Bayer
CropScience

15-30 febrero de
2011

Agricultores
cooperantes

Distribuidores y personal
regional de Bayer
CropScience y técnicos
locales

01-15 marzo de
2011

* Proporcionar la asistencia técnica necesaria

a los agricultores para un

adecuado manejo del cultivo por parte de un investigador o técnico reconocido

de la zona.

Estrategias para retrasar el desarrollo de resisten

cia en insectos.

Para reducir la probabilidad de seleccion de resistencia en insectos se utilizan

estrategias de manejo integrado de plagas (MIP), basadas principalmente en la

expresion adecuada de la proteina insecticida para el control de la plaga y en la

siembra de algoddén que no expresa proteinas de Bacillus thuringiensis como

areas de “refugio” (Carriere et al., 2001).
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El concepto de refugio considera que los alelos de resistencia se presentan a un
nivel muy bajo (en el orden de 1 en 1000 o menor). A este nivel, la gran cantidad
de insectos susceptibles producidos en el refugio pueden diluir cualquier eventual
insecto resistente que se produzca en el algodon Bt (Gould et al., 1997; Andow et
al., 2000).

Los refugios son disefiados caso por caso, considerando la biologia del insecto y

el sistema de cultivo.

En los refugios se produciran insectos sin historial de seleccién por las toxinas
CrylAc y Cry2Ab, mismos que al dispersarse como adultos se cruzaran con
insectos que eventualmente fueran seleccionados como resistentes en el algodén

Bollgard®ll/Solucién Faena Flex®.

El requisito del establecimiento de refugios forma parte de las autorizaciones
emitidas por la SAGARPA. Los refugios se pueden establecer de acuerdo con una
de las siguientes dos alternativas:

Refugio 80:20: Por cada 40 ha sembradas con algodén Bollgard®ll/Solucién
Faena Flex®, el productor se compromete a sembrar 10 ha con variedades de
algodon que no expresa proteinas de Bacillus thuringiensis, asperjadas con
cualquier insecticida para el control de gusano bellotero y rosado, excepto el uso

de insecticidas biologicos a base de Bacillus thuringiensis.

Refugio 96:4: Por cada 40 ha sembradas con algodén Bollgard®Il/Solucién Faena
Flex®, el productor deber4 sembrar 1.6 ha con variedades de algodén que no
expresa proteinas de Bacillus thuringiensis, que seran asperjadas con cualquier
insecticida convencional, excepto biolégicos a base de Bacillus thuringiensis y los

insecticidas usados especificamente para el control de complejo bellotero y
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gusano rosado. Algunos ingredientes activos que no podran ser utilizados por el
productor en esta opcion de refugio son acefate, Bt, clorpirifos etil, fenvalerato,
metomilo, monocrotofds, sulprofos, thiodicarb, profenofos y piretroides sintéticos
(cyflutrina, bifentrina, permetrina, cipermetrina, deltametrina, lambda cyhalotrina,

tralometrina y otros).

La determinacion de lineas base de susceptibilidad a las proteinas Bt expresadas
en el algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex®, y el subsecuente monitoreo de la

resistencia son parte integral del plan de manejo de resistencia de plagas.

IV.a.2 Estrategias de monitoreo posteriores a lali  beracién del OGM, con
el fin de detectar cualquier interaccion entre el O  GM y especies presentes
relevantes, directa o indirectamente, en lazona o  zonas donde se pretenda

realizar la liberacién, cuando existan

El programa de monitoreo se realizard en las zonas donde se siembre el
algodon biotecnolégico durante un periodo de un afio, dirigiendo la basqueda a
plantas de algoddon voluntarias que puedan expresar el evento BG2F vy

procediendo a su destruccion. Se implementaran las siguientes estrategias:

* Se debera llevar a cabo un monitoreo voluntario de todos los campos
regulados con el fin de prevenir la presencia en el medio ambiente de un
material regulado. Los voluntarios descubiertos deben ser destruidos,
documentados, y no se debe dejar que lleguen a la floracion.

* En las zonas donde fueron sembradas las variedades con el evento BG2F
debera hacerse monitoreos voluntarios durante un periodo no menor a los 12
meses después de la cosecha o de la destruccion del campo experimental de

algodon. El monitoreo debera incluir los bordes.
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Si se siembra otro evento regulado del mismo cultivo en la misma area, el
monitoreo no es necesario hasta que se termine la nueva prueba regulada.
Cualquier parcela de la temporada anterior que no esta sembrada con la

nueva prueba regulada debe ser monitoreado para buscar voluntarios.

Los monitoreos empezaran después de la cosecha, mensualmente y cuando
se observan plantas voluntarias éstas deberan ser destruidas antes de que
floreen, con una aplicacion dirigida de glufosinato de amonio o de manera
manual. Cuando no se observen voluntarios en dos visitas consecutivas se

podra dejar de visitar ese predio.

Después de la cosecha se elegira la mejor ruta que deba seguir el camion
gue transporta el producto para evitar diseminaciéon de la semilla.

Celebrar contratos con empresas despepitadotas para garantizar que la
semilla cosechada no sea enajenada a terceros y se destine a su
procesamiento industrial. Los despepites podran ser monitoreados por
representantes de Bayer para asegurar que la semilla vaya a uso industrial.
Cuando el algodon llega a la planta despepitadora, la carga inmediatamente
es pesada para saber la cantidad de algoddn entregada por cada productor,
gue debe llegar con un maximo del 11% de humedad, el algod6n en este
estado se le llama algodén hueso, éste a través de tuberias llega a la
desmotadora, las cuales son alimentadas por tornillos sin fin, la maquina
desmotadora separa casi completamente la fibra de la semilla, luego la fibra
es compactada para formar pacas, de un peso que varia entre los 181.81 y
227.27 Kg., luego se clasifican las fibras de las pacas de acuerdo a la calidad
(en base a la elasticidad, grosor y largo de la fibra), el rendimiento para
convertir algodén hueso en algodén pluma, anda alrededor del 33%. La
semilla esta recubierta por una vellosidad llamada borra, la semilla con borra

es vendida para consumo animal, cuando la borra es separada de la
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almendra, la borra es utilizada para la elaboracion de colchones, almohadas,
etc., y de la almendra se extrae el aceite comestible. El despepite se
compromete a destinar la semilla a estos usos y no a su resiembra,

almacenamiento, ni comercializacién como semilla.

Vl.a.3 Estrategias para la deteccion del OGM y su p resencia posterior en
la zona o zonas donde se pretenda realizar la liber acién y zonas vecinas,

una vez concluida la liberacién.

Para monitorear la presencia de plantas de algodén Bollgard®ll/Solucién Faena
Flex® se utilizan tiras reactivas (QuickStix® Strips) en muestras de hojas. La
utilizacién de tiras reactivas permite, al igual que en el caso de otros cultivos
GM, identificar de forma rapida y confiable al algodén Bollgard®ll/Solucién Faena
Flex®. El método identifica en forma especifica las proteinas CrylAc/Cry2Ab2 y
CP4 EPSPS.

EnviroLogix. QuickStix™ Combo Comb Kit for CrylAc/Cry2A/Roundup Ready®
AS 046 STC. Catalog Number: AS 046 STC.

Este método estd disponible publicamente y puede ser consultado en la
siguiente direccion:

http://www.envirologix.com/artman/publish/cat index 5.shtml
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IV.b Medidas y procedimientos de bioseguridad:

IV.b.1. Medidas y procedimientos para prevenir la | iberacion y dispersion
del OGM fuera de la zona o zonas donde se pretende  realizar la liberacion

Si ocurriese una liberacion accidental durante el transporte de la semilla o de la
cosecha, se procederd a la limpieza de todos los materiales involucrados y al aviso
de dicha situacioén al personal de Bayer de México S.A. de C.V. Asimismo, dentro de
las 24 horas siguientes al evento se dara aviso a las autoridades de la Direccion

General de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera.

Como se menciona en el plan de monitoreo, se mantendra un control de los predios
por medio de su ubicacidn georreferenciada y de esta manera evitar que se siembre
algodon BG2F fuera de los predios autorizados. Para ello, se firmaran licencias de
uso de la tecnologia con agricultores cooperantes. De ser necesario, se efectuara
un monitoreo en zonas vecinas a la de liberacion del algodon BG2F y se utilizaran

tiras reactivas para detectar el evento BG2F en muestras de hojas.

Debera haber una revision de la maquinaria e implementos utilizados que pudieran
contener semilla durante el ciclo del cultivo y deberan ser limpiados después de
efectuar los trabajos correspondientes. La semilla que pudiera obtenerse sera
destruida. El algodon es una planta que no se reproduce vegetativamente cuando
crece en el campo, de tal manera que la Unica forma de que el algodén transgénico

sobreviva es mediante la diseminacion por semilla.

Se celebraran contratos con empresas despepitadoras para garantizar que la

semilla cosechada no sea enajenada a terceros y sea de este modo destinada a su
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procesamiento industrial. Los despepites podran ser monitoreados por

representantes de Bayer para asegurar que la semilla vaya a uso industrial

El manejo en campo del algodén BG2F sera siempre realizado por personal
capacitado y experimentado en el manejo de este tipo de material, incluyendo al

agricultor cooperante.

El acceso a los lotes donde se sembrara el algodon BG2F estara restringido solo a
personal autorizado por la compafiia para tal fin y personal del agricultor

cooperante.

IV.b.2 Medidas y procedimientos para disminuir el a  cceso de organismos
vectores de dispersion, o de personas que no se enc  uentren autorizadas para

ingresar al area de liberacién a dicha zona o zonas
Las siguientes medidas seran implementadas:

Dado que no existen parientes silvestres o especies compatibles sexualmente con
el algodon en el area de actividad utilizadas por la compafia en esta region, el Unico
algodon con el cual podria cruzarse son otros cultivos comerciales. Para evitar la
dispersién del material una vez que el algodén se encuentra sembrado, se han

tomado las siguientes medidas de bioseguridad:

» Limpiar la maquinaria e implementos que pudieran contener semilla utilizados
durante el ciclo del cultivo, después de efectuar los trabajos correspondientes y
destruir cualquier semilla que pudiera obtenerse. El algodén es una planta que
no se reproduce vegetativamente cuando crece en el campo, de tal manera que
la unica forma de que el algodon transgénico sobreviva es mediante la

diseminacion por semilla.
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» El camion que transporta la cosecha, en caso de poder elegir entre diferentes
rutas de transporte, se elegiran las que se encuentren en mejores condiciones

para evitar diseminacion.

» Celebrar contratos con empresas despepitadotas para garantizar que la semilla
cosechada no sea enajenada a terceros y se destine a su procesamiento
industrial. Los despepites podran ser monitoreados por representantes de Bayer

para asegurar que la semilla vaya a uso industrial.

* Realizar un programa de monitoreo de voluntarios en las areas donde se
siembre el algodon biotecnolégico durante un periodo de un afio, dirigiendo la
busqueda a plantas de algoddén voluntarias que puedan expresar el evento
BG2F y procediendo a su destruccion por medios quimicos o manuales.

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

autoridades legales competentes.

IV.b.3 Medidas para la erradicacion del OGM en zona s distintas a las

permitidas

Las medidas y procedimientos de bioseguridad estan diseflados para evitar
cualquier contingencia, de tal forma que existe un riesgo bajo de que cualquier
evento de este tipo pueda ocurrir, sin embargo, en caso de identificar, como
resultado de un monitoreo aleatorio de las zonas algodoneras, predios sembrados

con algodon BG2F, los cuales no son parte del padrén de agricultores cooperantes,
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guienes han firmado una licencia de uso de la tecnologia de Bayer de México S.A.
de C.V., se procedera a la integracion de un registro de quien o quienes hayan
procedido fuera de la ley y se actuara de acuerdo a los procedimientos legales que
corresponden. El hecho se informara a la Direccion General de Sanidad Vegetal.

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

experimentalmente el OGM

La zona donde se pretende liberar el algodon BG2F esta bien caracterizada. Existe
el compromiso de Bayer de México S.A. de C.V. de liberar el algodon BG2F so6lo
dentro del poligono de liberacion propuesto en esta solicitud. Lo anterior se
mantendra controlado con la ubicacion de las coordenadas GPS de los predios de
los agricultores cooperantes. Ademds, se informara de dicha liberacion a los
agricultores vecinos de los predios en los que se sembrara el algodén BG2F. Todo

lo anterior tendiente a mantener claramente definidos los sitios de liberacion.

IV.b.5 Medidas para la proteccion de la salud human ay del ambiente, en

caso de que ocurriera un evento de liberacion node  seado

No aplica. Andlisis de riesgo en paises como Australia y los Estados Unidos de
América han permitido concluir que el algodon BG2F no posee algun riesgo para el
ambiente, ni para la flora o la fauna. El algodén BG2F sélo se distingue de su
contraparte convencional por la tolerancia que tiene al herbicida glifosato y
resistencia a insectos, atributo conferido por la expresién de las proteinas CP4
EPSPS, CrylAc y Cry2Ab, cuya seguridad ha sido ampliamente demostrada.
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IV.b.6 Métodos de limpieza o disposicion final de | os residuos de la

liberacion.

Los agricultores tienen ya establecidos sus canales de comercializacién. Por lo
tanto, la fibra sera comercializada de acuerdo a como lo consideren mas adecuado
para ellos. Lo mismo sucederda en el caso de la semilla. Como ya se ha
mencionado, se firmaran contratos para evitar la desviacion de la semilla que

resulte en la cosecha del algodén BG2F.

Se celebraran contratos con empresas despepitadoras para garantizar que la
semilla cosechada no sea enajenada a terceros y se destine a su procesamiento
industrial. Los despepites podran ser monitoreados por representantes de Bayer

para asegurar que la semilla vaya a uso industrial.

Tal como se menciona anteriormente la cosecha del algodon es procesada en las

despepitadotas, donde se hace la separacion de la fibra de la semilla con borra.

La semilla esta recubierta por una vellosidad llamada borra, la semilla con borra es
vendida para consumo animal, cuando la borra es separada de la almendra, la borra
es utilizado para la elaboracion de colchones, almohadas, etc., y de la almendra se
extrae el aceite comestible. ElI despepite se compromete a destinar la semilla a

estos usos y no a su resiembra, almacenamiento, ni comercializacion como semilla.

Los residuos de la cosecha del algodon en campo son destruidos por métodos
mecanicos. De cualquier manera y como se ha mencionado anteriormente, el
algodon sélo se propaga por medio de la semilla y en cualquier caso se efectuara
un monitoreo de plantas voluntarias con el evento BG2F en los ciclos agricolas

subsecuentes.
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IV.b.7 Medidas y procedimientos de contingencia, qu e se llevaran en caso de

gue ocurra una liberacion accidental del OGM

Medidas en caso de una liberacion accidental durant e el transporte.

a)

b)

d)

9)

En caso de derrame accidental de semilla durante el transporte, la empresa
transportadora tendré indicaciones para que se recoja la semilla derramada
y mantengan el material bajo resguardo hasta que Bayer de México S.A. de
C.V. sea notificada.

Notificar a todas las personas autorizadas y con capacidad de decisién con
relacion al algodén Bollgard®Il/Solucién Faena Flex®.

Si es posible, hacer todos los esfuerzos por recuperar el material liberado y
destruirlo inmediatamente.

Se identifica plenamente el sitio del accidente y se establece un programa
de monitoreo por un periodo de un afio para identificar la presencia de
plantulas y proceder a su destruccion inmediata por métodos mecanico o
quimico (herbicidas).

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

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

Informar a la autoridad competente sobre el plan de accién que se

implementara.
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Medidas en caso de una liberacion accidental.

h)

)

Para detectar la dispersién no intencional del OGM mas alla de los sitios de
liberacién permitidos o de las areas designadas para su uso, se realizan de
manera rutinaria las siguientes acciones:

Los predios de algodonero seran inspeccionados en un radio de 300 m al
final del periodo de siembra en busca de plantas voluntarias con la
caracteristica Bollgard [I®/Solucién Faena Flex® mediante el andlisis de
plantas con tiras reactivas especificas para detectar las proteinas las
proteinas CrylAc/Cry2Ab2 y CP4 EPSPS y al ser confirmada se procedera
a su eliminacion.

Para monitorear la presencia de plantas de algodon Bollgard®Il/Solucion
Faena Flex® se utilizan tiras reactivas (QuickStix® Strips) en muestras de
hojas. La utilizacién de tiras reactivas permite, al igual que en el caso de
otros cultivos GM, identificar de forma rapida y confiable al algodon
Bollgard®Il/Solucion Faena Flex®. EI método identifica en forma especifica
las proteinas CrylAc/Cry2Ab2 y CP4 EPSPS.

EnviroLogix. QuickStix™ Combo Comb Kit for CrylAc/Cry2Ab/Roundup
Ready® AS 046 STC. Catalog Number: AS 046 STC.

Este método esta disponible publicamente y puede ser consultado en la

siguiente direccion:

http://www.envirologix.com/artman/publish/cat_indéxshtml

La

cosecha y los residuos de los experimentos de algodon

Bollgard®Il/Solucion Faena Flex® seran destruidos en el sitio experimental

mediante incineracion, al término de las evaluaciones.
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V. ANTECEDENTES DE LIBERACION DEL OGM EN OTROS

PAISES, CUANDO ESTO SE HAYA REALIZADO, DEBIENDO ANE XAR LA
INFORMACION PERTINENTE CUANDO ESTA SE ENCUENTRE AL
ALCANCE DEL PROMOVENTE

V.a

Descripcion de la zona en donde se realizé lal iberacion

El algodén Bollgard 1° y algodén Solucién Faena Flex® ha sido aprobado y liberado en

varios paises:

En USA, the Animal and Plant Health Inspection Service (US Department of
Agriculture) aprobd la siembra comercial 2004 y la Food and Drug Administration
aprob6 para consumo humano y animal en 2005 el algodén Solucién Faena

Flex®, se anexan los documentos de aprobacion en la carpeta de referencias.

En USA, the Animal and Plant Health Inspection Service (US Department of
Agriculture) aprobé la siembra comercial del algodén Bollgard 11® en 2002, se
anexan los documentos de aprobacion en la carpeta de referencias (USDA

notification and FDA notification ).

El algodén Roundup Ready Flex®/Bollgard I® es aprobadé en el marco actual
del sistema de regulacion de los EE. UU como un OGM apilado (stacked) ya que
este es producto del cruzamiento convencional de dos OGMs que tienen

caracteristicas no vinculadas, y que ya han sido aprobados en esa nacion.

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

En USA the US Department of Agriculture and the Food and Drug Administration
aprobaron la siembra comercial y su uso para consumo humano del algodén

Roundup Ready ® en 1995 y en 2002 para el caso de Bollgard 11°.
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* En Canada the Canadian Food Inspection Agency and Health Canada aprobo la
liberacién comercial y para consumo humano del algodén Roundup Ready® en

1996 y en 2003 el uso de Bollgard 11® para livestock y alimentacién humana.

« En Japén también se aprobé el algodén Roundup Ready ® para liberacion
comercial en 1997 y para consumo humano y animal en 1998; Bollgard 11® se
aprobo para consumo humano en 2002 y consumo animal en 2003 por the
Japanese Ministries of Agriculture, Forestry and Fisheries, y Health, Labour and
Welfare.

« En Filipinas se aprobd el uso del algodén Roundup Ready ® para consumo

humano y animal en 2003.

« En Argentina se aproboé la liberacién comercial del algodén Roundup Ready ® en
1999 y para consumo humano y stockfeed en 2000 y 2001, respectivamente.

V.b  Efectos de la liberacion sobre la floray  la fauna;

El algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® se obtuvo mediante cruzamiento
convencional de los eventos Bollgard®ll y Solucién Faena Flex® (MON 15985 y MON
88913). La ausencia de cambios en la capacidad competitiva de los eventos de los
cuales se deriva el Bollgard®ll/Solucién Faena Flex®, el diferente mecanismo y
ubicacion de las proteinas conferidas no sugieren la generacion de problemas de

maleza o plaga.

Las variedades de algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® combinan la expresién de
las proteinas insecticidas CrylAc y Cry2Ab altamente especificas para el control de
larvas de algunas especies de insectos lepiddpteros de importancia econdmica en el
cultivo del algodonero: complejo bellotero (Heliothis virescens Fabricius y Helicoverpa

zea Boddie), gusano rosado (Pectinophora gossypiella Saunders), gusano soldado
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(Spodoptera exigua Hubner) y gusano cogollero (Spodoptera frugiperda Smith)
(Dankocsik et al. 1990; Macintosh et al., 1990; Widner & Whiteley, 1989).

La expresion de dos proteinas insecticidas que actuan 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. Al igual que la toxina CrylAc que expresan los algodones Bollgard®, la toxina
Cry2Ab controla al gusano bellotero y rosado, sin embargo, estudios realizados por
Monsanto han confirmado que existen diferencias en los mecanismos insecticidas de
estas proteinas. Las pruebas realizadas in vitro e in planta indican que la combinacion
de ambas proteinas incrementa la actividad insecticida observada para cada proteina
individual. Este incremento en la actividad insecticida sugiere que estas toxinas actlian
de manera aditiva. Existen también diferencias entre las proteinas respecto a su nivel
de actividad en las diferentes especies de plagas. La proteina Cry2Ab tiene mayor
eficacia contra el gusano bellotero (H. zea) y cogollero (S. frugiperda) que CrylAc, pero
esta Ultima es mas eficaz contra el gusano tabacalero (H. virescens) y rosado (P.
gossypiella). Por lo anterior, las variedades de algodonero Bollgard® Il que expresan las
toxinas CrylAc y Cry2Ab presentan un mejor espectro de control al que ejerce
Bollgard® solamente y, por lo tanto, reducen el riesgo de aparicién 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 con ambas toxinas.

Las variedades de algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® contienen dos copias del
gen epsps de Agrobacterium sp. cepa CP4. El gen cp4 epsps codifica una enzima (CP4
EPSPS) que es tolerante a la inhibiciéon por el herbicida glifosato (Padgette et al.,
1993), y se ha incorporado a las plantas de algodoén para conferir tolerancia a las
aplicaciones foliares de glifosato. La enzima EPSPS nativa del algodon es susceptible

al herbicida glifosato.
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En las plantas el gen epsps nativo (5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa) codifica
para una enzima (EPSPS) crucial en la biosintesis de aminoacidos arométicos
(triptofano, tirosina y fenilalanina), componentes esenciales de las proteinas. Los
herbicidas agricolas de la familia Faena® acttian inhibiendo la actividad de la enzima
EPSPS de las plantas, bloqueando la biosintesis de aminoacidos aromaticos
impidiendo asi la sobrevivencia de las células vegetales (Steinrucken & Amrhein 1980).
En las plantas genéticamente modificadas que contengan el gen cp4 epsps de
Agrobacterium la biosintesis de aminoacidos aromaticos no es bloqueada por la
presencia de herbicidas agricolas de la familia Faena y las plantas no mueren cuando

se aplica sobre ellas este herbicida.

El herbicida glifosato es usado para el control de un amplio espectro de maleza anual y
perenne en aplicacion foliar. Este herbicida no tiene actividad residual, ni se lixivia en el
perfil del suelo; su molécula es degradada microbioldgicamente en productos naturales
como agua (H20), diéxido de carbono (CO,), nitrdgeno (N) y fosforo (P) en el término
de 60 a 90 dias y tiene una baja toxicidad para mamiferos, aves y peces (US EPA,
1993; WHO, 1994; Giesy et al., 2000; Williams et al., 2000). Adicionalmente, la Agencia
de Proteccibn Ambiental (EPA) de los Estados Unidos, asi como la Comision
Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y
Sustancias Toxicas (CICOPLAFEST) y la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) en México, han establecido limites
méaximos de residuos (LMR) para el glifosato de Monsanto en mas de 140 cultivos

anuales y perennes incluyendo el algodén.
Dado que las proteinas EPSPS se encuentran de forma natural entre plantas y

microorganismos de la naturaleza, y que no son toxicas para peces, aves, insectos,

mamiferos y otras especies y que la exposicibn a estas especies es bastante
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improbable, debido a sus preferencias alimentarias, no se espera que se produzca
ningun efecto adverso sobre la fauna silvestre tras la liberacion al ambiente de algodon
Bollgard®Il/Solucién Faena Flex®. Ademas, los datos agronémicos y de composicién
obtenidos del algodén Solucién Faena Flex® apoyan la afirmacion de que el impacto
sobre la biodiversidad del algodon modificado serd equivalente al del algoddn

convencional.

V.c Estudio de los posibles riesgos de la liberacio n de los OGMs presentado
en el pais de origen, cuando haya sido requerido po r la autoridad de otro pais y
se tenga acceso a él. La descripcion de las medidas y procedimientos de

monitoreo de bioseguridad establecidos deberé inclu irse en el estudio

Como se describe en el inciso anterior, el analisis efectuado en los Estados Unidos de
América ha concluido que la liberacion del algodén BG2F no representa riesgo alguno

para el ambiente, ni para la flora o la fauna.
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v.d En caso de que el promovente lo considere a decuado, otros estudios o
consideraciones en los que se analicen tanto la con  tribucion del OGM a la
solucion de problemas ambientales, sociales, produc tivos o de otra indole, asi
como las consideraciones socioeconomicas que exista n respecto de la liberacion
de OGMs al ambiente. Estos analisis deberan estar s ustentados en evidencias
cientificas y técnicas, en los antecedentes sobre u  so, produccion y consumo, Yy
podran ser considerados por las Secretarias compete ntes como elementos
adicionales para decidir sobre la liberacién experi mental al ambiente, y
consecuentes liberaciones al ambiente en programa p iloto y comercial,

respectivamente, del OGM de que se trata

Uno de los mayores beneficios de las tecnologias de tolerancia a herbicidas, ha sido la
adopcion de sistemas de labranza reducida, es decir, menos pasos de labranza. Esta
reduccion hace que el suelo esté mas protegido, se erosione menos y conserve la
humedad y la materia organica se descomponga y se integre al suelo. El porcentaje de
incremento de este sistema ha sido mas alto en algodén que en ningun otro cultivo
debido a la adopcién tan alta de tecnologias de tolerancia a herbicidas, incrementos en
el precio del diesel, mejores herbicidas que controlan el mayor espectro de malezas
con mayor efectividad. Sin embargo, la principal razén de este incremento en practicas
de labranza reducida ha sido la disponibilidad de las tecnologias de tolerancia a
herbicidas (Sankula, 2006).

Los cambios que la biotecnologia agricola ha inducido por el volumen y toxicidad de los
herbicidas no son todavia bien conocidos, sin embargo, un estudio muy reciente
concluye que los cultivos tolerantes a herbicidas tienen el potencial de reducir la
contaminacion y mitigar el impacto ambiental de otros pesticidas en la produccion
agricola (Hoyle, 1993; Conko, 2003; Margriet, 1998 y Brookes y Barfoot, 2005).
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Por otro lado, en Brookes, G. and P. Barfoot. (2006), se presenta una extensa revision
de lo que ha sucedido en diez afilos de cultivos GM en el mundo. Dentro de las

conclusiones mas importantes se destaca que para el caso de tolerancia a herbicidas:

v' Existe un incremento en la flexibilidad de manejo que viene de la combinacién
de la facilidad de uso de los herbicidas asociada con la ventana de aplicacion

postemergente de herbicidas de amplio espectro.

v Comparado con cultivos convencionales, donde la aplicacién postemergente
resulta muy complicada y riesgosa, en los cultivos tolerantes GM, esto no

representa un problema.

v" En general, el hacer mas eficiente el manejo de maleza resulta en menores

costos de produccion.

v' Debido a la naturaleza de los herbicidas usados con los cultivos GM, se reduce
la aplicacion de herbicidas muy residuales que pueden afectar el

establecimiento de cultivos en ciclos subsecuentes.

Datos duros muestran que ha existido una reduccion neta del 15.3% en el impacto
ambiental de las areas de cultivo debidas al uso de cultivos GM desde 1996. El
volumen total de ingrediente activo aplicado a los cultivos se ha reducido en 7%;

La tabla siguiente resume de manera concisa los beneficios ambientales obtenidos por
el uso de los cultivos GM en el mundo. El caso del algodén resulta evidente la baja
adopcion de la tecnologia (HT cotton) en los paises en desarrollo, evitando tener los
beneficios ambientales a los que ya acceden los paises desarrollados (99% de

reduccion en el impacto ambiental).
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Cuadro 8. Beneficios ambientales de los cultivos GM derivado del uso bajo de
insecticidas y herbicidas en 2005: paises enviasd e desarrollo versus paises
desarrollados

% of total reduction in % of total reduction in
envircnmental impact: envirenmental impact;
developed countries developing countries
GM HT soybeans 5 47
GM IR maize oz g8
GM HT maize 9 1
GM IR cotton 15 85
GM HT cotion ¢ 1
GM HT canola 100 0
Total 46 54
Dienveloping coumtries include all countries in South America

Brookes, G. and P. Barfoot. (2006)

En Brookes, G. y P. Barfoot. (2006), se presenta una extensa revision de lo que ha

sucedido con el algodon tolerante a herbicidas obtenido por medio de la biotecnologia

moderna.

La adopcion de algodén biotecnoldogico en el mundo durante 2006 alcanzé una
superficie total de 13.4 millones de hectareas equivalente al 38% del area global
destinada a este cultivo, en donde sobresalen por su superficie sembrada los paises de
la India, Estados Unidos, Argentina y China (James, 2006). En el caso de México la
adopcioén de algoddon biotecnoldgico alcanzé las 54,750 ha, lo que representd el 46%

de la superficie total destinada al cultivo durante 2006 sobresaliendo las regiones de la

Comarca Lagunera y Chihuahua.

En el caso de México, se cuenta con la informacion generada de la evaluacion
agronémica de las variedades de algodén Bollgard® durante el periodo 1996-2006. La

informacion acumulada en este periodo indica que se ha obtenido una reduccion
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importante en el uso de insecticidas para la produccién de algodén de al menos
454,000 L de producto formulado. La reduccion en las aplicaciones de insecticidas
contribuye a disminuir su efecto negativo en las poblaciones de insectos benéficos y

otros organismos no blanco.

En el estudio de Traxler y Godoy-Avila (2004) realizado en La Laguna se analizaron los
aspectos econémicos y ambientales de la tecnologia Bollgard® en nuestro pais. Los
resultados del estudio indican que el algodén Bollgard® es una importante herramienta
para la produccion de algodén contribuyendo a la reduccion en el uso de insecticidas al
menos en un 50% con relacion al algodon convencional y generando importantes
beneficios econdmicos para los agricultores. En este estudio los investigadores
determinaron que aproximadamente el 85% de los beneficios generados por la

utilizacion de la tecnologia fueron para los agricultores.

Los agricultores que utilizaron la tecnologia Bollgard® han obtenido un beneficio
econdmico promedio de $2,950/ha superior al obtenido por los agricultores que
sembraron algodén convencional. El algodén Bollgard® ha contribuido a elevar la
competitividad del cultivo en México y ha disminuido el riesgo de fallas en el cultivo por
el ataque de insectos. Adicionalmente, el uso de la tecnologia Bollgard® ha contribuido
significativamente al éxito de la campafa binacional México-Estados Unidos para la
erradicacion del gusano rosado (Pectinophora gossypiella Saunders) (Traxler y Godoy-
Avila, 2004).

Los resultados reportados en el estudio de Traxler y Godoy-Avila (2004) son
consistentes con los obtenidos en otras regiones algodoneras del mundo. En Argentina,
Qaim y de Janvry (2003) reportan una reduccion en las aplicaciones de insecticidas de
50% con relacion al algodén convencional, principalmente de insecticidas altamente

toxicos, con el beneficio correspondiente para el ambiente y la salud de los agricultores.
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Adicionalmente los agricultores que adoptaron la tecnologia Bollgard® obtuvieron un
rendimiento significativamente superior al obtenido en algodon convencional. La
estimacion econométrica realizada demuestra que se necesitarian duplicar las
aplicaciones de insecticidas en algodon convencional para poder alcanzar los niveles

de rendimiento por hectarea obtenidos en el algodén Bollgard®.

V.e En caso de importacion copia legalizada o apostillada de las
autorizaciones o documentacion oficial que acredite gue el OGM esta permitido
conforme a la legislacion del pais de origen, al me nos para su liberacion
experimental, traducida al espafiol. La Secretaria ¢ = ompetente, de considerarlo
necesario, podra requerir copia simple de la legisl acion aplicable vigente en el
pais de exportacion traducida al  espafol

Se anexa a la presente solicitud y en la carpeta de referencias una copia de la
notificacion del USDA en la que se determina que el algodén BG2F no es ya un evento

regulado
¢ Non-regulated status for Roundup Ready Flex Cotton

¢ Non-regulated status for Bollgard Il Cotton
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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

Manejo de Malezas
Las especies de maleza que se presentan en el cultivo de algodonero compiten por los
escasos recursos de nutrimentos, luz y espacio, y por lo general, se adaptan mejor a

las condiciones de crecimiento existentes que el cultivo plantado.

El algodonero, frente a las malas hierbas tiene muchas desventajas como especie
agronomica: 1) su establecimiento es mas lento que muchas especies de maleza; 2)
depende en mayor grado de temperaturas Optimas del suelo (27 a 32°C) para una
rapida germinacion; y 3) utiliza el agua, los nutrimentos y la energia con menos eficacia

gue muchas de las malezas llamadas C, (Frisbie y El-Zik, 1989).

Ante tales situaciones, el algodonero es un mal competidor de las malezas, y este bajo
grado de competitividad se agrava a menudo por su elevada susceptibilidad a las

enfermedades y al ataque de insectos.

En la mayoria de los casos, los productores de algodonero se resisten a usar
herbicidas para el control de malezas debido tanto al desconocimiento que de estos
productos se tiene, como al riesgo que su uso representa; por ello, la siembra de
variedades que escapen al dafio de herbicidas puede ser una excelente herramienta

gue elimine el riesgo de dafio al cultivo.
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Las principales malezas que atacan al cultivo de algodonero en todo el mundo forman

un grupo de 32 especies correspondientes a 14 familias (Frisbie y EI-Zik, 1989).

El algodon es muy susceptible a la competencia de las malezas y casi el 30% de la
produccion mundial se pierde debido a sus efectos adversos. Si el cultivo no se
desyerba regularmente las pérdidas pueden alcanzar hasta un 90% (Beltrao et al.,
1974).

El algodonero, como todas las plantas, no se ve afectado por la competencia de la
maleza mientras las plantulas dependen del suministro del endospermo, pero una vez
agotado éste, la competencia puede ser severa generalmente durante seis a ocho
semanas (Frisbie y El-Zik, 1989). En la Comarca Lagunera es necesario mantener el
cultivo libre de malas hierbas hasta los 60 o 70 dias después de nacido (SAGAR-INIA,
1980), mientras que en la regidn agricola del Estado de Chihuahua el periodo critico de
competencia comprende entre los 30 y 75 dias después de la emergencia del cultivo
(SARH, 1984). Lo anterior indica que durante dicho periodo debe ponerse especial
atencion al manejo de malas hierbas, ya que de no hacerlo se ven reducidos
drasticamente los rendimientos. Pasando este periodo, y una vez que el terreno es
cubierto completamente por una bdéveda vegetal de plantas vigorosas, el algodonero
puede llegar a ser un fuerte competidor, en especial en lo que se refiere a la humedad,
y es menos afectado por el crecimiento de las malas hierbas. En esta etapa, el control
de las plagas de insectos y de las enfermedades puede llegar a ser un problema mas

importante que el control de las malas hierbas.

Por su parte, los dafios indirectos se refieren a aquellos dafios que no afectan
directamente la expresion del rendimiento, pero que de alguna manera incrementan la
posibilidad de que otro problema del manejo del cultivo se haga presente. Los dafios

indirectos mas importantes incluyen dificultad en la cosecha, baja calidad de la fibra
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debido al manchado y contenido de basura en la misma, y fuentes de reservorio de

insectos plaga y patdégenos causantes de muchas enfermedades en el cultivo.

Algunas malezas que hospedan organismos dafinos al algodonero incluyen a Sida
spp. como hospedante de virus; Amaranthus spp hospeda a Rhizoctonia, uno de los
principales agentes de la podredumbre de plantulas; Solanum eleagnifolium, S.
carolinense, Sida spinosa, Abutilon teophrasti, Portulaca oleracea, Ipomoea purpurea y
Amaranthus retroflexus albergan los hongos Verticillium albo-atrum y Phymatotrichum
omnivorum. Solanum eleagnifolium, Portulaca oleracea, Amaranthus retroflexus y
Datura stramonium mas otras malezas, son hospedantes del neméatodo de la

podredumbre de la raiz Meloidogine incognita (Frisbie y EI-Zik, 1989).

Otras malezas son hospedantes de plagas de insectos: Abutilum asiaticum es
hospedante de Earias insulana en Madagascar; Malachrae spp y otras hierbas
malvaceas son hospedantes de Dysdercus spp; Amaranthus spp, Physallis peruviana,
Portulaca oleracea, Nicandra physaloides, Eleusine indica, Emilista tora y Sida spp. son
hospedantes de Spodoptera frugiperda, Prodenia sunia y Prorachia daria en el Per y
Colombia; Hibiscus rosa-sinensis es hospedante de Anthonomus vestitus; siete de las
malezas latifoliadas enumeradas albergan el Heliothis en los Estados Unidos, y la
Ipomoea cordofana alberga a Bemisia tabaci en Sudan. Pseudatomoscelis seriatus
depende en Texas y Oklahoma de una serie de hospedantes, viviendo en la primavera
en distintas malezas para después emigrar hacia el algodon, y cuando éste ha
madurado, la pulguilla saltona se transfiere a Croton spp y otras malezas (Frisbie y El-
Zik, 1989).

Para contender con dichos problemas se cuenta con m etodos de control.

Desde tiempos primitivos, el hombre ha combatido las malas hierbas de acuerdo a las

posibilidades tecnoldgicas. La limpieza del terreno, el deshierbe y la recoleccién
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constituian el insumo mas importante de la produccion del cultivo, que a veces tomaba
hasta el 75% de todo el tiempo disponible; por esta razén, una familia no podia cultivar
mas de 0.5 ha. de tierra (Frisbie y EI-Zik, 1989).

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

productos quimicos.

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

maleza que se desarrolla entre las plantas de algodonero (Aldaba, 1992).

El laboreo es una préactica de control razonablemente efectivo contra especies anuales,
siempre y cuando evite la floracion y produccién de semillas de las mismas; sin

embargo, es relativamente inefectivo contra especies perennes (Muzik, 1970).

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

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

Control manual. Consiste en la utilizacién del azad6n para controlar la maleza que se
desarrolla entre las plantas de algodonero, y son necesarios de dos a tres deshierbes,
realizando cada uno después de los dos o tres primeros riegos de auxilio, suficientes

para mantener el terreno libre de malezas durante el periodo critico.

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

los seis afios de estudio.

Control cultural. No siempre resulta practica su aplicacién; consiste en la
implementacion de una serie de practicas de tipo preventivo, dentro de las que se
incluyen el lavado de maquinaria utilizada en terrenos altamente infestados, el uso de
mayas finas en las entradas de las acequias, la quema de rastrojos fuera del area de
cultivo, el control de malezas en areas aledafas no cultivadas, la rotacion de cultivos,
etc. La rotaciéon de cultivos permite las siguientes opciones:
» Los cultivos distintos permiten la rotacién de herbicidas con diferente modo de
accion.
= El periodo de crecimiento de la maleza puede ser evitado o alterado.
= Cultivos con distintas fechas de siembra y diferente preparacion del suelo
pueden permitir variar las técnicas culturales para controlar un problema
particular de malezas.
» Los cultivos también difieren en su competencia con las malas hierbas. Un

cultivo fuertemente competidor tendrd mas probabilidades de restringir la
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produccion de semillas de la flora arvense. (Comité de prevencion de
resistencia a herbicidas (Guia para el manejo de resistencia a herbicidas en:

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

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

Direccion General de Sanidad Vegetal.

Existen varias formas de clasificar los herbicidas, incluyendo como se usan, sus

propiedades quimicas y su modo de accién (FAO, 1996).

Su uso hasta cierto punto empirico y rutinario ha permitido buenos resultados aplicando
Uunicamente la tecnologia proporcionada por la empresa manufacturera; sin embargo,
las respuestas son variables debido a caracteristicas regionales de clima, suelo y
especies por controlar, por lo cual es necesario conocer la absorcion, transporte y
accion fisiolégica de ellos.

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

caracteristicas, la correhuela perenne es de considerable importancia.

Para el control de C. arvensis, se ha encontrado que al aplicar 2,4-D los brotes son
realmente muertos, pero las porciones bajo el suelo usualmente sobreviven; el mejor
control es obtenido mediante aspersiones justo antes de la floracion (Muzik, 1970).

Lo anterior describe algunas consideraciones sobre el uso de las alternativas

disponibles para contender con el problema del manejo de maleza en el cultivo del
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algodonero. Sin embargo, al no usar las tecnologias disponibles como lo es la siembra

de cultivos GM como el algodon BG2F, se esta perdiendo varios beneficios como se

muestra a continuacion.

WA OEIQ

Cuadro 9 . Reduccién en el uso de herbicidas y la ¢ arga ambiental derivado
del uso del algodén GM tolerante a los herbicidas e  n los EE.UU., Australia y
Sudafrica de 1997-2005.

En este ejemplo se observa la reduccién en el uso de herbicidas por efecto de la
aplicacion de algodén GM con tolerancia a herbicidas en EE. UU., Australia y Sudéfrica
del afio 1997 a 2005.

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

usa mayor cantidad de combustible, lo que significa mayor cantidad de gases

expulsados a la atmésfera.
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Cuadro 10. Consumo de combustible por el uso del tr ~ actor, por método de

labranza
litre/ha
Traditicnal cultivation: moldbord plough, disc and seed planting 46,65
el
Conservation cultivation [RT): chisel plough, disc and seed 28.83
planting
M-t (fertiliser knife, seed planting plus 2 sprays: pre-plant burn
dowen and post-emergent) 1412

Source: Adapted from lasa [2002) and CTIC 2004

En el siguiente cuadro puede también observarse el impacto de las tecnologias GM en

diversos cultivos con relacion a la cantidad de herbicidas e insecticidas que se ha

usado desde la introduccion de los cultivos GM.

Cuadro 11. Impacto de cambios en el uso de herbicid as e insecticidas por la
cultivacién global de los cultivos GM de 1996 a 200 5

Trait Change in Change infield % change in ai % change in
volume of active  EIC impact (in use in GM environmental
ingredient used  terms of million grosaring impact in GM
(revi | Hicorn kag) field EIC ha courntries graswring
unils) cauniries
G herbicide tolerant =oybearrs 514 -4 565 -4 =200
Gl herbicide tolerant maize -36.5 -B45 -3.4 -0
Gh herbicide talerant cofton -2B6 -1, 166 -15.1 -22.7
Ghd herbicide tolerant canola 6,3 =310 -1 -22 6
G insect resistant maize 7.4 -4 4.1 A6
Ghd insect resistant collon 45 -4 GT0 -19.4 -24.3
Testal -224.3 -12,259 6.9 -15.3

Manejo de plagas

Entre las principales plagas lepidopteras del algodonero se encuentran el complejo

bellotero (Heliothis virescens Fabricius y Helicoverpa zea Boddie), el gusano rosado

-107 -



_
7B\
IBAYEF

(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
12), los cuales han tenido un impacto negativo en el ambiente y el uso irracional de
estos productos ha generado resistencia en las plagas a un gran namero de
insecticidas (Pacheco, 1994; Hake et al., 1996; Machain et al., 1988; Machain et al.,
1995).

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

plastico en el campo.

La tecnologia Bollgard® es totalmente compatible con los principios del manejo
integrado de plagas (MIP), debido a que Bollgard® controla Unicamente algunos
insectos lepidépteros, por lo cual muchos insectos benéficos ademés de no ser
afectados por la tecnologia Bollgard® son beneficiados por la reduccién en el uso de

plaguicidas en el cultivo.

El algodén Bollgard®ll evento 15985, resistente al ataque de insectos plaga, fue

desarrollado a partir del algodén genéticamente modificado (GM) linea 531 que
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expresa la proteina Bt CrylAc. La planta de algodén 531 fue modificada genéticamente
para producir una segunda proteina Bt con actividad insecticida frente a importantes
plagas del algoddn. La nueva proteina insecticida (Cry2Ab) es miembro de una familia
de proteinas producidas por la bacteria del suelo Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki
(Btk). Las cepas de Btk se emplean extensivamente como bioplaguicidas en diferentes
cultivos. Estas proteinas se denominan comunmente como proteinas Bt, y el algodén

Bollgard®Il evento 15985 produce dos proteinas Bt, la CrylAc y la Cry2Ab.

La presencia en 15985 de un segundo gen Bt le confiere proteccion adicional frente a
insectos plaga. Estas dos proteinas insecticidas poseen un modo de accion similar,
pero interactian con diferentes sitios receptores en el intestino de los insectos blanco,
permitiendo asi contar con dos lineas de proteccion frente al ataque de insectos plaga.
La expresién de mas de una proteina Bt en la misma planta es una estrategia Gtil para
reducir la probabilidad de seleccionar individuos resistentes en las poblaciones de los

insectos blanco.

El algodén Bollgard®Il/Solucion Faena Flex® es totalmente compatible con los principios
del manejo integrado de plagas y debido a que controla en forma especifica algunos
insectos lepiddpteros su utilizacion representa para insectos benéficos que no son
blanco de la tecnologia obtener el beneficio por la reduccion en la aplicacion de

plaguicidas requeridos para la produccion de algodon.
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Cuadro 12. Productos, categoria toxicologica y grup
insecticidas recomendados para el control de insect
(CICOPLAFEST, 1998; SAGAR, 2000; PLM, 2006)

0 quimico de los principales
os lepiddpteros en algodonero

Ingrediente Activo Categoria Toxicoldgica Grupo Qui  mico
Acefate Ligeramente toxico Organofosforado
Azinfos metilico Altamente téxico Organofosforado
Betaciflutyn Ligeramente toxico Piretroide
Bifentrina Ligeramente toxico Piretroide
Carbarilo Moderadamente toxico Carbamato
Cipermetrina Moderadamente téxico Piretroide
Clorfenapir Ligeramente toxico Halogenado de Pirrol
Clorpirifos etil Moderadamente téxico Organofosforado
Cyflutrin Ligeramente toxico Piretroide
Deltametrina Ligeramente toxico Piretroide
Endosulfan Altamente téxico Organoclorado
Fenpropatrin Altamente téxico Piretroide
Fenvalerato Ligeramente toxico Piretroide
Fluvalinato Moderadamente toxico Piretroide
Lambda cyalotrina Ligeramente toxico Piretroide
Malation Ligeramente toxico Organofosforado
Metidation Altamente téxico Organofosforado
Metomilo Altamente tdxico Carbamato
Monocrotofos Extremadamente toxico Organofosforado
Paration metilico Extremadamente toxico Organofosforado
Permetrina Moderadamente toxico Piretroide
Profenofos Moderadamente toxico Organofosforado
Spinosad Ligeramente toxico Derivado de
fermentacién bateriana
(Naturalyte)
Thiodicarb Moderadamente téxico Carbamato
Triazofos Altamente téxico Organofosforado
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Las variedades de algodén Bollgard®Il/Solucién Faena Flex® combinan la expresion de
las proteinas insecticidas CrylAc y Cry2Ab altamente especificas para el control de
larvas de algunas especies de insectos lepidépteros de importancia econémica en el
cultivo del algodonero: 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)
(Dankocsik et al. 1990; Macintosh et al., 1990; Widner & Whiteley, 1989).

La expresion de dos proteinas insecticidas que actiuan 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. Al igual que la toxina CrylAc que expresan los algodones Bollgard®, la toxina
Cry2Ab controla al gusano bellotero y rosado, sin embargo, estudios realizados por
Monsanto han confirmado que existen diferencias en los mecanismos insecticidas de
estas proteinas. Las pruebas realizadas in vitro e in planta indican que la combinacién
de ambas proteinas incrementa la actividad insecticida observada para cada proteina
individual. Este incremento en la actividad insecticida sugiere que estas toxinas actian
de manera aditiva. Existen también diferencias entre las proteinas respecto a su nivel
de actividad en las diferentes especies de plagas. La proteina Cry2Ab tiene mayor
eficacia contra el gusano bellotero (H. zea) y cogollero (S. frugiperda) que CrylAc, pero
esta Ultima es més eficaz contra el gusano tabacalero (H. virescens) y rosado (P.
gossypiella). Por lo anterior, las variedades de algodonero Bollgard® Il que expresan las
toxinas CrylAc y Cry2Ab presentan un mejor espectro de control al que ejerce
Bollgard® solamente y, por lo tanto, reducen el riesgo de aparicién 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 con ambas toxinas.
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Esta tecnologia es compatible con el manejo integrado de plagas y reduce
significativamente el uso de insecticidas contra los insectos blanco. La siembra de
variedades Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® exige la implementacién de un programa
para el manejo de la resistencia en las poblaciones de insectos blanco basado en la
siembra de algoddn que no expresa proteinas de Bacillus thuringiensis como areas de
refugio. En los refugios se produciran insectos sin historial de seleccion por las toxinas
CrylAc y Cry2Ab, mismos que al dispersarse como adultos se cruzardn con insectos
que eventualmente fueran seleccionados como resistentes en el algodon
Bollgard®Il/Solucién Faena Flex®. El monitoreo de la resistencia tiene como objetivo
conocer su eventual evolucion y tomar a tiempo decisiones sobre el manejo del cultivo,
a fin de preservar el valor y los beneficios econémicos y ambientales de la tecnologia
Bollgard®ll/Solucién Faena Flex®.

Es importante tener en cuenta que los insectos son capaces de adaptarse y generar
resistencia a los insecticidas. El algodén Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® no esta
exento de esa posibilidad por lo que para usar esta tecnologia se debe dejar una
porcién de su superficie con algodon que no expresa proteinas de Bacillus thuringiensis

gue servird como area de refugio.

Por lo que el refugio sirve para que en este algodén se produzcan insectos que no han
tenido contacto con Bollgard®ll/Solucién Faena Flex® y que diluyan cualquier posible
resistencia al cruzarse con insectos que hayan sido seleccionados en el algoddn
Bollgard®Il/Solucién Faena Flex®; los refugios sirven también como reservas naturales
de insectos susceptibles para asegurar que Bollgard®Il/Solucién Faena Flex® mantenga
su efectividad por muchos afos.
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La naturaleza de la resistencia en insectos.

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

La aspersion de insecticidas formulados a base de Bt en una amplia variedad de

cultivos, presenta un riesgo equivalente o mayor de desarrollo de resistencia debido a

las altas dosis y al uso irracional de estos productos (Roush, 1994).

Los factores que contribuyen al desarrollo de resistencia en insectos a los cultivos que

expresan proteinas Bt, son los mismos factores que afectan el desarrollo de resistencia

a los insecticidas convencionales, tales como:

—

La naturaleza, eficacia y modo de empleo del producto para cultivos Bt.

Nivel de expresion (dosis requerida para controlar todos o la mayoria de los
insectos heterocigotos, de tal manera que la resistencia es un fendmeno
funcionalmente recesivo).

Superficie sembrada con cultivos Bt en un area determinada.

Genética de la resistencia (frecuencia inicial de alelos de resistencia, grado de
dominancia de dichos alelos, costo fisioldgico de la resistencia).
Comportamiento de los insectos (movimiento y reproduccion).

El modo en el que los insectos se mueven entre los cultivo Bt y convencionales
determina el nivel de exposicion de los insectos a la toxina Bt, asi como la
probabilidad de cruzamiento entre insectos resistentes y susceptibles.

Estudios realizados en maiz y algodén indican que los insectos tienden a
dispersarse en grandes distancias (FIFRA SAP, 1998).

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).
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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).

Estrategias para retrasar el desarrollo de resisten  cia en insectos.

Para reducir la probabilidad de seleccibn de resistencia en insectos se utilizan
estrategias de manejo integrado de plagas (MIP), basadas principalmente en la
expresion adecuada de la proteina insecticida para el control de la plaga y en la
siembra de algoddn que no expresa proteinas de Bacillus thuringiensis como areas de

“refugio” (Carriere et al., 2001).

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

En los refugios se produciran insectos sin historial de seleccién por las toxinas CrylAc
y Cry2Ab, mismos que al dispersarse como adultos se cruzaran con insectos que
eventualmente  fueran seleccionados como resistentes en el algodén

Bollgard®Il/Solucién Faena Flex®.

La SAGARPA recomienda un refugio 80:20: Por cada 40 ha sembradas con algodon
Bollgard®ll/Solucién Faena Flex®, el productor se compromete a sembrar 10 ha con
variedades de algodén que no expresa proteinas de Bacillus thuringiensis, asperjadas
con cualquier insecticida para el control de gusano bellotero y rosado, excepto el uso

de insecticidas biologicos a base de Bacillus thuringiensis.

- 114 -



7B\
IBAYER

En su caso un refugio 96:4: Por cada 40 ha sembradas con algodon
Bollgard®Il/Solucién Faena Flex®, el productor debera sembrar 1.6 ha con variedades
de algodon que no expresa proteinas de Bacillus thuringiensis, que seran asperjadas
con cualquier insecticida convencional, excepto bioldgicos a base de Bacillus
thuringiensis y los insecticidas usados especificamente para el control de complejo
bellotero y gusano rosado. Algunos ingredientes activos que no podran ser utilizados
por el productor en esta opcion de refugio son acefate, Bt, clorpirifos etil, fenvalerato,
metomilo, monocrotofds, sulprofos, thiodicarb, profenofos y piretroides sintéticos
(cyflutrina, bifentrina, permetrina, cipermetrina, deltametrina, lambda cyhalotrina,

tralometrina y otros).

Estrategia de manejo de la resistencia en insectos (MRI) basada en la expresion
de dos proteinas insecticidas.

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

pueden ser controlados por el cultivo transgénico.

Otra alternativa para mejorar el control de insectos por proteinas Bt al tiempo que

retrasa la aparicion de resistencia consiste en introducir una segunda toxina insecticida,
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ya sea para alternar o bien combinar con la proteina insecticida original. Si la segunda
proteina insecticida posee un mecanismo de accion suficientemente diferente al
mecanismo de la primera, y ademas es por si misma eficiente para controlar los
insectos plaga, entonces los insectos deberdn desarrollar dos modos diferentes de

resistencia para sobrevivir a ambas toxinas.

El algodén Bollgard® que produce la proteina CrylAc se ha cultivado empleando como
enfoque para el MRI la incorporacion de refugios en las areas de cultivo. En la
actualidad ya se cuenta con lineas de algodon que expresan Cry2Ab, asi como

variedades que expresan tanto la proteina tipo CrylAc como la Cry2Ab.

El valor de dos proteinas insecticidas con mecanism os de accion diferentes.

La introduccion de dos proteinas insecticidas con diferente mecanismo de accién para
propositos del MRI a fin de incrementar el desempefio de los cultivos no es una idea
nueva. La mezcla de insecticidas convencionales, por la misma razoén, se ha realizado
por mas de 20 afios, y estrategias similares se han empleado con herbicidas para el
manejo de la resistencia en malezas. Intuitivamente parece razonable que tal estrategia
permita retrasar el desarrollo de resistencia si los insectos blanco no pueden desarrollar
un mecanismo que combata ambas toxinas simultineamente. Estudios tedricos y
empiricos han demostrado sin embargo que esta estrategia trabaja solamente si se

cumplen ciertas condiciones (Tabashnik, 1989; Roush 1994).

Mediante modelos matematicos Roush (1994; 1997) demostré6 que las mezclas de
toxinas pueden retrasar de manera efectiva la aparicion de resistencia a las toxinas
individuales siempre que la mortalidad relativa del insecto susceptible sea mayor con
dicha mezcla que la ocasionada por cada toxina individual y el caracter de resistencia
sea recesivo. Para cultivos transgénicos, la estrategia mas efectiva es aquella en la que

ambas proteinas se expresan dentro de un mismo producto (efecto piramide).
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Para trasladar a la practica agricola la estrategia del uso de dos proteinas insecticidas
es importante saber si las suposiciones en torno a la actividad insecticida de las toxinas
individuales y la genética de la resistencia se cumplen.

La demostracion de que ambas toxinas son altamente eficaces contra las plagas
blanco es relativamente sencilla, y en algodén Bollgard® (CrylAc) se ha cumplido con
este criterio respecto de la proteina Bt que se expresa. La evidencia en torno a la
genética de la resistencia es necesariamente menos clara debido a la ausencia de
casos de resistencia en campo a los cultivos transgénicos. La evidencia inferida de los
trabajos realizados en colonias de insectos resistentes generadas a través de la
combinacién de seleccion en laboratorio y campo, sugiere que la resistencia a las
proteinas Bt expresadas en cultivos transgénicos sera recesiva o altamente recesiva en
la naturaleza. Estudios en tres especies de lepidopteros muy diferentes entre si apoyan
esta conclusién (gusano bellotero, Heliothis virescens- Gould et al., 1995; palomilla
dorso de diamante Plutella xylostella- Tabashnik et al., 1997; y el gusano rosado

Pectinophora gossypiella- Liu et al., 1999).

Los resultados de estos modelos también dependen del grado de resistencia cruzada
entre toxinas. A mayor grado de cruzamiento en la resistencia se reduce el valor del
manejo de la resistencia mediante la introduccion de la segunda toxina. Estudios
empiricos de resistencia a Bacillus thuringiensis indican niveles bajos pero variables, de
resistencia cruzada entre proteinas Bt's estrechamente relacionadas (Gould et al.,
1995).

El trabajo de Kota (1999) demostro el uso de proteinas insecticidas con mecanismos

nuevos en plantas de tabaco. La expresion de CrylC en brocoli transgénico ha
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permitido el control de la palomilla dorso de diamante resistente a CrylAc (Cao et al.
1999).

Dando el peso relativo de estudios tedricos y la evidencia empirica es claro el valor de
utilizar proteinas con diferentes propiedades insecticidas para el MRI.

VII. NUMERO DE AUTORIZACION EXPEDIDA POR SALUD CUANDO EL
OGM TENGA FINALIDADES DE SALUD PUBLICA O SE DESTINE A LA
BIORREMEDIACION. En caso de no contar con la autorizacién al momen  to de
presentar la solicitud de permiso, el promovente po drd presentarla
posteriormente anexa a un escrito libre, en el que se indique el namero de

autorizacion;

El evento combinado BG2F recibi®é autorizacion de salud el 17/02/2006

(www.cofepris.gob.mx).

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

Se solicita el permiso para un afio, tiempo que incluye desde la planeacion de los

estudios a realizar, importacion de la semilla hasta la cosecha.
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ANEXO 1. MOVILIZACION Y/O IMPORTACION

1) Descripcion del envase o empaque que se usara pa ra movilizar el producto

Las semillas de algodén genéticamente modificado seran transportadas en bolsas de
papel resistentes a la manipulacion, selladas para prevenir cualquier derrame desde el
origen hasta las bodegas y/o sitios autorizados para la liberacion al ambiente. Esta
semilla de algoddn no sera acompafada por ningun otro tipo de material biolégico.

2) Cantidad del OGM a movilizar y el calendario pro  puesto de movilizacion y/o
importacion

Se importara 220,000 Kg. de semilla de algodon BG2F a partir del 01 de mayo de 2010
con el proposito de tener la semilla lista para el inicio de la siembra a partir del 15 de

junio de 2010 en las regiones algodoneras del estado de Tamaulipas.

3) La ruta de movilizacion del OGM, debe incluir el lu  gar de origen, destinos
intermedios, sitios de almacenamiento, sies el cas  0; y destinos finales.

La ruta de movilizacidn, sera por tierra a partir del origen de la semilla en Mississippi
y/lo Texas, en los Estados Unidos de Ameérica. Posteriormente entrara a México a
través de la aduana en Cd. Juarez, Chihuahua o Nuevo Laredo, Tamaulipas; en caso
necesario y solo para hacer mas eficiente la introduccion a México, se buscaria otra

aduana, como Matamoros, Reynosa o Mexicali.

De la aduana se transportard por carretera directamente al lugar en donde se
almacenara la semilla en la bodega de Bayer ubicada en: Bayer de México, S.A. de
C.V. Km. 3 Carretera Panamericana Sur. Ciudad. Delicias, Chihuahua, donde se
encuentra ubicada la oficina local de Bayer de México S.A. de C.V.; y de donde, sera

entonces entregada a los distribuidores y agricultores que la hayan adquirido. Los
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Campos de produccion de los productores cooperantes que adquieran la semilla seran

los destinos finales del material.

4) Descripcion del procedimiento y medidas de biose guridad a ser utilizadas para
prevenir el escape y diseminacion del producto mani pulado durante su
movilizacion.

El material GM sera transportado en forma de semilla empacada en bolsas de papel
carton. Como medida preventiva, se realizara la limpieza y la eliminacion de residuos
vegetales de todos los vehiculos e instalaciones donde se movilice o tenga contacto la

semilla.

En la aduana de entrada al pais, el algodon genéticamente modificado sera recibido,
por el Agente Aduanal de Bayer de México, cuya direccion y contacto es:

Lic. Elizabeth Rincon

C & E Agentes Aduanales, S.A. de C.V.

Paseo Triunfo de la Republica 2416-9

Col. Partido Escobedo

Cd. Juérez, Chihuahua

Tel. 656 613 8300

A partir de la llegada del material al agente aduanal, el material pasa a ser
responsabilidad del pais destino. Solo personal de Bayer o autorizado por la compafiia

puede retirar las semillas de la aduana luego de la liberacion.

Previo traslado del material, el responsable constatard que no se hayan producido

pérdidas accidentales durante el proceso de descarga y liberacion.
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El manejo, la forma de transporte y el empaque en que se movilizara el algodon
genéticamente modificado estan disefiados para minimizar la posibilidad de accidentes,
sin embargo, en el caso que hubieran ocurrido derrames el personal de la empresa
informara inmediatamente al responsable de asuntos regulatorios o al responsable de
produccion de la empresa. La empresa transportadora tendra indicaciones para que se
recoja la semilla derramada y mantengan el material bajo resguardo hasta que la
empresa Bayer de México sea notificada. Se haran todos los esfuerzos por recuperar el
material liberado y destruirlo inmediatamente. Se identificara el sitio del accidente y se
establecera un programa de monitoreo por un periodo de un afio para identificar la
presencia de plantulas y proceder a su destruccion inmediata por métodos mecéanico o

guimico (herbicidas).

Se notificara a la autoridad competente por teléfono de manera inmediata y por escrito
en el dia habil inmediato siguiente a la liberacion accidental. Se documentara
exhaustivamente todas las acciones anteriores incluyendo la hora y la fecha de cada

accion.
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ANEXO 2: PROTOCOLO

EVALUACION DE LA TECNOLOGIA BOLLGARD® II/SOLUCION F AENA FLEX EN
EL CICLO AGRICOLA P-V (2010) EN LAS REGIONES ALGODO NERAS DEL
ESTADO DE CHIHUAHUA

El algoddén genéticamente modificado con el evento BG2F posee tolerancia al herbicida
glifosato lo cual permite la aplicacion no selectiva de este herbicida para el control de la
maleza. Ademas, el algodon BG2F es resistente al ataque de insectos lepidopteros. Ha
sido previamente liberado experimentalmente por Monsanto Comercial S. A. de C. V.
en el Valle de Mexicali - San Luis Rio Colorado, La Laguna, Chihuahua y El Norte de
Tamaulipas. Resultados de esas pruebas muestran el potencial de la tecnologia
Bollgard®Il/Solucién Faena Flex® como una excelente opcién para el control de la

maleza e insectos en el algodonero.

OBJETIVOS
El propédsito de esta evaluacién es comparar la equivalencia fenotipica del algodén
BG2F con su contraparte convencional, asi como documentar los beneficios, el impacto

y uso seguro de la tecnologia Bollgard®Il/Solucion Faena Flex®.

RESPONSABLES
Investigadores del INIFAP o alguna otra institucion de investigacion de prestigio
reconocido conduciran esta evaluacion. Por Bayer de México, personal de asuntos

regulatorios dara seguimiento.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

Las evaluaciones se efectuaran en dos predios sembrados con algodon BG2F y dos
predios con algodén convencional dentro de los municipios propuestos para la

liberacion.

Cultivo y variedades
El cultivo del algodonero con varias variedades mejoradas genéticamente con el evento
BG2F.

Disefio experimental y tratamientos
Se utilizara un disefio experimental completamente al azar. Se efectuaran dos o tres

aplicaciones, segun se requiera, del herbicida glifosato a una dosis de 600 g de i.a. /ha.

Variables a evaluar
a) Caracterizacion fenotipica
Se comparara el crecimiento, morfologia y comportamiento agronémico del algodén

BG2F con su contraparte convencional.

b) Dinamica poblacional de maleza

Se determinara el numero de plantas de las diferentes especies de maleza presentes
en el area de estudio en cada uno de 4 sitios de muestreo. Se realizara un muestreo
antes de la aplicacién del herbicida glifosato y tres muestreos después de cada

aplicacion alos 7, 14y 21 dias.

c) Evaluacion del efectividad de la tecnologia Bollgard®II que contiene los genes

crylAc y cry2Ab codifican toxinas Bt altamente especificas para el control de larvas de
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algunas especies de insectos lepidopteros de importancia economica en el cultivo del
algodonero: 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).

d) Analisis costo-beneficio del sistema Bollgard®lI| /Solucion Faena Flex®
En los predios de los agricultores cooperantes se registraran las acciones o practicas
realizadas para el control de maleza y los costos de control de plagas para establecer

una comparacion con los costos en el algodon convencional.

e) Rendimiento.

Se registrara el rendimiento estimado al final del ciclo.

CALENDARIO DE ACTIVIDADES

ACTIVIDAD M A M |J |J A S O N P E
Siembra X

Conduccion X |X |X |xX [X |X |X
Toma de datos X X |X |X |[xX |[|X
Cosecha X
Analisis de la informacion X
Informe final X
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