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Articulo 5. Reglamento de la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente
Modificados.

1. Nombre, denominacioén o razén social de quien promueve.
BASF Mexicana S.A. de C.V.
L. CARACTERIZACION DEL OGM
l.a. Identificador unico del evento de transformacion

Los identificadores unicos OECD para el algodén GHB614 (BCS-GH@@2-5) x LLCotton25 (ACS
GH@@1-3), han sido previamente asignados y se podra tener acceso a su estatus regulatorio en
relacion a la seguridad de los mismos para el consumo humano y/o animal, y la respectiva
informacion relevante de bioseguridad en los sitios de internet de Biosafety Clearing House', la
Base de Datos Biotrack de la OCDE? y en la Base de Datos CERAS3.

Otras designaciones:

Algodén GHB614 x LLCotton25

Algodon GHB614 x LL25

Algodén BCS-GH@W2-5 x ACS GHZJ1-3
Algodon GlyTol® LibertyLink®

Algodén GL

El algodén GL combina la expresién de las proteinas 2mEPSPS (GHB614) y PAT/bar (LLCotton25)
que confieren tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio, permitiendo el uso de
dos mecanismos de accion herbicida para un manejo mas eficiente de la maleza en el cultivo del
algodon, esta combinacion de mecanismos de accidn es particularmente importante para el manejo
y prevencién de resistencia de las especies de maleza a los herbicidas.

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

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

1.

" http://bch.biodiv.org/
2 hitp://www2.0ecd.org/biotech/
3 http://cera-gmc.org/index.php?action=gm_crop_database
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Cuadro 1. Distribucion de especies de Gossypium en México.

Especie Ubicacion
P Estado: Localidades y/o Municipios

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

G. aridum Colima: Ixtlahuacan y Tecoman.

’ Jalisco: Chamela, Autlan, Hostotipaquillo, Tomatlan, La Huerta y Barra de Navidad.

Nayarit: Nayar, Jesus Maria, ribera del Rio Santiago, Tepic, Pochichitlan y Agua Milpa.
Sinaloa: Mocorito, 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.

) . Baja California: Arroyo Salado, ribera del Rio La Purisima, Sierra de la Giganta, Los Cabos,

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

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

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

Isla del Carmen y Agua Grande.

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

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

G. laxum Guerrero: Chilpancingo, Zumpango del Rio y al oeste de Milpillas.
G. lobatum Colima: Coquimatian.

Guerrero: Acapulco.
G. thurberi Chihuahua: Madera y El Lago

Sonora: Rio Bavispe y Hasabas, Horconcitos, Benjamin Hill, Magdalena, Yecora e Himuris.

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

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

Baja California: La Paz.

€ loreRnes Guerrero: Chilapa, Malinaltepec e Ixcareopan.
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Ubicacién

Especie Estado: Localidades y/o Municipios

México: Acatitlan, Temascaltepec.

Puebla: Yancuictlalpan, Cuetzalan.

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

Veracruz: San Lorenzo, Coatepec y Catemaco.
Yucatan: Telchac, Puerto.

Fuente: Fryxell (1979); Herbario Nacional (MEXU) (1998) del Instituto de Biologia de la UNAM.

Figura 1. Distribucién de especies de algodén silvestre en México.

. aridum
.armourianum
. davidsonii

. gossypioides
. harknessii
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12. G. turneri
13.G. barbadense

R s
Q@

Fuente: Fryxell (1979); Herbario Nacional “MEXU” (1998) del Instituto de Biologia de la UNAM.

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

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

Bases de datos consultadas:

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

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

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

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

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

Herbario de la Universidad de Sonora, México (USON)

Arboles y Arbustos Nativos para la Restauracion Ecolégica y Reforestacion de México (IE-

DF, UNAM)

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

e Herbario del CIBNOR

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

e Flora Vascular de la Sierra de San Pedro Martir, Baja California, México (UABC)
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Flora del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, México (FES-I, UNAM)

Herbario de la Universidad Auténoma de Baja California, México (UABC)

Herbario de la Universidad de Arizona, EUA (ARIZ)

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

Herbario Kew del Real Jardin Botanico (RBGKEW)

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

Biolégicas, México (ENCB, IPN)

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

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

e Herbario de Geo. B. Hinton, México

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

TEX)

l.c. Existencia de especies sexualmente compatibles

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

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

Especie Localidad Numero de Ano_dt_a Uso
cromosomas descubrimiento

Gossypium hirsutum L. Regiones agricolas 52 1763 Cultivada

. . Sonora, Baja California .
Gossypium thurberi Tod Sur, Chihuahua 26 1854 Silvestre
Gossypium davidsonii Kellogg | 5412 _ Galifornia Sur, 26 1873 Silvestre

onora
E ossypium armourianum Baja California Sur 26 1933 Silvestre
earney

Gossypium harknessii | pia California Sur 26 1933 Silvestre
Brandegee
Gossypium aridum (Rose & . .
Standl.) Skovst Sinaloa 26 1911 Silvestre
Gossypium trilobum (Mocino & . .
Sesse ex DeCandolle) Skovsted Sinaloa 26 ] Silvestre
Gossypium turneri Fryxell Sonora 26 - Silvestre

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

I.d. Habitats de persistencia o proliferacién

El algoddn es un cultivo ampliamente distribuido a nivel global en las regiones aridas y semiaridas
con climas calidos y semicalidos. Las regiones donde se puede establecer el cultivo se ubican en
un rango de 0 - 600 msnm, requiere de una buena precipitacién (700 - 1300 mm/ciclo de cultivo) o
disponibilidad de agua para riego. La temperatura minima y maxima para el desarrollo del cultivo
es de 12.8°C y 30°C, en general se requiere una temperatura mayor a 18°C para obtener buenos
rendimientos. El cultivo del algodén requiere de suelos profundos con buen drenaje de tipo migajon
a franco-arcilloso y franco limoso con un pH 6ptimo de 5.6 (Ruiz-Corral et al., 1999).

A partir de los resultados de estudios de equivalencia agronémica se ha concluido que el algodén
GlyTol® LibertyLink® no es diferente al algodén convencional, por lo que se espera que también su
distribucién sea similar a las variedades de empleo agricola con las que comparte germoplasma.

El nuevo rasgo incorporado, la tolerancia a los herbicidas glufosinato de amonio y glifosato, no
hacen diferente al algodén GlyTol® LibertyLink® de su contraparte convencional aparte de presentar
la ventaja de tolerar la aplicacion de los herbicidas ya mencionados, por lo que podria persistir en
el mismo habitat que su contraparte convencional. Como ya se ha mencionado, la disponibilidad de
agua, la temperatura y la altitud son tres factores dominantes que influencian el establecimiento y
desarrollo de este cultivo.

Distribucion:

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

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

Altitud:
0-600 m.

Requerimientos hidricos:

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

® En las plantas C; el CO; entra en el ciclo de Calvin y se fija a la RuDP produciendo dos moléculas de PGA (3 C). Los estomas se
abren durante el dia.
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Humedad ambiental:
Resiste atmoésferas secas, siempre que no falte humedad en el suelo.

Temperatura:

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

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

Requerimientos de suelo.

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

Profundidad de suelo:

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

Salinidad:

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

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

l.d. Descripciéon taxonémica del organismo receptor y donador de la construccién
genética

1. Organismo receptor.

El organismo receptor para los eventos GHB614 x LLCotton25 es la planta de algoddn (Gossypium
hirsutum L.). El algodén es un miembro de la familia Malvaceae, a continuacién, se presenta la
clasificacion taxonémica del algodon de acuerdo con NRCS (Natural Resources Conservation
Service-United States Deparment of Agriculture, http:/plants.usda.gov).

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

Especie Gossypium hirsutum L. — algodén cultivado

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

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

Ademas de las 45 especies diploides, existen cinco especies alotetraploides (2n=4x=52) originarias
del Nuevo Mundo, de las cuales cuatro son originarias del continente americano y una de Hawaii.
Las especies alotetraploides contienen la combinacion de los genomas AADD 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 Ameérica, y duplicando los
cromosomas del hibrido estéril con colchicina. El hibrido anfidiploide® (AADD, 2n=4x=52) produjo
hibridos fértiles cuando fue cruzado con especies tetraploides americanas.

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

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

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

e G. hirsutum L., (2n=4x=52) genoma AD, 26 cromosomas chicos y 26 cromosomas largos, y
o G. barbadense L., (2n=4x=52) genoma AD, 26 cromosomas chicos y 26 cromosomas largos.
G. hirsutum es la principal especie de algodén cultivado y representa aproximadamente el 90% de
la produccion mundial de fibra y aceite de algodén.

2. Organismos donadores para los eventos GHB614 x LLCotton25.

Los organismos donadores de los genes presentes en el evento combinado mediante cruzamiento
convencional algodén GHB614 x LLCotton25 se presentan en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Resumen de los genes insertados en los eventos parentales del algodon GHB614 x
LLCotton25.

Evento Gen Organismo donador Producto del gen Funcién

6 Anfidiploide (alopoliploide): poliploide formado tras la unién de dos conjuntos de cromosomas distintos y su posterior
duplicacion.
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Enzima 5-enolpiruvil
shikimato-3-fosfato
sintasa (MEPSPS)
tolerante a glifosato
Bacteria Enzima fosfinotricina-N- Elimina la actividad herbicida del
LLCotton25 | bar (Streptomyces acetiltransferasa (PAT) glufosinato (fosfinotricina) por
hygroscopicus) acetilacion

Disminuye la afinidad con el
glifosato y, por lo tanto, aumenta
la tolerancia a este herbicida

GHB614 2mepsps Maiz (Zea mays)

3. Identificacion de los organismos donadores para los eventos GHB614, LLCotton25.
3.1. Maiz (Zea mays).

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

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

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

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

3.2. Streptomyces hygroscopicus.

Streptomyces hygroscopicus es una bacteria en forma de bacilo, gram positiva, aerdbica,
filamentosa, formadora de bio-peliculas y habitante natural del suelo. Pertenece al grupo de los
Actinomycetes y son bacterias que comparten muchas caracteristicas con los hongos. Estas
bacterias crecen usualmente como filamentos (cadenas de células) que usualmente se ramifican
para formar redes de filamentos en el suelo (micelio). En la punta de los filamentos se desarrollan
cadenas de esporas de longitud indefinida. Asimismo, son las responsables del olor a humedad del
suelo. Algunas bacterias del género Streptomyces producen antibidticos tales como la
estreptomicina. En el caso de la especie Streptomyces hygroscopicus produce el antibidtico

BASF MEXICANA, S.A. DE C.V. Pagina 19 de 152


http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=1&Gene=bar
http://plants.usda.gov/

Solicitud de permiso para la liberacién experimental al ambiente de algodon GlyTol® LibertyLink®
en la region agricola de Chihuahua, Coahuila y Durango, ciclo P-V 2020.

milbemicina, el cual es usado como insecticida y también para controlar algunas infecciones
parasitarias en animales. Estas bacterias también forman bio-peliculas, las cuales son
acumulaciones de bacterias en ambientes acuosos formadas por secreciones de materiales
viscosos y mucilaginosos que proveen a la bacteria de un medio para adherirse a la mayoria de las
superficies. S. hygroscopicus tiene una amplia distribucion en la naturaleza y no se considera
patdgeno para humanos, animales o plantas (OECD, 1999).

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

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

3.3. Historial de uso seguro de los organismos donantes.

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

La bacteria Streptomyces hygroscopicus no es utilizada como alimento humano ni como alimento
o suplemento en nutricion animal. Esta bacteria utilizada como donante de genes no tiene
antecedentes de ser téxica para humanos o animales (OECD, 2007; OECD, 1999). Adicionalmente,
es importante considerar que para la obtencion del algodon GHB614 x LLCotton25 no se utilizan
bacterias completas sino solo uno de sus genes. Los estudios bio-informaticos y biolégicos
realizados demuestran que ninguna de las proteinas codificadas por los genes utilizados tiene
efectos potencialmente toxicos ni alergénicos.

4. Identificacion de los organismos donadores de secuencias reguladoras.

Cada gen transferido al algodén requiere de secuencias reguladoras que permitan su transcripcion
en RNA y su posterior traduccion en forma 6ptima. Las secuencias reguladoras que controlan la
expresion de los genes introducidos en el algodén GHB614 x LLCotton25 se presentan en el cuadro
4. Aunque algunas secuencias reguladoras se derivan de patdogenos de plantas como
Agrobacterium tumefaciens y virus del mosaico de la coliflor (CaMV), estas secuencias no tienen
capacidad de inducir enfermedades en el algodon.

Cuadro 4. Resumen de los elementos genéticos transferidos al algodén GHB614 x LLCotton25.

Evento Gen Secuencia Organlsmq donador de Funcion
reguladora la secuencia reguladora
Ph4a748At Arabidopsis thaliana Promotor constitutivo
GHB614 2mepsps Péptido de transito que dirige
TPotp C Zea mays/ Helianthus annuus la translocacion de la
proteina a los cloroplastos
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Sefal de poliadenilacion
3’histonAt Arabidopsis thaliana (terminacion de la
transcripcion)
P35S3 ?/égjhj\c}?l EEEED € | eeliier Promotor constitutivo
LLCotton25 | bar Senal de poliadenilacion
3’nos Agrobacterium tumefaciens (terminacion de la
transcripcion)

4.1. Agrobacterium tumefaciens.

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

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

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

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

Arabidopsis thaliana es una planta herbacea anual de ciclo corto con una altura comprendida entre
los 10 y 30 cm, miembro de la familia Brasicaceae, sin valor comercial con presencia en los 5
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continentes, utilizada en biologia molecular como planta modelo para dicotiledéneas. Planta de tallo
erecto con ramificacion un poco alejada de la base. Las hojas son simples de elipticas a ovales con
los bordes enteros. Tiene dos tipos de hojas, las basales de hasta 2 cm de largo por 0.5 cm de
ancho, arrosetadas y las caulinares (las que estan a lo largo del tallo), éstas son mas pequefas y
sésiles esto es carentes de peciolo. Las inflorescencias se presentan en racimos, en el extremo de
las ramas o el tallo, no demasiados compactos, éstas se van separando unas de otras a medida
que el tallo crece, por lo que los pedunculos de los frutos maduros estaran separados del orden de
un centimetro entre ellos. Las flores son hermafroditas de unos 0.5 cm de diametro, normalmente
con cuatro pétalos blancos, espatulados. Se distinguen en ella sin dificultad todos los 6érganos
florales. El fruto es una silicua linear que aparece del centro de la flor, alargado, de unos 3 cm de
longitud y 1 mm de ancho, cilindrico, un poco arqueado y sin pubescencia. Estos contienen dos
cavidades en las que se alojan las semillas ovoideas en hilera, sin tocarse entre ellas, en niumero
elevado; unas 30 por silicua. En la madurez tienen un color anaranjado son lisas y miden medio
milimetro aproximadamente.

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

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

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

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

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

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

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).
4.4. Virus del mosaico de la coliflor (CaMV).

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

Phylum -
Clase -
Orden -
Familia Caulimoviridae
Género Caulimovirus

Especie Virus del mosaico de la coliflor (CaMV)

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

BASF MEXICANA, S.A. DE C.V. Pagina 23 de 152


http://plants.usda.gov/
http://ictvonline.org/

Solicitud de permiso para la liberacién experimental al ambiente de algodon GlyTol® LibertyLink®
en la region agricola de Chihuahua, Coahuila y Durango, ciclo P-V 2020.

l.e. Pais y localidad donde el OGM fue colectado, desarrollado o producido

Tecnologia GlyTol® LibertyLink® Semilla (variedades FiberMax™)
(GHB614 x LLCotton25)
Bayer CropScience

Bayer CropScience NV Seeds Innovation Center
Innovation Center for Plant Biotechnology 103 Erskine Street
Technologiepark 38 Lubbock, TX 79403 USA

9052 Ghent, Belgium

Bayer CropScience LP

2 T.W. Alexander Drive

P.O. Box 12014

Research Triangle Park

RTP, North Carolina 27709 USA

I.f. Referencia documental sobre origen y diversificaciéon del organismo receptor
1. Origen y diversificacion del algodén.

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

Ademas de las 45 especies diploides, existen cinco especies alotetraploides (2n=4x=52) originarias
del Nuevo Mundo, de las cuales cuatro son originarias del continente americano y una de Hawai.
Las especies alotetraploides contienen la combinacion de los genomas AADD y tienen 26
cromosomas largos y 26 cromosomas chicos, aunque existe algun traslape en tamano entre los
cromosomas de los genomas A y D. El origen genético de las especies alotetraploides fue
demostrado experimentalmente cruzando G. arboreum (genoma A), especie diploide cultivada en
la India, y G. thurberi (genoma D), especie diploide silvestre de América, y duplicando los
cromosomas del hibrido estéril con colchicina. El hibrido anfidiploide’ (AADD, 2n=4x=52) produjo
hibridos fértiles cuando fue cruzado con especies tetraploides americanas. Dos especies diploides
y dos tetraploides de Gossypium son las especies cultivas actualmente (Milton and Allen, 1995):

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

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

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

7 Anfidiploide (alopoliploide): poliploide formado tras la union de dos conjuntos de cromosomas distintos y su posterior
duplicacion.
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G. hirsutum es la principal especie de algodén cultivado y representa aproximadamente el 90% de
la producciéon mundial de fibra y aceite de algodon.

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

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

2. Especies silvestres y distribucion.

De acuerdo con Fryxell (1984), Talipov et al. (1995), Palomo (1996) y la Red de Informacién de
Recursos de Germoplasma (GRIN) del Servicio de Investigacién Agricola (ARS-USDA) de Estados
Unidos (http://www.ars-grin.gov), se reportan las siguientes especies de Gossypium para la region
Norte de México (Cuadro 5).

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

Especie Localidad Numero de Ano_dt_a Uso
cromosomas descubrimiento

Gossypium hirsutum L. Regiones agricolas 52 1763 Cultivada

. , Sonora, Baja California .
Gossypium thurberi Tod Sur, Chihuahua 26 1854 Silvestre
Gossypium davidsonii Kellogg 26}3 California  Sur, 26 1873 Silvestre

onora
Eossyp’“m armounanum | gaia California Sur 26 1933 Silvestre
earney

Gossypium harknessii Baja California Sur 26 1933 Silvestre
Brandegee
Gossypium aridum (Rose & . .
Standl.) Skovst Sinaloa 26 1911 Silvestre
Gossypium trilobum (Mocino & . .
Sesse ex DeCandolle) Skovsted Sinaloa 26 ] Silvestre
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Gossypium turneri Fryxell Sonora 26 - Silvestre

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

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

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

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

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

G. harknessii Brandegee, se localiza en Baja California Sur y en la isla del Carmen. Especie
caducifolia; sus hojas son enteras algo lobuladas y mas anchas que largas. La flor es de color
amarillo con base interior de color rojo y la capsula es ovoide con tres a cuatro I6culos. Las semillas
miden de 8 a 10 mm de largo con fibras grisaceas muy pequenas y fuertemente adheridas. Al igual
que G. armourianum, es muy resistente a la sequia y tiene bracteas caducas. Es una especie muy
importante ya que aporté los genes de esterilidad genético-citoplasmica y los genes restauradores
de la fertilidad que hicieron posible la formaciéon de genotipos hibridos de algodén con propésitos
comerciales (Meyer, 1973). Habita en pendientes fuertes y suelos muy delgados y pedregosos.
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G. laxum Phillips, se encuentra en el canon del Zopilote del Estado de Guerrero. Las hojas
presentan de tres a cinco I6bulos muy pronunciados y son caducas. La flor es de color rosa, con la
mitad inferior de la parte interior de color rojo-oscuro. Las capsulas son ovoides y poseen de tres a
cinco léculos. Cada loculo contiene varias semillas de 6 a 8 mm de largo. Tiene un alto contenido
de fibra con una longitud de 6 a 8 mm. La caracteristica de hoja caduca es muy importante ya que
se puede incorporar en las variedades cultivadas para evitar el uso de defoliantes y levantar una
cosecha mas limpia y de mejor calidad (libre de residuos de hojas). Habita en las selvas bajas
caducifolias, en pendientes con suelos delgados, arenosos, pedregosos y pobres.

G. lobatum Gentry, se localiza en el Estado de Michoacan. Son arboles; posee hojas tri- o
pentalobuladas y mas anchas que largas. La flor es de color purpura claro y con un color morado
fuerte en la mitad inferior del interior de la misma. Las capsulas tienen tres I6culos. Cada léculo
contiene varias semillas muy pubescentes, la fibra es muy corta y de color blanco o café claro. Al
igual que G. laxum, cuenta con hojas caducas. Habita en las selvas bajas caducifolias, en lugares
secos con pendientes y suelos pedregosos y delgados.

G. thurberi Todaro, se encuentra en Arizona, en el norte de la Peninsula de Baja California Sur,
Sonora y oeste de Chihuahua. Son plantas con altura hasta de 2.5 m; la hoja es glabra y presenta
de tres a cinco I6bulos angostos y largos, bien definidos. La flor es de color crema o ligeramente
amarilla, con una base interior de color rojo o sin él. La capsula es glabra de forma semirredonda a
oblonga con tres I6culos. Cada I6culo contiene de seis a ocho semillas con una longitud de 3 a 4
mm y casi glabras. Esta especie soporta temperaturas de -7°C, caracteristica deseable en las
formas cultivadas para conferirles resistencia a bajas temperaturas. Al cruzarla con variedades
cultivadas, incrementa la resistencia de la fibra.

G. trilobum (Mocino y Sessé) Skovsted, se localiza en Michoacan, Morelos, Puebla y Sinaloa.
Posee hojas con tres l6bulos bien definidos en las inflorescencias. La flor es ligeramente amarilla
con el centro de color rojo. La capsula es glabra con tres (raramente dos) l6culos y de forma
oblonga. Cada léculo contiene de ocho a 10 semillas, cuya longitud es de 3 a 4 mm. Las
pubescencias de la semilla son muy pequefas y ligeramente amarillentas.

G. turneri Fryxell, se localiza en la costa de Sonora, cerca de la bahia de San Carlos. La hoja es
someramente trilobulada, entera, con casi el mismo largo y ancho, y caduca. La flor es de un color
amarillo brillante y presenta una pequefia mancha rojiza en la base. La capsula tiene de tres a cinco
I6culos y es de forma redonda a ovoide. La semilla mide de 7 a 8 mm de longitud y esta cubierta
por pubescencias (fibra) muy cortas.

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

G. lanceolatum Todaro, se localiza en Oaxaca, Guerrero, Michoacan y Nayarit. Las hojas pueden
ser de cinco, tres, o de un solo lI6bulo y en todos los casos, los Iébulos son largos y estrechos. La
flor es de color amarillo y con, o sin, centro de color rojo. La capsula es de forma semirredonda y
contiene tres l6culos con varias semillas. La semilla esta rodeada por fibra larga de color blanco.

G. hirsutum Linneo, se encuentra en los Estados del sur y sureste de México. Las hojas son de
tres o cinco l6bulos ovalados o triangulados. La flor es de color crema o ligeramente amarilla con,
0 sin, mancha rojiza en el centro. Las capsulas son de forma ovalada o semirredonda y tienen de
tres a cinco I6culos. Cada l6culo contiene varias semillas cubiertas con fibra larga de color blanco,
café claro o café oscuro.
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En adicién a las especies diploides endémicas de México mencionadas anteriormente, se reporta
la presencia de la especie tetraploide de origen Peruano G. barbadense. Esta especie es un
arbusto o subarbusto anual que no tiene mucha importancia comercial en México. De acuerdo con
informacion de la CONABIOS, se tienen registros para los Estados de Baja California Sur, Sinaloa,
Oaxaca, Veracruz, Tabasco, Chiapas y Yucatan (www.conabio.gob.mx).

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

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

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

G. hirsutum palmeri, se le localiza en Oaxaca, Guerrero y Michoacan. Tiene hojas con |ébulos
muy hendidos, largos y delgados, se le conoce cominmente como hoja superokra 0 mano de
chango. Su bellota es pequena y de forma oval o redonda. La fibra es de color blanco y su longitud
varia de los 7 a los 25.9 mm.

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

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

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

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

Se pueden hacer algunas generalizaciones respecto a todas las especies de Gossypium que no se
requiere repetir para cada taxon. Todas las especies de Gossypium presentan autopolinizacion,
aunque pueden presentarse ciertos cruzamientos intraespecificos y posiblemente interespecificos
mediados por insectos. El transporte del polen por el viento en el género Gossypium nunca se ha

& Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad.
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reportado, lo cual es explicado por la textura y consistencia del polen producido en antesis. El polen
de G. hirsutum es viable por no mas de 24 horas. Cada flor, como todos los miembros de
Malvaceae, son receptivas unicamente el dia en que abren.

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

l.g. Secuencia génica detallada del evento de transformacién (tamaino del
fragmento, sitio de insercidn y oligonucleoétidos)

1. Doble apilado GL (GHB614 x LLCotton25).

El algodén GL fue desarrollado mediante cruza mendeliana convencional entre los eventos GHB614
y LLCotton25 de Bayer. El evento GHB614 se produjo mediante la insercidn estable de la secuencia
codificante para la proteina 2mEPSPS derivada del maiz (Zea mays L.). El evento LLCotton25 se
produjo a través de la insercion estable de las secuencias codificantes de la proteina PAT/bar derivado
de la bacteria Streptomyces hygroscopicus. La combinacion de estos eventos en el algodon GL provee
de tolerancia a los herbicias glifosato y glufosinato de amonio.

El analisis bio-informatico del locus de inserciébn mediante la alineacion de secuencias con el
genoma de Gossypium hirsutum, disponible en la base datos CottonGen (www.cottongen.org),
utilizando el software BLASTn, permitié determinar el cromosoma de origen de las secuencias del
locus de insercion para cada evento parental en el evento apilado GL.

Los resultados de los estudios Southern blot, bio-informaticos y PCR realizados en los eventos
GHBG614 y LLCotton25 demostraron el correcto patrén de integracion del T-DNA, la equivalencia de
las regiones flanqueantes y el tamano de las bandas esperadas para cada gen, usando
combinaciones de sondas y enzimas de restriccion para caracterizar el DNA insertado. Asimismo,
se demostrd que se integrd unicamente una copia del T-DNA de los cassettes de expresién y no se
detectaron elementos del esqueleto de los vectores (plasmidos), ni secuencias adicionales que
pudieran tener alguna funcion bioldgica.

El analisis Southern blot del locus transgénico de los eventos inidividuales GHB614 y LLCotton25,
confirmé la integridad y estabilidad estructural de cada locus en el evento apilado GL. Las bandas
de hibridacion especificas obtenidas por Southern blot para los eventos individuales fueron
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deteminadas previamente (Habex & Lecleir, 2014% De Beuckeleer, 2004'°) y estas bandas
especificas de los eventos individuales fueron analizadas para el evento apilado GL. Como era de
esperarse, en el evento apilado se presentaron las bandas especificas de cada uno de los eventos.
Con base en los resultados del analisis Southern blot, se confirmé que el producto apilado GlyTol®
LibertyLink® contiene los insertos de DNA intactos provenientes de los eventos parentales GHB614
y LLCotton25".

Para evaluar la estabilidad de los insertos individuales GHB614 y LLCotton25 en el evento apilado
GL, el DNA gendmico de plantas de algodén GL fue digerido con la enzima de restriccion EcoRV y
Ncol después de la hibridacién con las sondas correspondientes del T-DNA. Se determin6 que
todas las plantas de algodon GL analizadas mostraron fragmentos de tamafo comparable a los
fragmentos obtenidos de las lineas parentales individuales para cada inserto, demostrando asi la
estabilidad en el evento apilado GL.

En adicion al andlisis de integridad y estabilidad estructural descrito anteriormente, se determinaron
los niveles de expresion de las proteinas 2mEPSPS y PAT/bar para el evento apilado GL en hoja,
cuadros y semilla en distintas etapas de desarrollo de las plantas (V4-V7, inicio de cuadros y
madurez).

Salvo la caracteristica de tolerancia a los herbicidas glifosato (gen 2mepsps) y glufosinato de
amonio (gen bar), ninguna otra caracteristica se ha modificado como producto de la modificacién
genética del algodon GL. Los genes de seleccion y demas secuencias de las construcciones
genéticas insertadas en el algodon GL (heredadas de los eventos individuales GHB614 vy
LLCotton25) no le confieren ninguna caracteristica fenotipica adicional. Este evento de algodon
biotecnoldgico no presenta cambios fenotipicos de significancia bioldgica comparado con algodén
convencional o con los eventos parentales individuales.

Por otro lado, las proteinas citadas no tienen efecto sobre el metabolismo normal de la planta y no
se espera que la expresidon de las caracteristicas acumuladas produzca efectos interactivos o
sinérgicos porque involucran distintos mecanismos de accion. No se espera que la caracteristica
de tolerancia a herbicidas otorgue al algodén ventajas adaptativas en habitats naturales, en
condiciones naturales o dentro de un agroecosistema. La similitud de las caracteristicas de las
plantas GL con el algodén convencional permite concluir que no existen ventajas adaptativas o un
mayor potencial de convertirse en plaga en los mencionados eventos como consecuencia de la
modificacion genética.

Las caracteristicas reproductivas no han sido alteradas en el evento apilado GL, ni en los eventos
individuales GHB614 y LLCotton25, como consecuencia del proceso de transformacion ni como
consecuencia del proceso de apilamiento de las caracteristicas introducidas mediante cruzamiento
convencional, cuando se los compara con el algodén convencional. Por lo tanto, es posible afirmar
que, salvo por la tolerancia a herbicidas, el algoddn GL es fenotipicamente igual que los algodones
convencionales tanto en México como en otras regiones del mundo.

® Habex, V.; Lecleir, M. 2014. Detailed insert characterization of Gossypium hirsutum transformationevent GHB614.
Bayer CropScience N.V. Innovation Center. Belgium. M-279390-05-1.

10 De Beuckeleer, M. 2004. Gossypium hirsutum elite event LLCotton25. Basic molecular analysis. Molecular &
Biochemical Analytical Services. Belgium. M-201049-02-1.

11 Currier, T. 2008. Structural stability analysis of cotton event GlyToIxLL. Study Number BK08Q002. Molecular &
Biochemical Analytical Services. Research Triangle Park, NC 27709. M-31042901-1.
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El evento GL no exhibe ninguna caracteristica fenotipica adicional que pudiese incrementar su
supervivencia en habitats no agricolas o en areas fuera del rango geografico de la produccion de
algodén. En el caso poco probable de que se llegasen a formar hibridos entre este evento y
parientes silvestres, la introduccién de la caracteristica de tolerancia a los herbicidas glifosato y
glufosinato, a especies en habitats no agricolas no conferiria ventaja competitiva alguna, dado que
la tecnologia funciona como una proteccién ante estimulos externos como la aplicacion de los
herbicidas mencionados, en cuya ausencia no habria resultados visibles en comparacion con
algodén convencional.

La evaluacion agrondmica y fenotipica del algodén GL se realizd a partir de 8 ensayos de campo
establecidos en diferentes regiones representativas del cultivo del algodén en los Estados Unidos
durante la temporada 2007. Los ensayos fueron conducidos de acuerdo con las practicas de manejo
comerciales en cada region algodonera.

Los resultados indicaron que los valores de las variables evaluadas en el algodon GL estan dentro
del rango determinado para las variedades comerciales de referencia (convencionales), lo que
demuestra la equivalencia agrondémica y fenotipica del algodéon GL con relacién al algodén
convencional.

I.h. Descripcidn de las secuencias flanqueantes, nimero de copias insertadas, expresion de
los mensajeros con demostracion de resultados

Los fragmentos de DNA insertados en el algodon GHB614 x LLCotton25 corresponden a los que
contienen sus eventos parentales individuales. Por lo tanto, las caracteristicas de las inserciones y
secuencias flanco 5’ y 3’ estan conservados en este evento apilado. Los componentes individuales
y el tamafo, fuente y funcion de las secuencias heredadas de los eventos individuales
comprendidos en el algodén GHB614 x LLCotton25 se describen en el inciso anterior (I.h.).

1. Secuencias flanqueantes.
1.1. Doble apilado (GHB614 x LLCotton25).

El algodén GL fue desarrollado mediante cruza mendeliana convencional entre los eventos
GHB614 y LLCotton25. El evento GHB614 se produjo mediante la insercidn estable de la secuencia
codificante para la proteina 2mEPSPS derivada del maiz (Zea mays L.). El evento LLCotton25 se
produjo a través de la insercion estable de las secuencias codificantes de la proteina PAT/bar derivada
de la bacteria Streptomyces hygroscopicus. La combinacion de estos eventos en el algodon GL provee
tolerancia a los herbicias glifosato y glufosinato de amonio.

Los resultados de los estudios Southern blot, bio-informaticos y PCR realizados en los eventos
GHB614 y LLCotton25 demostraron el correcto patrén de integracién del T-DNA, la equivalencia de
las regiones flanqueantes y el tamano de las bandas esperadas para cada gen, usando
combinaciones de sondas y enzimas de restriccion para caracterizar el DNA insertado. Asimismo,
se demostrd que se integré unicamente una copia del T-DNA de los cassettes de expresion y no se
detectaron elementos del esqueleto de los vectores (plasmidos), ni secuencias adicionales que
pudieran tener alguna funcion bioldgica.

El analisis Southern blot del locus transgénico de los eventos inidividuales GHB614 y LLCotton25,
confirmé la integridad y estabilidad estructural de cada locus en el evento apilado GL. Las bandas
de hibridacién especificas obtenidas por Southern blot para los eventos individuales fueron
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deteminadas previamente (Habex & Lecleir, 2014'2; De Beuckeleer, 2004'3) y analizadas para el
evento apilado GL. Como era de esperarse, en el evento apilado se presentaron las bandas
especificas de cada uno de los eventos. Con base en los resultados del analisis Southern blot, se
confirmé que el producto apilado GL contiene los insertos de DNA intactos provenientes de los
eventos parentales GHB614 y LLCotton25.

1.2. Evento GHB614.

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

La secuencia derivada del locus transgénico fue comparada con la secuencia del T-DNA del vector
pTEM2 para determinar la posicidén de la secuencia transgénica insertada, los diferentes elementos
geneéticos presentes en el inserto y las secuencias flanqueantes 5 y 3’. Subsecuentemente, la
secuencia derivada del locus de pre-insercion fue comparada con el locus transgénico para
determinar el sitio blanco de delecion mediante la alineacién de ambas secuencias utilizando el
Clone Manager Software. Los resultados de este analisis indican que no se observan diferencias
entre las secuencias transgénicas insertadas y las secuencias del T-DNA del vector pTEM2. Las
secuencias flanqueantes 5’ y 3’ también son idénticas a las secuencias determinadas en el algodén
convencional. La secuencia del locus transgénico determinada consisti6 de 738 bp para la
secuencia flanqueante 5’, 3978 bp para el inserto transgénico y 214 bp para la secuencia
flanqueante 3'. Asimismo, se determinaron 947 bp en el locus de pre-insercion, incluyendo 727 bp
de la secuencia flanqueante 5’, 203 bp de la secuencia flanqueante 3’ y 17 bp del sitio blanco de
delecién.

1.3. Evento LLCotton25.

El algodon LLCotton25 se produjo utilizando el plasmido pGSV71, por medio de Agrobacterium
tumefaciens. Este plasmido PGSV71 lleva un gen quimérico que confiere tolerancia al herbicida
glufosinato de amonio (P35S3-bar-3'nos). Mediante pruebas de PCR y Southern blot de ADN
gendmico del evento LLCotton25 se demostré la insercion de una copia del ADN-T del plasmido
pGSV71 (V. Habex, 2001' y M. De Beuckeleer, 2001'9).

2 Habex, V.; Lecleir, M. 2014. Detailed insert characterization of Gossypium hirsutum transformation event
GHB614. Bayer CropScience N.V. Innovation Center. Belgium. M-279390-05-1.

13 De Beuckeleer, M. 2004. Gossypium hirsutum elite event LLCotton25. Basic molecular analysis. Molecular &
Biochemical Analytical Services. Belgium. M-201049-02-1.

1 Habex, V. 2001. Demonstration of the absence of vector backbone sequences in Gossypium hirsutum transformation

event LL25. Bayer BioScience N.V. M-207086-02-1.

5 De Beuckeleer, M. 2001. Demonstration of the absence of vector backbone sequences in Gossypium hirsutum
transformation event LL25. Aventis CropScience NV. Belgium. M-207086-01-1.
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Se analizaron las caracteristicas de las secuencias flanqueantes (como es el caso de la naturaleza
de las secuencias) mediante el analisis por PCR utilizando pares de iniciadores (primers) dirigidos
a las secuencias que flanquean el borde derecho y el borde izquierdo de Gossypium hirsutum
evento LL25, donde en una primera reaccion de PCR se demostré la especificidad de los
fragmentos de integracion de borde derecho e izquierdo. Una segunda reaccién de PCR, utilizando
un par de iniciadores especificos para las secuencias flanqueantes, demostré que las secuencias
flanqueantes del algoddn con el evento LL25 son de origen de la planta de Gossypium hirsutum,
demostrado su naturaleza.

Las secuencias utilizadas fueron de 677 pb de DNA del borde flanqueante derecho y 412 pd de
DNA del borde flanqueante izquierdo. Estas secuencias se compararon utilizando el algoritmo
BLAST (SYNERGY) con las bases de datos GenBank, EMBK, DDBJ y el AP. No se informé de
similitudes significativas con la secuencia.

El par de iniciadores MAEO11 MAEQ012 amplificéd 219 pb del fragmento de secuencia de flanqueo
borde derecho del evento LL25 y de la variedad de algodén convencional. Este resultado demostré
que la secuencia flanqueante del borde derecho (5°) del evento LL25 también esta presente en el
ADN de tipo convencional de Gossypium hirsutum. El par de iniciadores MAE014-MAEQ015 amplifico
344 pb del borde flanqueante izquierdo del fragmento de secuencia del evento LL25 en las dos
muestrass de Gossypium hirsutum (convencional y modificado). Este resultado demuestra que la
secuencia del borde fanqueante izquierdo (3’) del evento LL25 también esta presente en el ADN de
convencional de Gossypium hirsutum.

2. Nimero de copias.
2.1. Doble apilado (GHB614 x LLCotton25).

El algoddn GL fue desarrollado mediante cruza mendeliana convencional entre los eventos GHB614
y LLCotton25. El evento GHB614 se produjo mediante la insercion estable de la secuencia codificante
para la proteina 2mEPSPS derivada del maiz (Zea mays L.). El evento LLCotton25 se produjo a través
de la insercién estable de las secuencias codificantes de la proteina PAT/bar derivado de la bacteria
Streptomyces hygroscopicus. La combinacion de estos eventos en el algodon GL provee tolerancia a
los herbicias glifosato y glufosinato de amonio.

Los resultados de los estudios Southern blot, bio-informaticos y PCR realizados en los eventos
GHB614 y LLCotton25 demostraron el correcto patron de integracion del T-DNA, la equivalencia de
las regiones flanqueantes y el tamano de las bandas esperadas para cada gen, usando
combinaciones de sondas y enzimas de restriccion para caracterizar el DNA insertado. Asimismo,
se demostré que se integré unicamente una copia del T-DNA de los cassettes de expresion y no se
detectaron elementos del esqueleto de los vectores (plasmidos), ni secuencias adicionales que
pudieran tener alguna funcién biolégica.

El analisis Southern blot del locus transgénico de los eventos inidividuales GHB614 y LLCotton25,
confirmé la integridad y estabilidad estructural de cada locus en el evento apilado GL. Las bandas
de hibridacion especificas obtenidas por Southern blot para los eventos individuales fueron
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deteminadas previamente (Habex & Lecleir, 2014'8; De Beuckeleer, 2004'7) y estas bandas
especificas de los eventos individuales fueron analizadas para el evento apilado GL. Como era de
esperarse, en el evento apilado se presentaron las bandas especificas de cada uno de los eventos.
Con base en los resultados del analisis Southern blot, se confirmé que el producto apilado GL
contiene los insertos de DNA intactos provenientes de los eventos parentales GHB614 y
LLCotton25.

2.2. Evento GHB614.

El evento parental GHB614 se obtuvo mediante trasformacion de la variedad de algodén Coker 312
con el sistema Agrobacterium tumefaciens utilizando el vector pTEM2. Este vector contiene una
construccién quimérica unica del gen, disefiada para ser funcional en plantas y conferir tolerancia
al herbicida glifosato: Ph4a748A -intron1h3At- TPotpC::2mepsps::3'histon4At. La secuencia del gen
2mepsps se deriva del gen epsps del maiz (Zea mays) modificado mediante mutagénesis dirigida
en dos nucleétidos. Asimismo, se adicion6é un coddén de metionina en el extremo N-terminal de la
secuencia de la proteina 2mEPSPS para restaurar el sitio de escision del péptido de transito
optimizado. El gen 2mepsps produce una proteina de 47 kDa con funciéon enzimatica normal y
reducida afinidad con el glifosato.

El DNA gendmico aislado del algodéon GHB614 fue sometido a analisis Southern blot para
determinar el numero de insertos (numero de /oci de integracién en el genoma del algoddn), nimero
de copias (numero de transgenes en un locus individual), integridad del cassette de expresion de
2mepsps y la presencia o ausencia de secuencias del esqueleto del plasmido. Para este analisis
se utilizaron los diferentes componentes del cassette de transformacion (promotor Ph4a748At-
intron1h3At+TPotpC::2mepsps::terminador histonAt), asi como el fragmento completo del T-DNA y
sondas. El algodén convencional Cocker 312 (usado en la transformacién) fue utilizado como
control negativo para el analisis. Varias alicuotas de DNA gendmico del algodon GHB614 fueron
digeridas con las enzimas de restriccion EcoRV, Bglll, Pvull, Asel, Ncol, Hindlll, Afllll, BamHI y Kpnl
para localizar sitios de restriccion en el plasmido pTEM2.

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

Los resultados del andlisis de hibridacion Southern blot obtenidos del DNA gendmico del algodén
GHB614 y Cocker 312 (control negativo), muestran la presencia de un fragmento de integracién 5’
y un fragmento de integracion 3’. Asimismo, el patron y tamafio de los fragmentos observados en
el analisis de hibridacién, comparados con los fragmentos esperados de la digestion de DNA,

6 Habex, V.; Lecleir, M. 2014. Detailed insert characterization of Gossypium hirsutum transformation event
GHB614. Bayer CropScience N.V. Innovation Center. Belgium. M-279390-05-1.

7 De Beuckeleer, M. 2004. Gossypium hirsutum elite event LLCotton25. Basic molecular analysis. Molecular &
Biochemical Analytical Services. Belgium. M-201049-02-1.
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permiten concluir que se integré Unicamente una copia del T-DNA del vector pTEM2 en el algodén
GHB614 (Scott et al., 20068).

2.2. Evento LLCotton25.

Se introdujo una construccion del gen bar que codifica la tolerancia a herbicidas en plantas de
algodén (Gossypium hirsutum). El analisis molecular demostré que una copia del casete del gen
bar esta integrado en el algodén con el evento LL25. Mediante un analisis de PCR se demostré que
la repeticion terminal derecha no esta situada dentro del evento LL25 y que el punto final del T-DNA
del evento LL25 tiene que ser situado dentro de la secuencia de repeticion terminal del borde
izquierdo.

El iniciador MAEO20 (especifico para la secuencia de borde derecho 5’) y el iniciador MLD015
(especifico para las secuencias transgénicas p35S), amplifican el fragmento esperado de 410 pb
con ADN gendmico de algodén CokerC312-17 fortificado con + 2,5 copias del plasmido de
transformacion pGSV71. Este par de iniciadores no amplifica cualquier fragmento con DNA
gendmico aislado del evento LL25. Los iniciadores MAE021 (especifico a 5 pb del borde derecho y
16 pb de secuencias de ADN-T) y el iniciador MLDO15 (especifico para las secuencias transgénicas
p35S) amplifican el fragmento esperado de 390 pb con ADN genémico de algodén CokerC312-17
fortificado con = 2,5 copias del plasmido de transformacion pGSV71. Este par de iniciadores
amplificd el fragmento de 390 pb con ADN gendmico aislado del evento LL25. El ADN gendmico de
tipo convencional y el "Control Sin Tratamiento” no mostraron ninguna amplificacién con los pares
de iniciadores usados. Esto indica que no existe amplificacion detectable del transgen en muestras
de ADN gendmico y el Master Mix PCR, lo cual demuestra que, como era de esperar, las copias
del borde derecho (5’) no estan insertadas en el evento LL25.

El iniciador MAEO19 (especifico para la secuencia de borde izquierdo 3’) y el iniciador DPA140
(especifico para las secuencias transgénicas 3'nos) amplifican el fragmento esperado de 211 pb
con ADN gendmico de algodén CokerC312-17 fortificado con + 2,5 copias del plasmido de
transformacion pGSV71. Este par de iniciadores también amplificaron el fragmento de 211 pb con
ADN gendmico aislado del evento LL25 El iniciador MAE023 (especifico a 14 pb dek borde izquierdo
y 6 pb de la secuencia de la cadena principal del vector) y el iniciador DPA140 (especifico para la
secuencia transgénica 3’nos) amplifico el fragmento de 220bp de ADN gendmico de algodon
CokerC312-17 fortificado con * 2,5 copias del plasmido de transformacion pGSV71. Este par de
iniciadores no amplifica cualquier fragmento con DNA gendmico aislado del evento LL25.

El ADN genémico de tipo convencional y el "Control Sin Tratamiento” no mostraron ninguna
amplificacién con los pares de iniciadores usados, esto indica que no existe amplificacién detectable
del transgen en muestras de ADN gendmico y el Master Mix PCR, demostrando asi que el punto
final de las secuencias insertadas del T-ADN tiene que ser situado dentro de la secuencia del borde
izquierdo 3.

Para verificar que el ADN insertado de Gossypium hirsutum evento de transformacion LLCotton25
corresponde al ADN de plasmido, se realiz6 un analisis Southern blot. EI ADN gendémico de
LLCotton25 fue digerido con diferentes enzimas de restriccién, aplicando condiciones de
concentracion, buffer y temperatura recomendada por el fabricante. Se realizé la separacién de los
fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa, posteriormente se desnaturalizaron y se

8 Habex, V.; Lecleir, M. 2014. Detailed insert characterization of Gossypium hirsutum transformation event
GH8614. Bayer CropScience N.V. Innovation Center. Belgium. M-279390-05-1.
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trasladaron a una membrana de Nylon a través de fuerza capilar. Los fragmentos se hibridaron de
la secuencia completa de T-DNA.

Los resultados del andlisis de hibridacion Southern blot obtenidos del DNA gendmico del algodon
LLCotton25 demuestran que el ADN transferido en la planta corresponde a la configuracién de ADN
como se ha disefiado en el plasmido pGSV71. Los datos obtenidos muestran que una copia de la
secuencia del gen se integra en el genoma de Gossypium hirsutum LLCotton25.

3. Expresion de RNA mensajero (mRNA).

La tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio en el algodéon GHB614 x LLCotton25
es conferida por la funcion de las nuevas proteinas expresadas por las plantas de algodon.
Especificamente, la tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio es conferida por la
expresion de las proteinas 2mEPSPS y PAT/bar. El mMRNA esta presente y funciona en la traduccién
correcta de estas proteinas, de lo contrario, no se observaria su efectividad bioldgica. Los
resultados de los estudios bio-informaticos, Southern Bloty PCR realizados en los eventos GHB614
y LLCotton25, demostraron el correcto patron de integracion del T-DNA, la equivalencia de las
regiones flanqueantes y el tamafo de las bandas esperadas para cada gen, usando combinaciones
de sondas y enzimas de restriccidn para caracterizar el DNA insertado. Asimismo, se demostré
qgue se integré unicamente una copia del T-DNA de los cassettes de expresion y no se detectaron
elementos del esqueleto de los vectores (plasmidos), ni secuencias adicionales que pudieran tener
alguna funcion bioldgica.

Numerosos estudios han demostrado que el nivel de mRNA no es un reflejo directo del contenido
de proteina en la célula, consecuentemente existe una pobre correlacion entre el mRNA y los
niveles de expresién de proteinas (Gygi et al., 1999; Pradet-Balade et al., 2001; Greenbaum et al.,
2003; Maier et al., 2009; Gedeon & Bokes, 2012). Las razones que influyen en esta pobre
correlacion estan relacionadas con la gran variedad y complejidad de mecanismos post-
transcripcionales involucrados en la traduccion de los mRNA en proteinas como corte y empalme,
poliadenilacion y edicion del mRNA; asi como la protedlisis o compartimentalizacion celular (Gupta
et al., 2015; Payne, 2015). Los niveles de expresién de proteinas no solo dependen de las tasas de
transcripcién de los genes, sino de otros factores tales como la localizacién del mRNA, la
exportacion nuclear, los mecanismos de control de la traduccion, transcripcion y estabilidad de la
proteina.

En muchos casos las transcripciones, aun en bajas cantidades, pueden producir las proteinas
objetivo, mientras que en otros casos una cantidad abundante de mRNA puede ser funcionalmente
inactiva, lo que da como resultado bajos niveles de proteina. Por ejemplo, en el desarrollo de la
hoja de maiz las proporciones proteina/mRNA para un gen especifico variaron hasta 10 veces
dependiendo de la posicion de la célula a lo largo del desarrollo de la hoja, demostrando con eso la
importancia del control post-transcripcional (Ponnala et al., 2014). Estos resultados reiteran el hecho
de que las proteinas, en lugar de los mMRNA, son los elementos clave en las células. Por estas
razones, se considera que la determinacion de los niveles de mRNA para la transcripcion de las
nuevas proteinas en los productos de algodon no es necesaria.

El contenido de la célula es dinamico y el mMRNA es notoriamente inestable fuera de la célula,
haciendo muy dificil su cuantificacién. Dentro de la célula la inestabilidad del mMRNA permite a la
planta responder rapidamente a situaciones ambientales (Green, 1993). La vida media del mRNA
puede variar de 10 min a 60 min. Muchos transcriptos son estables, pero las proteinas que
representan pueden tener diferentes estabilidades relativas o diferentes tasas de descomposicion.
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Los factores adicionales que pueden contribuir a la incapacidad para correlacionar el nivel de
proteina y el nivel de mRNA incluyen el uso de codones, la ocupacién del ribosoma, la eficiencia de
traduccion y factores intrinsecos dentro de la secuencia del mensaje, genes y proteinas.

En la evaluacion de la inocuidad de los cultivos modificados genéticamente, el nivel de la proteina
(es decir, el producto del gen) se considera mas relevante que el nivel de mMRNA a partir del cual se
traduce la proteina (Delaney et al., 2008, Cockburn, 2002). Si el mMRNA se traduce, la proteina
corresponde al producto al que estan expuestos los humanos, los animales y el medio ambiente.
Los acidos nucleicos (DNA y RNA) estan presentes en todas las formas de vida y siempre han
estado presentes en la alimentacion humana y de los animales domésticos. Por lo tanto, el DNA y
el RNA son considerados por la EPA como exentos de tolerancia (EPA, 2001). La FDA de Estados
Unidos clasifica al RNA como GRAS (generalmente considerado como seguro), y el USDA se ha
alineado con estas decisiones para resoluciones recientes (FDA, 1992; USDA, 2006; USDA 2011).
Como tal, los niveles de expresion de proteinas proporcionan informacién suficiente para evaluar la
seguridad de un cultivo genéticamente modificado en lo que respecta a la exposicion. Con relacién
a la actividad de los transgenes insertados en la planta de algodon GL cuyo fenotipo se basa
precisamente en la presencia y actividad de la proteina que codifican (tolerancia a los herbicidas
glifosato y glufosinato de amonio por la expresion de las proteinas 2mEPSPS y PAT/bar
respectivamente), los estudios de caracterizacion incluyen la cuantificacion de las proteinas que
expresan; de esta manera se establecen los niveles y sitios de expresién, informacion relevante
para el analisis de riesgo.

En concordancia con lo anterior, el analisis para determinar la seguridad del algodén GL, incluyé la
cuantificacién de proteinas mas que un analisis de transcripcién de los RNA mensajeros por tres
razones:

1. El RNA es un material GRAS (“Generally Regarded As Safe” por sus siglas en inglés,
generalmente considerado como seguro).

2. EI mRNA generalmente se degrada rapidamente.

3. Los niveles de mRNA frecuentemente no se correlacionan con los niveles de las proteinas
codificadas.

Debido a que el algodén GL con los eventos apilados GHB614 x LLCotton25 se obtuvo mediante
cruzamiento convencional de eventos independientes (GHB614 y LLCotton25), el inserto de cada
una de las secuencias conferidas se encuentra incorporado en un sitio independiente.

La medicion de la expresidn génica se puede determinar mediante la cuantificaciéon directa del
producto del gen, que en general es una proteina. Los niveles de expresién de las proteinas
2mEPSPS y PAT/bar fueron determinados mediante la técnica de ensayo por inmuno-absorcion
ligado a la enzima (ELISA) y analizados estadisticamente en en distintas etapas de desarrollo de
las plantas (V4-V7, inicio de cuadros y madurez). El analisis de expresion de las proteinas se realizé
a partir de muestras de ensayos de campo con y sin aplicaciones de herbicida, establecidos en
regiones representativas para la produccién de algodon en Estados Unidos durante el ciclo 2012.
Los resultados indicaron que los niveles de las proteinas 2mEPSPS y PAT/bar fueron similares
entre el evento aplidado GL y los correspondientes eventos parentales.
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l.i. Mapa de la construccion genética, tipo de herencia de los caracteres, expresiéon de las
proteinas y su localizacién

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

Para introducir el gen de interés en las plantas de algodén se utilizé el vector pTEM2. Este vector
contiene una construccion quimérica Unica del gen 2mepsps, disefiada para ser funcional en plantas
de algodon y conferir tolerancia al herbicida (glifosato: Ph4a748A-intron1h3At-
TPotpC::2mepsps::3'histon4 At.

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

El vector pTEM2 comprende los siguientes elementos estructurales (Figura 15 - 16):

e Elnucleo del plasmido, que incluye el origen de replicacion del plasmido pBR322 (Bolivar et
al., 1977) para replicacion en Escherichia coli (ORI Co1E1), y un fragmento de restriccion
que incluye el origen de replicacion del plasmido pVS1 de Pseudomonas (Itoh et al., 1984)
para replicacion en Agrobacterium tumefaciens (ORI pVS1).

e Un gen marcador de seleccion (aadA) que confiere resistencia a estreptomicina y
espectinomicina, para seleccién del plasmido en Eschericha coli y Agrobacterium
tumefaciens (Leemans et al., 1982).

e Una region consistente en un fragmento de neomycin fosfotransferasa que codifica la
secuencia del gen nptl del transposon Tn903 (Oka et al., 1981).

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

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

1.2. Evento LLCotton25.

Para la transformacion de plantas, se utiliza el sistema de vector tal como se describe por Deblaere
et al. (1985, 1987), este sistema consiste en una cepa de Agrobacterium y dos componentes de
plasmidos: 1) un no-oncogénico Ti-plasmido y 2) un vector de clonacién intermedio pGSV1. El Ti-
plasmido no oncogénico a partir del cual se ha suprimido la regién T lleva los genes vir necesarios
para la transferencia de un T-DNA artificial clonado en el segundo plasmido al genoma de la planta.
En este vector intermedio, se introducen los genes de interés entre las secuencias bordes del T-
DNA de 25 pb.

El plasmido Ti no-oncogénico, pGV2260 se deriva del plasmido Ti la octopina pTiB6S3 (Deblaere
et al., 1985). La regién T de pTiB6S3 ha sido sustituida por secuencias de pBR322. El plasmido Ti
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no-oncogénico pGV3000 se ha derivado de pGV2260 introduciendo el gen de resistencia a
kanamicina dentro de la region de codificacion del gen de resistencia a ampicilina (b/a) dando como
resultado la inactivacion del gen bla.

El vector intermedio pGSV1 esencialmente se ha derivado de pGSC1700 (Cornelissen y
Vandewiele, 1989). El vector intermedio pGSV1 comprende los siguientes elementos estructurales:

o El plasmido nucleo que comprende el origen de replicacion del plasmido pBR322 (Bolivar et
al., 1977) para la replicacion en Escherichia coli (pBRori) y un fragmento de restriccion que
comprende el origen de replicacion del plasmido de Pseudomonas pVS1 (ltoh et al., 1984)
para la replicacion en Agrobacterium tumefaciens (pVSlori).

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

o Unaregion T artificial que consta de las secuencias de borde izquierdo y derecho de la TL-
DNA de pTiB6S3 y sitios de clonacion multilinker que permite la insercién de genes
quiméricos entre las repeticiones de los bordes de T-DNA.

El plasmido pGSV71 esencialmente se ha derivado de pGSV1. El plasmido PGSV71 se utilizo para
conferir tolerancia al glufosinato®®.

El plasmido pGSV71 lleva un gen quimérico que confiere tolerancia al herbicida glufosinato de
amonio. Este gen quimérico se denota como p35S-bar-3'nos. El constructo de gen bar quimérico
contiene el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (Odell et ai, 1985). La secuencia
codificante bar (Thompson et a /., 1987) es seguida por la regién 3'no-traducida del gen de la
nopalina sintasa del T-DNA de pTiT37 (Depicker et al. 1982).

1.3. Doble apilado (GHB614 x LLCotton25).

El algodén GL fue desarrollado mediante cruza mendeliana convencional entre los eventos GHB614 y
LLCotton25. Se realizd6 un analisis de transferencia de Southern para determinar la estabilidad
estructural de los eventos individuales GHB614 y LLCotton25 en el apilado GHB614xLLCotton25. El
analisis mostré la presencia de los fragmentos de hibridacion esperados de los eventos individuales
GHB614 y LLCotton25 en todas las muestras de ADN de algodon GHB614xLLCotton25, y por lo tanto
se demostrd que la construccion y estabilidad del evento apilado es igual en el apilado que en sus
eventos individuales.

2. Tipo de herencia de los caracteres.

El estudio de estabilidad molecular mediante PCR y el analisis de los datos de segregacion,
permitieron concluir que los eventos GHB614 y LLCotton25 segregan de manera independiente
siguiendo el patron de un locus mendeliano dominante.

¥ Reynaerts, A. 1999. Description of vector pGSV71 (Gossypium hirsutum). Plant Genetic Systems NV. M-188295-01-1.

BASF MEXICANA, S.A. DE C.V. Pagina 39 de 152



Solicitud de permiso para la liberacién experimental al ambiente de algodon GlyTol® LibertyLink®
en la region agricola de Chihuahua, Coahuila y Durango, ciclo P-V 2020.

2.1. Evento GHB614.

El algodon GHB614 se obtuvo mediante la trasformacién genética de la variedad de algodoén
Coker 312 con el sistema Agrobacterium tumefaciens como se describe en la seccion k.1. La
semilla T4 obtenida de plantas autopolinizadas To que sobrevivieron a la aspersion del herbicida
glifosato, fue sembrada en invernadero para incremento de semilla y evaluacion. Las plantas T4
fueron seleccionadas por su tolerancia al glifosato y en cada generacién, las plantas de algodén
fueron asperjadas con glifosato para eliminar las que no expresaban el gen 2mepsps. Las plantas
homocigéticas Tz se identificaron plantando 25 semillas y asperjandolas con glifosato para
identificar los lotes de semillas segregantes. También se realizé un analisis de homocigosidad
basado en PCR, como segundo método para identificar las plantas homocigéticas. La semilla
homocigética T3 autopolinizada (sin segregacién para tolerancia) se utilizé para producir semillas
T4 homocigoticas, y fue el origen de las lineas que se utilizaron en los primeros estudios
agronomicos y de estabilidad de la transformacion (figura 3).

Figura 3. Diagrama del desarrollo del evento GHB614.

Preparacion de la construccion genética

l

Introduccion de la construccion genética en
Agrobacterium

l

Transformacién de la variedad Coker 312 con
Agrobacterium

l

Regeneracién de plantas que contienen elgen
2mepsps

l

Seleccion de plantas con buenas caracteristicas
fenotipicas y tolerantes a glifosato

l

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

l

Selecciéon del evento GHB614

l

Evaluacion de la progenie a través de varias
generaciones y retrocruzas en invernadero y campo

l

Estudios de caracterizacion y composicion para
soportar el paquete regulatorio

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

Para fines de mejoramiento genético y confirmacién de la herencia del evento GHB614, plantas Ty
fueron cruzadas con algodéon convencional y las plantas resultantes F4 fueron evaluadas en
invernadero. El material BC+F1 fue sembrado en invernadero y retrocruzado con el mismo parental
recurrente (figura 4). El material BC,F1 fue evaluado en invernadero para segregaciéon de la
tolerancia. La herencia mendeliana para un locus simple predice una planta resistente por cada
planta susceptible dentro de las progenies BCyF4. Adicionalmente, la progenie BCyF, deberia
producir 3 plantas resistentes por cada planta susceptible (Cuadro 6). En resumen, todos los datos
y analisis realizados indican que el evento GHB614 se comporta como un alelo simple en un locus
unico.

Figura 4. Diagrama del desarrollo del algodén GHB614.

GHB614/T, X Linea convencional (A)
le b
GHB614/T, Fy X Linea convencional (A)
® b , |
BC,F, X Linea convencional (A)
GHB614IT, l,
® BC,F,
GHB614/T, J’e
[Ensayos en TX 2002) BCZFZ
® (proporcién 3:1)
(prueba PCR homocigosis)
GHB614/T, ®
® (nanS:;Z?on BC,F, x Linea convencional (B)
GHBB14IT, l’@ l
@ BC,F, F‘.
(homocigoto) ® (proporcion 1:1)
GHBB14/T, — T
F, Fy X Linea convencional (B)
] (proporcidn 3:1) (proporcidn 1:1)

GHB614/T; BC,F, X Linea convencional (B)

(proporcion 1:1)

BC,F,
(proporcidn 1:1)

\Le

BC,F;
(prueba de homocigosis)
® ®
BC.F, BC.F,
No transgénico Transgénico
(ensayos de equivalencia) (ensayos de equivalencia)

Notas:
e En cada generacion, las plantas de algodén fueron asperjadas con glifosato para eliminar las que no expresaban
el gen 2mepsps.
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e  ® = autocruzamiento.

e Las plantas homocigoticas Ts se identificaron plantando 25 semillas y asperjandolas con glifosato para identificar
los lotes de semilla segregantes. También se realizé el analisis Invader® de homocigosidad basado en PCR, como
segundo método para identificar las plantas homocigoéticas.

e La semilla homocigética Ts autopolinizada (sin segregacion para resistencia) se utilizé para producir semillas T4
homocigéticas, y fue el origen de las lineas que se utilizaron en los primeros estudios agronémicos y de estabilidad
de la transformacion.

e La generacion BC2F4 (homocigodtica) se utilizd para la caracterizacion detallada del inserto y los niveles de

expresion de proteina/RNA.

Las generaciones T3, Ta, Ts, Te y BC2F2 se utilizaron para analisis de estabilidad molecular.

La generacién Ts se utilizo para realizar el andlisis de composicion de las semillas.

Las generaciones Ts y BC2F3 se utilizaron para ensayos agrondmicos en campo.

La generacion T7 se utilizé para andlisis sobre la ausencia/presencia de secuencias del esqueleto del vector (vector

backbone).

Cuadro 6. Analisis de segregacion del evento GHB614.

Observado Esperado

Progenitores y cigocidad para Generacién Proporcién

2 a
el locus 2mepsps R:S R S R s X’ calculada

Planta hemicigota BC2F+ (linea A
convencional), auto-polinizada BC2F2 3:1 280 8 27 9 0.15
(2mepspsl-) x (2mepsps!-)

Planta hemicigota BC2F2 cruzada
con la linea convencional B Poblacion F1 © 1:1 7 9 8 8 0.25
(2mepspsl-) x (-1-)

Planta hemicigota auto-
polinizada F1 (2mepsps/-) x
(2mepspsl-)

Poblaciones F2

3:1 113 43 117 39 0.60
(agrupadas)

Planta hemicigota F1 cruzada
con la linea convencional B Poblacion BC1F+ 1:1 9 12 10.5 | 105 0.43
(2mepspsl-) x (-I-)

Planta hemicigota BC1F1 cruzada
con la linea convencional B BC2F1 1:1 11 6 8.5 8.5 1.47
(2mepspsl-) x (-I-)

a Asume un modelo de un Jocus. No hubo diferencia significativa (p=0.05) para la prueba de bondad de ajuste x? para la
hipétesis de un locus. Para rechazar la hipotesis nula, el valor de la 2 debe ser mayor que 3.84 con un grado de libertad.
® Homocigocidad probada por medio de PCR (19 plantas heterocigotas y 9 plantas homocigotas).

¢ Todo el material de la poblacién F1 fue generado usando una planta hemicigota como fuente donadora (BC2F1).

S = susceptible; R = resistente.

2.2. Evento LLCotton25.

El algodon LLCotton25 se obtuvo mediante la trasformacion genética de la variedad de algodén
Coker 312 con el sistema Agrobacterium tumefaciens como se describe en la seccion k.1. La
semilla T1 obtenida de plantas autopolinizadas To que sobrevivieron a la aspersion del herbicida
glufosinato de amonio, fue sembrada en invernadero para incremento de semilla y evaluacion. Las
plantas T4 fueron seleccionadas por su tolerancia al glufosinato y en cada generacion, las plantas
de algodén fueron asperjadas con glufosinato para eliminar las que no expresaban el gen bar. Las
plantas homocigéticas T3 se identificaron plantando 25 semillas y asperjandolas con glufosinato
para identificar los lotes de semillas segregantes. También se realizé un analisis de homocigosidad
basado en PCR, como segundo método para identificar las plantas homocigéticas. La semilla
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homocigética T3 autopolinizada (sin segregacién para tolerancia) se utilizé para producir semillas
T4 homocigoticas, y fue el origen de las lineas que se utilizaron en los primeros estudios
agrondmicos y de estabilidad de la transformacién (Figura 5).

Figura 5. Diagrama del desarrollo del evento LLCotton25.

Preparacion de la construccion genética
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Evaluacion de la progenie a través de varias
generaciones y retrocruzas en invernaderoy campo

l
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Durante el desarrollo del algodén LLCotton25 el locus transgénico fue introgresado en variedades
seleccionadas de algodén. Asimismo, se realizaron pruebas de tolerancia al herbicida glufosinato
de amonio bajo condiciones de invernadero a la dosis 2% en agua. Las plantas fueron evaluadas
como tolerantes (vivas, sin dafio) o susceptibles (dafiadas severamente o muertas), 5 - 7 dias
después de la aplicacion del herbicida. Adicionalmente, la confirmacion de la presencia del evento
de transformacion se realizé6 mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Para fines de mejoramiento genético y confirmacién de la herencia del evento LLCotton25, las
plantas Ty fueron cruzadas con algodén convencional y las plantas resultantes F1 fueron evaluadas
en invernadero. El material BC1F4 fue sembrado en invernadero y retrocruzado con el mismo
parental recurrente (Figura 6). El material BC+F fue evaluado en invernadero para segregacioén de
la tolerancia. La herencia mendeliana para un locus simple predice una planta resistente por cada
planta susceptible dentro de las progenies BCiF4. Adicionalmente, la progenie BCF, deberia
producir 3 plantas resistentes por cada planta susceptible (Cuadro 7). En resumen, todos los datos
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y andlisis realizados indican que el evento LLCotton25 se comporta como un alelo simple en un
locus unico.

Figura 6. Diagrama del desarrollo del algodén LLCotton25.
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Cuadro 7. Andlisis de segregacién del Evento de Transformacion LLCotton25.

Progenitores y Observado Esperado Valores de y cuadrada

cigocidad del locus bar Generacién | Tasa
9 RS | R s R s Calc.1 | p =0.05, 1df

Autopolinizado plantas

hemicigotas T1 Individual T2 | 31 | 2950 | 957 | 2937 | 979 0.66 3.84
[(barl-)x(barl-)] plants

Autopolinizado plantas

hemicigotas T1 T2bollrows 3 | 1:2 89 145 78 156 233 384

[(barl-)x(barl-)]

Hemicigoto TO, o T1
cruzadas con progenitor rec. 1:1
elite F14 659 597 628 628 3.06 3.84
[(barl-)x(-/-)]

12 retrocruza de plantas F1
con progenitores rec. B 11 | 166 | 172 | 169 | 169 0.11 3.84
[(barl-)x(-/-)]

o g o de 3:1 824 270 820 274 0.08 3.84
hemicigoto BC1 BC1F2 4 : . .
[(barl-)x(barl-)]

1. Se asume el modelo de un locus. No existié diferencia significativa (p=0.05) para la prueba y cuadrada para la hipétesis de un locus.
Para rechazar la hipétesis nula, el valor de y cuadrada debe ser mayor que 3.84, con un grado de libertad;

2. Cada planta conté en cada hilera, la informacién se junté para este analisis;

3. La segregacion de hileras de bellotas totalmente resistentes contra parcialmente resistentes T2 derivadas de plantas resistentes T1.
Hileras de bellotas homocigotas (no segregacion para resistencia) fueron la fuente de las lineas que fueron usadas en estudios de
estabilidad de evento agronémico temprano; y

4. La informacién agregada a través de antecedentes genéticos (no efecto evidente de antecedentes).
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S=susceptible; R=resistente T1= hemicigoto (bar/-), progenies de autopolinizacién TO plantas sobrevivientes del tratamiento con Liberty
(la cigocidad fue confirmada mediante pruebas subsecuentes de progenie T2, TO= transformantes primarios de Coker 312, progenitores
rec. = germoplasma elite recurrente.

2.3. Algodén GlyTol® LibertyLink® (GHB614 x LLCotton25).

El algodén GHB614 x LLCotton25 fue obtenido mediante técnicas de mejoramiento convencional a
partir de los eventos parentales GHB614 y LLCotton25 como se ilustra en la figura 7. No se ha
efectuado ninguna modificacion genética adicional. Toda la informacion que describe Ia
modificacion genética se refiere a los eventos parentales individuales.

Figura 7. Esquema del proceso de cruzamiento convencional para la obtencién del algodén
GHB614 x LLCotton25.
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3. Expresidén de proteinas y su localizacién.

La medicion de la expresidon génica se puede determinar mediante la cuantificaciéon directa del
producto del gen, que en general es una proteina. Los niveles de expresion de las proteinas
2mEPSPS y PAT/bar fueron determinados mediante la técnica de ensayo por inmuno-absorcion
ligado a enzima (ELISA) y analizados estadisticamente en distintas etapas de desarrollo de las
plantas (V4-V7, inicio de cuadros y madurez). El analisis de expresion de las proteinas fue realizado
a partir de muestras de ensayos de campo con y sin aplicaciones de herbicida, establecidos en
regiones representativas para la produccién de algodéon en Estados Unidos durante el ciclo 2012.
Los resultados indicaron que los niveles de expresiéon de proteinas 2mEPSPS y PAT/bar fueron
similares entre el evento aplidado GL y los correspondientes eventos parentales.
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l.j. Descripcion del método de transformacién
1. Evento GHB614.

El algodén GHB614 se obtuvo mediante la trasformacién genética de la variedad de algodon
Coker 312 con el sistema Agrobacterium tumefaciens, utilizando el vector pTEM2. Este vector
contiene una construccidon quimérica Unica del gen, disefada para ser funcional en plantas
y conferir tolerancia al herbicida glifosato: Ph4a748A -intron1h3At- TPotpC::
2mepsps::3'histon4At.

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

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

2. Evento LLCotton25.

El algodon LibertyLink® fue producido por la transformacion mediada por Agrobacterium (Zambryski
1992) utilizando la variedad de algodon Coker 312 y el evento de transformacion LLCotton25.
Agrobacterium tumefaciens es una bacteria gram-negativa comun del suelo que causa la
enfermedad de agalla en una amplia variedad de plantas. En el uso de vectores de Agrobacterium
se transfiere solo el T-ADN y se integra en el genoma de la planta (Chilton et al 1977;.. Zupan et al
2000), aunque las secuencias del vector que flanquean los extremos también se pueden transferir.

20 Food Standards Australia New Zealand (FSANZ). 2008. Final assessment report. Application A614. Food derived from glyphosate-
tolerant cotton line GHB614.
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En general la transferencia de T-ADN en células vegetales por Agrobacterium es irreversible
(Huttner et al. 1992) y no se puede volver a movilizar y transferir en otras partes del genoma o a
otros organismos. La transformacion mediada por Agrobacterium se ha usado ampliamente para la
introduccion de genes en las plantas sin causar preocupaciones de bioseguridad o reacciones
adversas.

Cepas de Agrobacterium desacopladas se han construido especificamente para la transformacién
de plantas. Las cepas desacopladas no contienen los genes responsables de la sobreproduccién
de auxina y citocinina (iaaM, iaaH vy ipt), que son necesarios para la induccién de tumores y el
crecimiento rapido de callos (Klee y Rogers 1989). Los vectores de los plasmidos de Agrobacterium
utilizados para la transferencia de T-ADN, contienen segmentos de ADN bien caracterizados
necesarios para su replicacion y seleccién en bacterias, y para la transferencia del T-ADN de
Agrobacterium y su integracion en el genoma de la célula de la planta (Bevan 1984; Wang et al
1984). En este caso, se utilizd el plasmido pGSV71 de vector binario (Berghman 2003) para
introducir el gen bar en la variedad Coker 312. Este plasmido es un derivado del plasmido
pGSC1700 (Cornelissen y Vandewiele, 1989). Los elementos genéticos de pGSV71 que fueron
transferidos en el genoma vegetal se describen en la seccion |.j.

El plasmido pGSV71 también lleva una copia del gen marcador de seleccion aadA del transposon
bacteriano Tn7 (de Escherichia coli), que confiere resistencia a los antibioticos estreptomicina y
espectinomicina, para la propagacién y seleccion del plasmido en bacterias y A. tumefaciens. Sin
embargo, este gen marcador no se transfiere al genoma de las plantas de algodén LibertyLink®
(FSANZ, 2008%").

El vector de plasmido pGSV71 se mantuvo en Escherichia coli, y se transfiere a una cepa de
Agrobacterium tumefaciens antes de insertar la transformacion. Después de co-cultivo con A.
tumefaciens, las células de algoddn se cultivaron en presencia de fosfinotricina (un analogo de
glufosinato de amonio), para seleccionar las que contienen el gen bar insertado (ya que el gen bar
confiere tolerancia a la fosfinotricina). Posteriormente, las plantas de algodén transgénicas que
contienen el gen bar se regeneraron a partir de estas células y se realizaron ensayos para la
tolerancia a herbicidas. Se seleccioné el evento de transformacién LLCotton25. Esta linea contenia
una sola copia del gen bar y mostré tolerancia a los herbicidas de manera consistente y eficiente
en el laboratorio y durante las pruebas de campo en los EE.UU.

Las variedades de algodon transgénicas propuestas para la liberacién (conocidas como algodoén
LibertyLink®) son la progenie de retro cruzamiento del algodon transgénico que contiene el evento
de transformacion LLCotton25 y un nimero de variedades de algodén convencionales que son
adecuados para las zonas de produccion de algodén de la region solicitada.

3. Algodén GlyTol® LibertyLink® (GHB614 x LLCotton25).

El algodén GHB614 x LLCotton25 fue obtenido mediante técnicas de mejoramiento convencional a
partir de los eventos parentales GHB614 y LLCotton25 como se ilustra en la Figura 8. No se ha
efectuado ninguna modificacion genética adicional. Toda la informacion que describe Ia
modificacion genética se refiere a los eventos parentales individuales.

21 Food Standards Australia New Zealand (FSANZ). 2008. Final assessment report. Application A614. Food derived from
glyphosate-tolerant cotton line GHB614.
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Figura 8. Esquema del proceso de cruzamiento convencional para la obtencién del algodén
GHB614 x LLCotton25.
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I.k. Descripcidon, nimero de copias, sitios de insercion y expresion de las secuencias
irrelevantes para la expresion de la modificacidon genética y en su caso, la identificacién
de los efectos no esperados

1.1. Doble apilado (GHB614 x LLCotton25).

El algoddn GL fue desarrollado mediante cruza mendeliana convencional entre los eventos GHB614
y LLCotton25. El evento GHB614 se produjo mediante la insercion estable de la secuencia codificante
para la proteina 2mEPSPS derivada del maiz (Zea mays L.). El evento LLCotton25 se produjo a través
de la insercion estable de las secuencias codificantes de la proteina PAT/bar derivado de la bacteria
Streptomyces hygroscopicus. La combinacion de estos eventos en el algodon GL provee tolerancia a
los herbicias glifosato y glufosinato de amonio.

Los resultados de los estudios Southern blot, bio-informaticos y PCR realizados en los eventos
GHB614 y LLCotton25 demostraron el correcto patrén de integracién del T-DNA, la equivalencia de
las regiones flanqueantes y el tamano de las bandas esperadas para cada gen, usando
combinaciones de sondas y enzimas de restriccion para caracterizar el DNA insertado. Asimismo,
se demostré que se integroé unicamente una copia del T-DNA de los cassettes de expresién y no se
detectaron elementos del esqueleto de los vectores (plasmidos), ni secuencias adicionales que
pudieran tener alguna funcion bioldgica.

El analisis Southern blot del locus transgénico de los eventos inidividuales GHB614 y LLCotton25,
confirmé la integridad y estabilidad estructural de cada locus en el evento apilado GL. Las bandas
de hibridacion especificas obtenidas por Southern blot para los eventos individuales fueron
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deteminadas previamente (Habex & Lecleir, 201422; De Beuckeleer, 20042%) y fueron analizadas
para el evento apilado GL. Como era de esperarse, en el evento apilado se presentaron las bandas
especificas de cada uno de los eventos. Con base en los resultados del analisis Southern blot, se
confirmé que el producto apilado GL contiene los insertos de DNA intactos provenientes de los
eventos parentales GHB614 y LLCotton25.

2. Evento GHB614.
2.1. Verificacion del inserto y nimero de copias de la secuencia insertada.

El DNA gendémico aislado del algodén GHB614 y de la variedad convencional Coker 312 fue
sometido a analisis Southern blot, utilizando los diferentes componentes del cassette de
transformacion (promotor Ph4a748At-intron1h3At+TPotpC::2mepsps::terminador histonAt), asi
como el fragmento completo del T-DNA, como sondas. Los resultados de este analisis demuestran
la presencia de un fragmento de integracién 5’ y un fragmento de integracion 3’, lo cual permite
concluir que se integré unicamente una copia intacta del T-DNA del plasmido pTEMZ2 en el algodén
GHB614. La metodologia y resultados del analisis Southern blot sobre la integridad del inserto y
numero de copias, se describen previamente en la seccién i.2.

2.2. Estabilidad de la secuencia de DNA insertada.

Para demostrar la estabilidad del evento GHB614, muestras de DNA genémico obtenido a partir de
plantas individuales de multiples generaciones y diferentes fondos genéticos fueron digeridas con
la enzima de restriccion EcoRV, la cual tiene un sitio de reconocimiento en el T-DNA. La hibridacion
del DNA del algodén GHB614 digerido con EcoRV con la sonda Ph4a748At + intron1 h3At + TPotp
C demostré la presencia de los fragmentos de integracion esperados en todas las muestras
analizadas. Estos fragmentos de integracion representan las uniones entre las secuencias
transgénicas y las secuencias de DNA de la planta, lo cual permite concluir la estabilidad del evento
GHB614 a nivel genémico a través de varias generaciones. Adicionalmente, los datos de
segregacion también confirman la estabilidad del inserto y muestran que segrega siguiendo el
patron de un locus mendeliano dominante.

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

El gen de interés 2mepsps también fue utilizado como gen marcador y, por lo tanto, no se utilizd
ningun otro gen marcador adicional. El evento GHB614 no contiene secuencias del esqueleto del
plasmido, lo cual se evidencid utilizando sondas cubriendo la secuencia completa del esqueleto del
vector pTEM2 (incluyendo los elementos aadA, ORI pSV1 y ORI ColE1). Tampoco se transfirio
ningun origen de replicacion bacteriano con el sistema de transformacion Agrobacterium al genoma
del algodén como resultado de la transformacion.

2.4. Ausencia de secuencias remanentes del vector.

La verificacion molecular de la ausencia de secuencias del esqueleto del vector pTEM2 en el
algodon GHB614 y Coker 312 (convencional) se realizé mediante analisis Southern blot, utilizando

22 Habex, V.; Lecleir, M. 2014. Detailed insert characterization of Gossypium hirsutum transformationevent GHB614.
Bayer CropScience N.V. Innovation Center. Belgium. M-279390-05-1.

23 De Beuckeleer, M. 2004. Gossypium hirsutum elite event LLCotton25. Basic molecular analysis. Molecular &
Biochemical Analytical Services. Belgium. M-201049-02-1.
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cinco sondas cubriendo la secuencia total del esqueleto del vector. Los tamafios de algunos
fragmentos de hibridacion pueden ser estimados por la localizacién de los sitios de corte de las
enzimas de restriccion en el DNA insertado. Después de la hibridacién, las membranas fueron
separadas de las sondas del esqueleto del vector y re-hibridadas con la sonda del T-DNA (PT006)
para demostrar que se cargd suficiente DNA gendmico del algodon GHB614 en los geles. Las
muestras de los controles positivos mostraron los fragmentos de hibridacion esperados de 9131 bp.
No se detectaron fragmentos de hibridacién en los carriles correspondientes a las muestras de
algodén convencional Coker 312.

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

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

En el Cuadro 8 se presentan los resultados esperados y obtenidos del analisis de hibridacién.

Cuadro 8. Resumen de los resultados de hibridacién que demuestran la ausencia de secuencias
del esqueleto de vector en el algodon GHB614.

Sonda Posicién en el GHB614/ GHB614/ Coker 312/ Coker 312 + 1 copia
vector EcoRV Notl Notl de pTEM2

PTO01 3992 — 6050 -- -- -- 9100 bp
PT002 5551 — 7589 -- -- -- 1250, 1550, 9100, bp
PT003 7044 — 9031 -- -- -- 1250; 1550 bp
PT004 8531 — 10575 -- -- -- 1550, 9100 bp
PT005 10068 — 11928 -- -- -- 9100 bp
PT006 1 — 4032 4800, 9000 bp >14000 bp -- 9100 bp

“--“ = sin hibridacion

Sonda PT001

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

Sonda PT002
En el DNA del control positivo digerido con Notl, se observaron los fragmentos esperados de 1290

bp, 1532 bp y 9131 bp. No se observaron sefiales de hibridacién en las muestras de algodén
GHBG614 ni en el DNA del algodon convencional Coker 312.

Sonda PT003
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El control positivo pTEM2 — Notl mostré los fragmentos esperados de 1290 bp y 1532 bp. No se
observaron sefiales de hibridacion en las muestras de algodon GHB614 ni en el DNA del algodon
convencional Coker 312.

Sonda PT004

No se observaron sefiales de hibridacion en las muestras de algodon GHB614 ni en el DNA del
algodén convencional Coker 312. Los fragmentos esperados de 1532 bp y 9131 bp son visibles en
las muestras del control positivo.

Sonda PT005
El control positivo muestra el fragmento de hibridacion esperado de 9131 bp. No se observaron

sefales de hibridacion en las muestras de algodén GHB614 ni en el DNA del algodén convencional
Coker 312.

Los resultados del analisis Southern blot utilizando sondas que cubren la secuencia completa del
esqueleto del vector pTEM2, demuestran la ausencia de secuencias del esqueleto del vector en el
algodén GHB614.

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

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

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

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

El evento de algodén GHB614 fue obtenido mediante la insercién del T-DNA del vector PTEM2 en
el genoma de la planta de algodén Cocker 312, utilizando el sistema de transformacién mediado
por Agrobacterium. Debido a la insercidon del cassette de expresién del gen 2mepsps en el algodon,
se crea un sitio de insercion con extremos 5’y 3’ en donde se inserta el T-DNA y se fusiona con el
DNA gendmico del algodén. Las regiones de unidén se analizaron para confirmar que ningun gen
importante del algodén fue interrumpido y que ninguna proteina quimérica se expresa debido a la
insercion.
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Para predecir la presencia potencial de nuevas secuencias codificantes en las regiones de union 5’
y 3’, se utilizaron herramientas de busqueda de genes y marcos de lectura abiertos (ORF). Como
resultado de la busqueda se detectaron dos ORF en la regién 5’ y ninguno en la region 3'. Los
resultados de analisis in silico del ORF1 putativo y del ORF2, identificados en el algodon GHB614,
no revelaron ninguna similitud con toxinas o alérgenos conocidos de acuerdo con el siguiente
criterio:

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

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

3. Evento LLCotton25.
3.1. Verificacion del inserto y nimero de copias de la secuencia insertada.

El DNA genomico aislado del algodon LLCotton25 y de la variedad convencional Coker 312 fue
sometido a analisis Southern blot. EI ADN gendmico de LLCotton25 fue digerido con diferentes
enzimas de restriccion. Los fragmentos que se hibridaron de la secuencia completa de T-DNA
demuestran que el ADN transferido en la planta corresponde a la configuracion de ADN como se
ha disefiado en el plasmido pGSV71. Los datos obtenidos muestran que una copia de la secuencia
del gen se integra en el genoma de Gossypium hirsutum LLCotton25%4. La metodologia y resultados
del analisis Southern blot sobre la integridad del inserto y numero de copias, se describen
previamente en la seccioén i.2.

3.2. Estabilidad de la secuencia de DNA insertada.

Para demostrar la estabilidad del evento LLCotton25, muestras de DNA gendémico obtenido a partir
de plantas individuales de multiples generaciones y diferentes fondos genéticos fueron digeridas
con la enzima de restriccién Ncol, que tiene dos sitios de reconocimiento en pGSV71: uno en la
posicion 1634 y uno en la posicidon 2509. La hibridacion de ADN gendmico LL25 digerido con Ncol
demostré la presencia de los fragmentos de integracién esperados en todas las muestras
analizadas. Estos fragmentos de integracion representan las uniones entre las secuencias
transgénicas y las secuencias de DNA de la planta, lo cual permite concluir la estabilidad del evento
a nivel genémico a través de varias generaciones. Adicionalmente, los datos de segregacion
también confirman la estabilidad del inserto y muestran que segrega siguiendo el patron de un locus
mendeliano dominante

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

El gen de interés bar también fue utilizado como gen marcador y, por lo tanto, no se utilizd ningun
otro gen marcador adicional. El evento LLCotton25 no contiene secuencias del esqueleto del
plasmido, lo cual se evidencio utilizando sondas cubriendo la secuencia completa del esqueleto del
vector pGSV71 (incluyendo los elementos aadA, 5pVS1ori, 3pVS1ori y ColET). Tampoco se

2 De Beuckeleer, M. 2004. Gossypium hirsutum elite event LLCotton25 Basic molecular analysis. Molecular &
Biochemical Analytical Services Belgium. M-201049-02-1
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transfirid ningun origen de replicacion bacteriano con el sistema de transformacion Agrobacterium
al genoma del algodén como resultado de la transformacion.

2.4. Ausencia de secuencias remanentes del vector.

La verificacién molecular de la ausencia de secuencias del esqueleto del vector pGSV71 en el
algodén LLCotton25 y Coker 312 (convencional) se realizé mediante analisis Southern blot,
utilizando cinco sondas cubriendo la secuencia total del esqueleto del vector. Los tamarios de
algunos fragmentos de hibridacién pueden ser estimados por la localizacién de los sitios de corte
de las enzimas de restriccion en el DNA insertado.

Después de la hibridacion, las membranas fueron separadas de las sondas del esqueleto del vector
y re-hibridadas con la sonda del T-DNA para demostrar que se cargé suficiente DNA gendmico del
algodén LLCotton25 en los geles. Las muestras de los controles positivos mostraron los fragmentos
de hibridacion esperados de 9556 pb. No se detectaron fragmentos de hibridacion en los carriles
correspondientes a las muestras de algodén convencional Coker 312.

2.5. Busqueda de similitud de secuencias (BLASTn).

El método BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) es un programa informatico de
alineamiento de secuencias para comparar una secuencia problema contra una gran cantidad de
secuencias que se encuentren en una base de datos.

El evento de algoddn LLCotton25 fue producido por la transformacién mediada por Agrobacterium
(Zambryski 1992) utilizando la variedad de algodon Coker 312 y el evento de transformacion
LLCotton25. El andlisis de transferencia Southern, en una primera reaccién de PCR, demostré la
especificidad de los fragmentos de integracién de borde derecho e izquierdo. En una segunda
reaccion de PCR un par de iniciadores especificos (la orientacion de las secuencias flanqueantes)
se utilizé para demostrar la naturaleza de la secuencia. Los resultados de la PCR obtenidos
demuestran que el borde derecho e izquierdo que flanquean secuencias de Gossypium hirsutum
LL25 son de origen de la planta de Gossypium hirsutum.

Una busqueda de similitud de secuencias, utilizando 677 pb de DNA que flanquean la frontera
derechay 412 pares de bases de DNA que flanquean la frontera izquierda, se llevé a cabo utilizando
el algoritmo BLAST (SYNERGY). Las secuencias se compararon con las bases de datos GenBank,
EMBK, DDBJ y el AP. No se encontraron similitudes de la secuencia significativa.

Fecha de busqueda: 25 de mayo de 2002.

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

1. Proteina 2mEPSPS.

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

2. Proteina PAT.

El evento LLCotton25 produce la proteina phosphinothricin acetyl transferase (PAT/bar), codificada
por el gen bar derivado de la bacteria Streptomyces hygroscopicus (Murakami et al., 1986;
Thompson et al., 1987). Esta proteina confiere resistencia a la actividad fitotdxica de glufosinato de
amonio. Un sitio Ncol se cred en el codon de iniciacion. En consecuencia, el segundo codon del
gen bar - AGC (Ser) se ha modificado para un codén GAC (Asp) (Botterman et al. 1991). La proteina
PAT madura de ~21 kDa esta constituida por 183 aminoacidos.

3. Expresion de copias multiples.

Los analisis bio-informaticos, Southern Bloty PCR realizados en los eventos GHB614 y LLCotton25,
demostraron que se integrd unicamente una copia del T-DNA de los cassettes de expresion y no
se detectaron elementos del esqueleto de los vectores (plasmidos), ni secuencias adicionales que
pudieran tener alguna funcion biolégica En adicion a las caracteristicas de tolerancia a herbicidas
(2mepsps y bar), ninguna otra caracteristica se ha modificado en el algodén GL ni en los eventos
individuales GHB614 y LLcotton25 como consecuencia del proceso de transformaciéon ni como
consecuencia del proceso de cruzamiento convencional. Los genes de seleccién y demas
secuencias de las construcciones genéticas insertadas (promotores, péptidos de transito,
terminadores) en el algodén GL, heredadas de los eventos individuales GHB614 y LLCotton25 no
le confieren ninguna caracteristica fenotipica adicional.

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

1. Proteina 2mEPSPS.

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

El mecanismo de accién del glifosato consiste en la inhibicion competitiva de la enzima 5-enolpiruvil-
shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) en la ruta metabdlica del shikimato (Sikorski & Gruys, 1997).
La inhibicion de la enzima EPSPS por el glifosato bloquea esta ruta metabdlica, lo cual
eventualmente provoca la muerte de la célula (Steinrucken & Amrhein, 1980). La enzima EPSPS
cataliza la transferencia reversible del grupo enolpiruvil, desde el fosfenol piruvato (PEP) (PEP)
hasta el 5-hidroxil de shikimato-3-fosfato (S3P), resultando en la produccion de fosfato inorganico y
5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato (EPSP) (Alibhai & Stallings, 2001), sitio de inhibicion por el
glifosato. Este es el unico producto metabdlico conocido y 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato es el
penultimo producto de la via del acido shikimico. El acido shikimico es un sustrato para la biosintesis
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de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina) y de varios metabolitos secundarios,
como el tetrahidrofolato, la ubiquinona y la vitamina K. Es importante destacar que la via del
shikimato y, por lo tanto, las proteinas EPSPS, no estan presentes en mamiferos, peces, aves,
reptiles e insectos (Bentley, 1990; Alibhai & Stallings, 2001; Eschenburg et al., 2002). En contraste,
se ha calculado que las moléculas aroméaticas (todas derivadas del acido shikimico) representan el
35% o mas del peso seco de una planta (Franz et al. 1997). La union del sustrato a la enzima es
secuencial, iniciando con la unién del S3P y posteriormente el PEP (Boocock and Coggins, 1983).
La reaccion catalizada por la enzima EPSPS inicia con el rompimiento del enlace C-O del PEP
(Walsh et al., 1996) (Figura 9).

Figura 9. Representacion esquematica del mecanismo de accion del glifosato y el mecanismo de
tolerancia mediado por 2mEPSPS.

Shikimato

Shikimato quinasa

Shikimato-3-fosfato
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La inhibicion de la actividad enzimatica de EPSPS ocurre debido a la formacion de un complejo ternario de
EPSPS-S3P-glifosato. La unién de glifosato bloquea de manera eficaz la union de PEP y evita la catalisis EPSPS
de S3P y PEP. Sin embargo, en presencia de 2mEPSPS, la afinidad por PEP es mucho mayor que la afinidad por
el glifosato, por lo que 2mEPSPS se une preferentemente al PEP incluso en presencia del glifosato y la catalisis
continua del mismo modo en que lo hace frente a la ausencia de glifosato. Esta diferencia en la afinidad de union
del glifosato es la base para la tolerancia al glifosato en plantas transformadas con 2mEPSPS. La enzima
2mEPSPS continda funcionando en presencia del glifosato y produce los aminoacidos aromaticos y demas
metabolitos necesarios para el crecimiento y el desarrollo normal de la planta.

La familia de proteinas EPSPS esta ampliamente distribuida en la naturaleza en plantas, hongos y
microorganismos. En las plantas, la enzima EPSPS es codificada por un gen nuclear y sintetizada
como una pre-proteina (unida al péptido de transito) por ribosomas libres en el citoplasma celular;
el péptido de transito permite el transporte a los cloroplastos. La pre-proteina es transportada al
interior del estroma del cloroplasto y es procesada proteoliticamente para producir la enzima
madura (Kishore and Shah, 1988; Forlani et al., 1994; Lebrun et al., 1997). Una vez desprendido el
péptido de transferencia al cloroplasto se degrada rapidamente (Bartlett et al., 1982; Della-Cioppa
et al., 1986).
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Desde la década de 1980 se han realizado varios intentos para identificar y caracterizar enzimas
EPSPS insensibles a glifosato a partir de varios organismos, con el objetivo de obtener plantas
genéticamente modificadas tolerantes a este herbicida (Kishore and Shah, 1988). Lebrun et al.
(1997) seleccionaron un gen con doble mutacién a partir del maiz, el cual unido a un péptido de
transito quimérico optimizado ha permitido obtener una éptima tolerancia a glifosato en varios
cultivos sin efectos pleiotropicos: el gen 2mepsps codifica la proteina 2mEPSPS. El gen 2mepsps
ha sido introducido como fuente de tolerancia a glifosato en maiz evento GA21, el cual ha sido
aprobado por diferentes agencias para liberacion al ambiente y consumo alrededor del mundo. Otro
cultivo en el cual se ha logrado la tolerancia a glifosato a partir de mutagénesis del gen epsps es el
arroz (Zhou et al., 2006).

2. Proteina PAT/bar.

El algodén GHB614 x LLCotton25 contiene el cassette de expresion bar que, cuando se transcribe,
origina la proteina PAT de ~21 kDa, la cual consiste en un polipéptido de 183 aminoéacidos
(Thompson et al., 1987). La secuencia del gen bar proviene de Streptomyces hygroscopicus y
codifica la proteina fosfinotricina N-acetil transferasa (PAT) (Thompson et al., 1987). La presencia
de la proteina PAT en el algodon GHB614 x LLCotton25 confiere tolerancia a glufosinato de amonio.

El herbicida glufosinato es una mezcla racémica de formas D y L de fosfinotricina, aunque sélo la
forma L (L-fosfinotricina) tiene actividad herbicida. Este herbicida es un potente inhibidor de la
enzima glutamino sintetasa (GS) tanto en bacterias como en plantas, donde se une
competitivamente a la enzima GS desplazando al L-glutamato del sitio activo (OECD, 1999; OECD,
2002a) (Figura 10).

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

Figura 10. Mecanismo de accién del herbicida glufosinato de amonio.
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La enzima PAT es una acetiltransferasa que cataliza especificamente la acetilaciéon de L-
fosfinotricin (L-PPT) y demetilfosfinotricin (DMPT) (Thompson et al., 1987). L-PPT y DMPT son
inhibidores de la enzima glutamino sintasa (GS). Esta inhibicién resulta en la acumulacion de
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iones de amoniaco téxicos y una disminucion de la cantidad de glutamina, un aminoacido esencial
utilizado en muchos procesos anabdlicos. El glufosinato de amonio es la sal de amonio de L-PPT.
Solamente el L-isébmero es un inhibidor de la glutamino sintasa. La enzima PAT expresada por
el gen pat tiene la capacidad de conferir tolerancia al glufosinato de amonio a las plantas
modificadas con este gen. La tolerancia al herbicida es una consecuencia de la acetilaciéon y
resultante desactivacion de L-PPT en el herbicida glufosinato de amonio.

Figura 11. Mecanismo de accién de la proteina PAT que confiere tolerancia al herbicida glufosinato
de amonio.
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La actividad enzimatica de la proteina PAT sigue las cinéticas simples Michaelis-Menten
(Wehrmann et al., 1996). En presencia de acetyl-CoA como cosustrato, la proteina PAT
cataliza la acetilacion del grupo amino libre de L-Fosfinotricin (L-PPT) a N-acetil glufosinato (N-
acetyl-L-PPT), un compuesto que no inactiva la glutamina sintetasa y no tiene actividad
herbicida.

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

I.n. Productos de degradacién de la proteina codificada por el transgén en
subproductos

1. Subproductos de degradacién de las proteinas.

Con excepcion de la proteina 2mEPSPS (GHB614) que esta fusionada a péptidos de transito para
dirigir dichas proteinas al cloroplasto, no se esperan subproductos de degradacién adicionales en
el algodon GHB614 x LLCotton25, ya que cualquier degradacion adicional de las proteinas
expresadas resultaria en un polipéptido inactivo.
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2. Proteina 2mEPSPS.

El evento GHB614 produce la proteina 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase (2mEPSPS)
codificada por el gen 2mepsps derivado del maiz (Zea mays L.) (Herouet-Guicheney et al., 2009).
El gen 2mepsps consta de 1338 pb y ha sido modificado a través de mutagénesis sitio-dirigida para
codificar una enzima insensible a la desactivacion por glifosato (Lebrun et al., 1997), pero que no
altera su funcion metabdlica en la ruta del shikimato (Hammond et al., 2013). Para restaurar el sitio
de escision del péptido de transito se adicioné el aminoacido metionina en N-terminal de la
secuencia de la proteina 2mEPSPS (De Beuckeleer, 2003), la cual esta constituida por 445
aminoacidos y un peso molecular de ~47.5 kDa. La expresion de la proteina 2mEPSPS confiere
tolerancia a las plantas de algodon al herbicida glifosato.

Las propiedades bioquimicas de la enzima 2mEPSPS han sido bien caracterizadas en comparacion
con las proteinas EPSPS silvestres y, con excepcion de su insensibilidad al glifosato, el cambio en
dos aminoacidos no ha modificado sus propiedades bioquimicas. Los efectos metabdlicos
derivados de la actividad de la proteina 2mEPSPS en plantas son comparables a los de las
proteinas EPSPS enddgenas, excepto por su insensibilidad al glifosato (Hammond et al., 2013).

El extremo 5’ de la regién codificante del gen 2mepsps en el inserto GHB614 esta unido al péptido
de transito TPotp C, el cual dirige la proteina 2mEPSPS al cloroplasto, sitio donde la proteina es
funcionalmente activa. En las plantas, la enzima EPSPS es codificada por un gen nuclear y
sintetizada como una pre-proteina (unida al péptido de transito) por ribosomas libres en el
citoplasma celular; el péptido de transito permite el transporte a los cloroplastos. La pre-proteina es
transportada al interior del estroma del cloroplasto y es procesada proteoliticamente para producir
la enzima madura (Kishore and Shah, 1988; Forlani et al., 1994; Lebrun et al., 1997). Una vez
desprendido de la proteina 2mEPSPS, el péptido de transferencia al cloroplasto se degrada
rapidamente por proteasas enddgenas de la planta (Bartlett et al., 1982; Della-Cioppa et al., 1986).

La proteina EPSPS es la sexta enzima en la ruta metabdlica del shikimato para la biosintesis de
compuestos aromaticos presentes en microorganismos y plantas (Tzin & Galili, 2010). Estas
enzimas son ubicuas en la naturaleza y estan presentes en alimentos derivados de plantas y fuentes
microbianas. La proteina 2mEPSPS presenta una alta identidad de secuencia de aminoacidos con
la enzima EPSPS nativa del maiz (>99.5%), asi como con otras proteinas EPSPS encontradas en
cultivos con un largo historial de seguridad para el consumo humano como arroz, vid, lechuga,
tomate y colza, o en hongos o fuentes microbianas como la levadura del pan (Rouquié, 2006). Por
lo tanto, estas proteinas tienen un largo historial de uso seguro como componentes endégenos de
alimentos y forrajes.

Cuadro 9. Comparacion de la secuencia deducida de aminoacidos de la proteina 2mEPSPS con
otras proteinas EPSPS.

Maiz Arroz Vid Lechuga | Tomate Colza

Identidad de secuencia (%) >99.5 86 79 77 75 75

2. Proteina PAT/bar.

El algodén GHB614 x LLCotton25 contiene el cassette de expresién bar que, cuando se transcribe,
origina la proteina PAT de ~21 kDa que consiste de un polipéptido de 183 aminoacidos (Thompson
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et al., 1987). La secuencia del gen bar proviene de Streptomyces hygroscopicus y codifica la
proteina fosfinotricina N-acetil transferasa (PAT) (Thompson et al., 1987). La presencia de la
proteina PAT en el algodon GHB614 x LLCotton25 confiere tolerancia a glufosinato de amonio.

La enzima PAT es una acetiltransferasa que cataliza especificamente la acetilacion de L-
fosfinotricin (L-PPT) y demetilfosfinotricin (DMPT) (Thompson et al., 1987). L-PPT y DMPT son
inhibidores de la enzima glutamino sintasa (GS). Esta inhibicion resulta en la acumulacion de iones
toxicos de amoniaco y en una disminucion de la cantidad de glutamina, un aminoacido esencial
utilizado en muchos procesos anabdlicos. El glufosinato de amonio es la sal de amonio de L-PPT.
Solamente el L-isémero es un inhibidor de la glutamino sintasa. La enzima PAT expresada por el
gen bar tiene la capacidad de conferir tolerancia al glufosinato de amonio a las plantas modificadas
con este gen. La tolerancia al herbicida es una consecuencia de la acetilacion y resultante
desactivacion de L-PPT en el herbicida glufosinato de amonio. La proteina PAT/bar acetila el grupo
amino libre de L-PPT para producir N-acetil glufosinato sin actividad herbicida. El glufosinato
acetilado no es capaz de unirse a la glutamina sintetasa y, por lo tanto, no interrumpe la
fotorespiracién y evita la acumulacién de amoniaco.

La proteina PAT/bar tiene gran especificidad de sustrato por la L-PPT, el componente herbicida del
glufosinato de amonio, y es poco probable que afecte el sistema metabdlico del algodén GLTP. Se
han evaluado muchos productos con tolerancia al glufosinato incluyendo algodén, maiz, soya,
canola, remolacha y arroz sin identificar factores que causen alguna preocupacion de seguridad
(www.isaaa.orqg).

l.o. Secuencia nucleotidica de las secuencias reguladoras (promotores,
terminadores y otras), descripciéon, niumero de copias insertadas, pertenencia
de estas secuencias a la especie receptora, inclusion de secuencias
reguladoras homologas a la especie receptora

Cada gen transferido al algodén requiere de secuencias reguladoras que permitan su transcripcion
en RNA y su posterior traduccion en forma optima. Las secuencias reguladoras que controlan la
expresion de los genes introducidos en el algodén GHB614 x LLCotton25 se presentan en el cuadro
10. Aunque algunas secuencias reguladoras se derivan de patégenos de plantas como
Agrobacterium tumefaciens y virus del mosaico de la coliflor (CaMV), estas secuencias no tienen
capacidad de inducir enfermedades en el algoddn.

Cuadro 10. Elementos genéticos transferidos al algodéon GHB614 x LLCotton25.

Senal de terminacion de la

Gen/ Origen Promotor Elementos adicionales transcripciéon y de
poliadenilacién 3’
GHB614
2mepsps Ph4a748At TPotp C 3’histonAt
Zea mays Promotor del gen H4 de la histona Péptido de transito optimizado | Sefial de poliadenilacion de la

de Arabidopsis thaliana (Chabouté
et al., 1987) que controla la
expresion del gen 2mepsps. El
promotor Ph4a748, combinado con
el intron del gen Il de la histona
variante H3.Ill de Arabidopsis
thaliana (Chaubet et al., 1992) dirige
un alto nivel de expresion

que dirige la translocacion de la
proteina madura a los
cloroplastos, sitio donde la
proteina es funcionalmente
activa (Lebrun et al., 1996)

Este péptido de transito se
deriva de secuencias obtenidas

region 3’ no traducida del gen
de la histona H4 de
Arabidopsis thaliana
(Chabouté et al., 1987)
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Senal de terminacion de la
Gen/ Origen Promotor Elementos adicionales transcripciéon y de
poliadenilacion 3’
constitutiva, especialmente en de la ribulosa 1,5 bifosfato
tejidos vegetales en rapido carboxilasa-oxigenasa
crecimiento. (RuBisCo) de maiz y girasol,
una enzima presente en todas
las plantas fotosintéticas
(Lebrun et al., 1996).
LLCotton25
bar P35S3 3’nos
Streptomyces Secuencia que incluye la region Secuencia que contiene la
hygroscopicus promotora del virus del mosaico de region no traducida del gen de
la coliflor (CaMV) (Odell et al., 1985). la nopalina sintasa del T-DNA
El promotor 35S dirige una alta ) del plasmido pTiT37 (Depicker
expresion constitutiva 'y es et al., 1982)
ampliamente usado como promotor
para la alta expresién de genes.

l.p. Patogenicidad o virulencia de los organismos receptores y donadores
1. Organismo receptor — algodon (Gossypium hirsutum).
1.1. Usos del algodén.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

25 Basado en FAO (Food and Agriculture Organization - Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion). Sistema de informacién de los recursos del pienso. Gossypium spp. www.fao.org
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La composicion del aceite de semilla de algodén (refinado, decolorado y deodorizado) contiene
tipicamente un 27% de &cidos grasos saturados, 18% de monoinsaturados y 55% de
poliinsaturados. El contenido de tocoferol del aceite de semilla de algodén es de 65 mg/100 mL (35
mg a-tocoferol y 30 mg de B-tocoferol) para un a-tocoferol equivalente a 38 mg/100 mL.

1.3.2. Pasta de semilla de algodén como alimento animal.

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

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

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

1.3.3. Linter de semilla de algodén.

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

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

1.3.4. Semilla de algodén deslintada.

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

Como se puede observar en lineas anteriores, el algodén como sus productos derivados son
ampliamente utilizados de menra segura en el area textil, papelera, de alimentos, etc., puesto que
no han sido detectados efectos toxicos ni alergénicos.

2. Organismos donadores para los eventos GHB614 y LLCotton25.

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

Las bacterias Bacillus thuringiensis y Streptomyces hygroscopicus no son utilizadas como alimento
humano ni como alimento o suplemento en nutricional animal. Ninguna de las bacterias utilizadas
como donantes de genes tiene antecedentes de ser toxicas para humanos o animales. Aun asi, es
importante considerar que para la obtencién del algodén GHB614 x LLCotton25 no se utilizan
bacterias completas sino solo uno de sus genes. Los estudios bio-informaticos y bioldgicos
realizados demuestran que ninguna de las proteinas codificadas por los genes utilizados tiene
efectos potencialmente tdxicos ni alergénicos.

2.1. Maiz (Zea mays).

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

El maiz es un producto alimenticio basico en México y el consumo nacional per capita es de 187 kg
(Garcia, 2012). El 68% de la produccion de maiz en México se consume directamente como
alimento, en comparacién con el promedio global de 21%. Bourges (2002), en un estudio sobre
dietas mexicanas reporté que el grano de maiz, consumido en forma de tortillas, constituia un
promedio del 59% de la ingesta de fuentes de energia y el 39% de la ingesta de proteinas.
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Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision Spermatophyta (plantas con semillas)
Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Liliopsida (monocotiledéneas)
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales
Familia Poaceae/Gramineae
Género Zea L.
Especie Zea mays L.

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

2.2. Streptomyces hygroscopicus.

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

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

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

3. Organismos donadores de los elementos reguladores.

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

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

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

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

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

3.2. Arabidopsis thaliana.

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

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

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

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

3.3. Maiz (Zea mays).

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

El maiz es un producto alimenticio basico en México y el consumo nacional per capita es de 187 kg
(Garcia, 2012). El 68% de la produccion de maiz en México se consume directamente como
alimento, en comparacién con el promedio global de 21%. Bourges (2002), en un estudio sobre
dietas mexicanas reporté que el grano de maiz, consumido en forma de tortillas, constituia un
promedio del 59% de la ingesta de fuentes de energia y el 39% de la ingesta de proteinas.
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Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision Spermatophyta (plantas con semillas)
Divisién Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Liliopsida (monocotiledéneas)
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales
Familia Poaceae/Gramineae
Género Zea L.
Especie Zea mays L.

Fuente: USDA-Natural Resources Conservation Service (http://plants.usda.gov/).
3.4. Virus del mosaico de la coliflor (CaMV).

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

Phylum -
Clase -
Orden -
Familia Caulimoviridae
Género Caulimovirus

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

l.g. Genes de seleccién utilizados durante el desarrollo del OGM y el fenotipo que
confiere estos genes de seleccidn, incluyendo el mecanismo de acciéon de
estos genes

Los genes de seleccion utilizados durante la fase de laboratorio para cada evento parental (GHB614
y LLCotton25) se presentan en el cuadro 11.

Cuadro 11. Resumen de los genes de seleccion utilizados para la obtencion de los eventos
parentales del algodon GHB614 x LLCotton25.

Gen de Organismo

s - Producto del gen Funcion
seleccion donador

Evento
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Enzima 5-enolpiruvil shikimato- | Disminuye la afinidad con el

GHB614 2mepsps Maiz (Zea mays) 3-fosfato sintasa (MEPSPS) glifosato y, por lo tanto, aumenta
tolerante a glifosato la tolerancia a este herbicida
Bacteria Elimina la actividad herbicida del

Enzima fosfinotricina-N-

LLCotton25 | bar (Streptomyces acetiltransferasa (PAT)

hygroscopicus)

glufosinato (fosfinotricina) por
acetilacion

1. Gen 2mepsps.

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

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

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

2. Gen bar.

El gen de interés bar también fue utilizado como marcador para la seleccion del evento LLCotton25.
Este gen codifica la produccién de la enzima phosphinothricin N-acetyltransferase (PAT), la cual es
insensible a la accién del herbicida glufosinato de amonio, permitiendo la seleccidon de las plantas
por la tolerancia que les confiere a la aplicaciéon de dicho herbicida.
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El evento LLCotton25 contiene el cassette de expresidon bar que cuando se transcribe, origina la
proteina PAT de ~21 kDa, que consiste en un polipéptido de 183 aminoacidos (Thompson et al.,
1987). La secuencia del gen bar proviene de Streptomyces hygroscopicus y codifica la proteina
phosphinothricin N-acetyltransferase (PAT) (Thompson et al., 1987). La presencia de la proteina
PAT en el algodon GHB614 x LLCotton25 confiere tolerancia a glufosinato de amonio (L-
fosfinotricina).

El herbicida glufosinato es una mezcla racémica de formas D y L de fosfinotricina, aunque solo la
forma L (L-fosfinotricina) tiene actividad herbicida. Este herbicida es un potente inhibidor de la
enzima glutamino sintetasa (GS) tanto en bacterias como en plantas, donde se une
competitivamente a la enzima GS desplazando al L-glutamato del sitio activo (OECD, 1999; OECD,
2002a) (Figura 12).

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

Figura 12. Mecanismo de accién del herbicida glufosinato de amonio.

b) Inhibicién de la enzima GS.
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La enzima PAT es una acetiltransferasa que cataliza especificamente la acetilaciéon de L-
fosfinotricin (L-PPT) y demetilfosfinotricin (DMPT) (Thompson et al., 1987). L-PPT y DMPT son
inhibidores de la enzima glutamino sintasa (GS). Esta inhibicién resulta en la acumulacion de
iones de amoniaco toxicos y una disminucion de la cantidad de glutamina, un aminoacido esencial
utilizado en muchos procesos anabdlicos. El glufosinato de amonio es la sal de amonio de L-PPT.
Solamente el L-isobmero es un inhibidor de la glutamino sintasa. La enzima PAT expresada por
el gen bar tiene la capacidad de conferir tolerancia al glufosinato de amonio a las plantas
modificadas con este gen. La tolerancia al herbicida es una consecuencia de la acetilacion y
resultante desactivacion de L-PPT en el herbicida glufosinato de amonio.
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Figura 13. Mecanismo de accién de la proteina PAT que confiere tolerancia al herbicida glufosinato
de amonio.
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La actividad enzimatica de la proteina PAT sigue las cinéticas simples Michaelis-Menten
(Wehrmann et al., 1996). En presencia de acetyl-CoA como cosustrato, la proteina PAT
cataliza la acetilacion del grupo amino libre de L-Fosfinotricin (L-PPT) a N-acetil glufosinato (N-
acetyl-L-PPT), un compuesto que no inactiva la glutamina sintetasa y no tiene actividad
herbicida.

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

l.r. Nomero de generaciones que mostraron estabilidad en la herencia del
transgén

1. Evento GHB614.

La estabilidad estructural del evento GHB614 fue demostrada a través de cinco generaciones (Ts,
Ts, Ts, Tey BC2F2) y en diferentes cultivares, mediante analisis Southern blot. EI DNA aislado de
tejido foliar fue digerido con la enzima de restriccion EcoRV, la cual tiene un sitio de reconocimiento
en el T-DNA. ElI DNA gendmico del algodén GHB614 hibridado con la sonda Ph4a748At + intron1
h3At + TPotp C mostré los fragmentos de integracién 5’ y 3’ esperados de 4850 bp y 9100 bp en
todas las muestras analizadas, lo cual demostré la estabilidad del evento GHB614 a nivel genémico.
Adicionalmente, los datos de segregacion también confirmaron la estabilidad del evento GHB614 al
demostrar que segrega de manera independiente siguiendo el patrén de un /locus mendeliano
dominante (seccion j.2).

2. Evento LLCotton25.

La estabilidad estructural del evento LLCotton25 fue demostrada a través de de varias plantas
individuales de multiples origenes y multiples generaciones (LL25-C312-T4; LL25-C312-Ts. LL25-
FM966-BCs/F3; LL25-FM832-BCa3/F3 (dos lotes de semillas); LL25-FM989-BCa/F3; LL25-H26-BCs/F3
y LL25-AVS9023-BCs/F3). EI DNA aislado fue digerido con la enzima de restriccion Ncol, que tiene
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dos sitios de reconocimiento en el ADN transformante. Las pruebas de digestién con esta encima
mostro el fragmento de T-ADN esperado del borde izquierdo y borde derecho en todas las muestras
analizadas.

Por medio de analisis de transferencia Southern, hemos demostrado que el fragmento de T-ADN
interno y el fragmento de integracion borde derecho de LL25 Gossypium hirsutum, resulta de la
escision con enzimas de restriccion en el integrada T-ADN y en el ADN de la planta adyacente, son
idénticos en todas las muestras analizadas (176 en total). Adicionalmente, los datos de segregacién
también confirmaron la estabilidad del evento GHB614 al probar que segrega de manera
independiente siguiendo el patrén de un locus mendeliano dominante (seccion j.2).

3. Evento doble apilado GHB614 x LLCotton25.

El algoddn GL fue desarrollado mediante cruza mendeliana convencional entre los eventos GHB614
y LLCotton25. El evento GHB614 se produjo por transformacion mediada por Agrobacterium
utilizando el vector pTEM2 que contiene la secuencia codificante para la proteina 2mEPSPS que
confiere tolerancia al herbicida glifosato. Mediante un analisis Southern se demostré que una copia
del T-DNA del plasmido pTEM2 se introdujo en el algodén GHB614. El evento LLCotton25 fue
producido por transformaciéon mediada por Agrobacterium usando el vector binario pGSV71 que
contiene el gen bar. Este gen codifica la tolerancia al herbicida glufosinato de amonio. Al igual que
el caso anterior, un analisis de transferencia Southern demostré que una copia del ADN-T del
plasmido pGSV71 se introdujo en el algodén LLCotton25.

La estabilidad de los insertos GHB614 x LLCotton25 fue evaluada en el ADN gendmico del caso
combinado mediante un analisis de transferencia de Southern digerido con la enzima EcoRV. El
analisis mostré la presencia de los fragmentos de hibridacién esperados de los eventos individuales
GHB614 y LLCotton25 en todas las muestras de ADN a prueba, y por lo tanto demostrd la
estabilidad estructural de la secuencia transgénica insertada de GHB614 y LLCotton25 en caso
combinado GHB614 x LLCotton25. Si la estabilidad de los eventos individuales se ha demostrado
al través de 5 generaciones, se espera que el evento apilado tenga la misma estabilidad a través
del tiempo ya que presentan estabilidad estructural en el evento apilado.

l.s. Referencia bibliografica sobre los datos presentados
Las referencias del dominio publico se encuentran dentro del texto.
Il IDENTIFICACION DE LA ZONA O ZONAS DONDE SE PRETENDA LIBERAR EL OGM
ll.a. Superficie total del poligono o poligonos donde se realizara la liberacion
El algodon GL (BCS-GHWYW2-5 x ACS GHJJ1-3) sera importado y/o movilizado en forma de
semilla. En el cuadro 12 se indica la cantidad de semilla que sera importada y/o movilizada, asi

como las fechas propuestas de importacion y/o movilizacion.

Cuadro 12. Superficie y cantidad de semilla a importar y/o movilizar para el programa experimental
de algoddn GL durante el ciclo PV-2019.

Periodo de Cantidad de

Region importacion de la Periodo de siembra Su;zﬁ;f)me giee':l;?':(:kd(; semilla requerida
semilla 9 (kg)
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Chihuahua Enero 2020 Abril — mayo 2020 2.0 17 34.0

Coahuila y Durango Enero 2020 Febrero — marzo 2020 1.0 17 17.0

La semillaimportada sera liberada en los sitios experimentales ubicados dentro de la regién agricola
de Chihuahua (Ascension, Buenaventura, Galeana, Ahumada, Chihuahua, Aldama, Aquiles
Serdan, Meoqui, Delicias, Saucillo, Julimes, Ojinaga, Rosales y Camargo), Coahuila (Matamoros,
Torreon, Francisco |. Madero y San Pedro) y Durango (Tlahualilo y Gémez Palacio). En las figuras
14 - 16 se puede apreciar geograficamente los poligonos propuestos para la liberacion en etapa
experimental del algodén GlyTol® LibertyLink® durante el ciclo PV-2020.

Figura 14. Poligono propuesto para la liberacion experimental de algodén GL en la regién agricola
de Chihuahua Norte.
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Figura 15. Poligono propuesto para la liberacion experimental de algodén GL en la regién agricola
de Chihuahua Sur.
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Figura 16. Poligono propuesto para la liberacion experimental de algodéon GL en la regién agricola
de Chihuahua Norte.
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Las fechas de siembra propuestas estan dentro de los periodos recomendados por el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), para un buen
establecimiento, desarrollo y produccion del cultivo del algodén en las diferentes regiones (Cuadro
13).

Cuadro 13. Periodos de siembra regionales para el cultivo del algodéon en México.

Unidades calor (UC
Region Periodo de siembra Periodo 6ptimo 86/55 °F) acumuladas Referencia
desde el 1°. de enero
Sonora Sur 1° de enero - 28 de | 1°de enero - 28 - Sistema Producto Algodén?®
febrero de febrero
Valle de Mexicali, B.C. - Inico de siembra: 300 Hernandez-Vazquez et al.,
San Luis Rio Colorado, | 1> d@ febrero - 31 de | fo. demarzo- 15 ¢ 20107
Son. Optima: 400 - 700 UC Herrera-Andrade et al., 2010%®
- o -
Tamaulipas Norte 15 de febrero - 15.de | 1°de marzo - 7 de - Loera-Gallardo et al., 2015%
marzo marzo
Comarca Lagunera 15 _de marzo - 15 de | 15de marzo - 15 - Sistema Producto Algodén
abril de abril
. ) SAGARPA-SENASICA-
Chihuahua Norte r1T]6a (ie abril - 20 de anSadg abril - 5 de ) INIFAP®
y y Quifiones-Pando et al., 2000°"
. ) SAGARPA-SENASICA-
Chihuahua Noroeste 16 de abril - 20 de | 25 deabril -5 de - INIFAP
y y Quinones-Pando et al., 2000
Chihuahua Sureste - 16 de abril - 20 de | 20 de abril - 30 de ﬁ\ﬁS/QEPA'SENASICA'
Qijinaga mayo abril Quifiones-Pando et al., 2000
Chihuahua Sureste - 1°. de abril - 10 de | 20 de abril - 30 de &ﬁgﬁ;PA_SENASICA'
Delicias mayo abril Quifiones-Pando et al., 2000
Tamaulipas Sur j1u5|iode Junio - 27 de ; ; CESTAM-INIFAP®

ll.b. Ubicacion del poligono o poligonos donde se realizara la liberacion

Los sitios donde se pretende realizar las liberaciones del algodén GlyTol® LibertyLink® estaran
ubicados dentro de los poligonos antes mostrados. Es importante mencionar que solo se utilizaran
los sitios que cuenten con las condiciones mas favorables para el establecimiento de los ensayos,
sin rebasar la cantidad solicitada para la liberacion.

2 Sistema Producto Algoddn. 2012. Plan rector del sistema producto algodén. Comité Nacional del Sistema Producto
Algodén, A.C. México, D.F.

27 Hernandez-Véazquez, B.; Alvarado-Padilla, J.1.; Avila-Casillas, E.; Payan-Ochoa, S.; Morales-Maza, A.; Loza-Venegas,
E. 2010. Guia técnica para el area de influencia del Campo Experimental Valle de Mexicali. Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias. Centro de Investigacion Regional del Noroeste. Campo Experimental
Valle de Mexicali. Mexicali, Baja California, México.

2 Herrera-Andrade, J.L.; Guzman-Ruiz, S.; Loza-Venegas, E. 2010. Guia para producir algodén en el Valle de Mexicali,
B. C. y San Luis Rio Colorado, Son. Instituto Nacional De Investigaciones Forestales, Agricolas Y Pecuarias Centro De
Investigalcion Regional Del Noroeste. Campo Experimental Valle De Mexicali. Mexicali, B.C.

2 | oera-Gallardo, J.; Rosales-Robles, E.; Reyes-Rosas, M.A. 2015. Guia para Cultivar Algodén en el Norte de
Tamaulipas. Campo Experimental Rio Bravo, CIR-Noreste-INIFAP.

30 Pimentel-Alvarado, O.; Delgadillo-Aldrete, S. 2015. Agenda técnica agricola Chihuahua. 2da Edicion. SAGARPA-
SENASICA-INIFAP. México.

31 Quifiones-Pando, F.J.; Galvan-Lamas, R.; Baez-lracheta, F. 2000. Tecnologia de produccion de algodon en la region
centro sur del Estado de Chihuahua. Folleto para productores No. 4. Fundacion PRODUCE-Chihuahua. Delcias, Chih.,
México.

32 INIFAP. 1997. Algodén de temporal en el Sur de Tamulipas. Campo Experimental Sur de Tamaulipas-INIFAP.
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ll.c. Descripcion de los poligonos donde se realizara la liberaciéon y de las zonas
vecinas a éstos segun caracteristicas de diseminaciéon del OGM

ll.c.1. Listado de especies sexualmente compatibles y de las especies que
tengan interaccion en el area de liberacidon y en zonas vecinas a éstos

No existen especies sexualmente compatibles con el algodén cultivado (Gossypium hirsutum) en
las areas de liberacién propuestas. De acuerdo con Fryxell (1984), Talipov et al. (1995), Palomo
(1996) y la Red de Informacion de Recursos de Germoplasma (GRIN) del Servicio de Investigacion
Agricola (ARS-USDA) de Estados Unidos (http://www.ars-grin.gov), se reportan ocho especies de
Gossypium para la region Norte de México (Cuadro 14). Adicionalmente, la CONABIO reporta
unicamente un registro de Gossypium hirsutum en 1972 en el municipio de Aldama, Chih., el cual
se localiza a varios kildmetros de las zonas donde se cultiva algodén como para que llegara a existir
flujo genético (Figura 17).

Cuadro 14. Especies de Gossypium reportadas en la literatura para el Norte de México.

Especie Localidad Numero de Ano_dt_e Uso
cromosomas descubrimiento

Gossypium hirsutum L. Regiones agricolas 52 1763 Cultivada

. . Sonora, Baja California .
Gossypium thurberi Tod Sur, Chihuahua 26 1854 Silvestre
Gossypium davidsonii Kellogg gaja California  Sur, 26 1873 Silvestre

onora
S oSsypium armounanum Baja California Sur 26 1933 Silvestre
earney

Gossypium harknessil | gaia California Sur 26 1933 Silvestre
Brandegee
Gossypium aridum (Rose & . .
Standl.) Skovst Sinaloa 26 1911 Silvestre
Gossypium trilobum (Mocino & . ) .
Sesse ex DeCandolle) Skovsted Sinaloa 26 Silvestra
Gossypium turneri Fryxell Sonora 26 - Silvestre
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Figura 17. Distribucion puntual de G. hirsutum y G. barbadense con relacién al poligono de
liberacién propuesto para la liberacién de algodén GlyTol® LibertyLink®.

Distribucién puntual de G. hirsutum L.,
de sus parientes silvestres, con los que puede hibridizar y
tener descendencia viable en México.
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Las especies silvestres reportadas para México son diploides (2n=2x=26) y, por lo tanto, son
sexualmente incompatibles con el algodén cultivado G. hirsutum, el cual es una especie
alotetraploide (2n=4x=52). En el caso de que se encontraran especies silvestres cercanas a las
regiones agricolas y en el improbable caso de que pudieran quedar en contacto con polen de G.
hirsutum (tetraploide), el producto de la fecundacién seria triploide y durante la metafase de la
meiosis no se podria realizar el apareamiento de cromosomas homdélogos, imposibilitando asi la
formacion de un cigoto fértil por la disparidad de los sistemas genéticos (Stewart, 1995; Wendel et
al., 2010; Kantartzi, 2010). Aunado a esta barrera genética se tiene una barrera temporal; es decir,
que no se presenta coincidencia en los periodos de floracién entre poblaciones silvestres y
plantaciones comerciales, lo cual minimiza el riesgo de flujo de polen entre ellas. Por otra parte, la
distribucion de la especie alotetraploide G. barbadense se encuentra limitada principalmente al
sureste de México, lejos de las zonas productoras de algodén comercial en el norte de la Republica
Mexicana. A continuacion se describen las especies de Gossypium originarias de México que han
sido reportadas en la literatura (Fryxell, 1984; Palomo, 1996):

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

G. armourianum Kearney, se localiza en la costa del Golfo de Baja California Sur y en la Isla de
San Marcos. Especie caducifolia; posee hojas enteras ovadas, su flor es de color amarillo con centro
de color rojo y la capsula es ovoide con tres o cuatro l6culos. Cada l6culo contiene de una a tres
semillas de 8 mm de longitud. La fibra es muy corta y de color café. Es altamente resistente a la
sequia y tiene bracteas caducas, las cuales son una caracteristica deseable en algodones
cultivados, puwa permite una cosecha mas limpia y una mejor calidad. Habita en pendientes fuertes
y suelos muy delgados y peligrosos.

G. davidsonii Kellogg, se localiza en las costas del sur de Sonora y Baja California Sur y en las
Islas de Revillagigedo. Esta especie es de interés desde el punto de vista evolutivo del género
Gossypium, ya que tiene hojas enteras ovadas y es dificil de cruzar con otras especies. La evolucién
del género se da a través del paso de formas con hojas enteras hacia formas con hojas partidas
(lobuladas). Por tal razén, es posible que G. davidsonii sea considerada la especie ancestral
(Lemeshev, 1978). La flor es de color amarillo con una pequefia mancha de color rojo en el interior,
su capsula es ovoide y generalmente tiene cuatro l6culos. La semilla mide 6 mm de largo y tiene
fibra corta y escasa. Esta especie se caracteriza por contar con una alta pubescencia en sus
organos vegetativos, lo que le otorga resistencia al ataque de plagas (insectos chupadores).

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

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

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

G. lobatum Gentry, se localiza en el Estado de Michoacan. Son arboles; posee hojas tri- o
pentalobuladas y mas anchas que largas. La flor es de color purpura claro y con un color morado
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fuerte en la mitad inferior del interior de la misma. Las capsulas tienen tres I6culos. Cada loculo
contiene varias semillas muy pubescentes, la fibra es muy corta y de color blanco o café claro. Al
igual que G. laxum, cuenta con hojas caducas. Habita en las selvas bajas caducifolias, en lugares
secos con pendientes y suelos pedregosos y delgados.

G. thurberi Todaro, se encuentra en Arizona, en el norte de la Peninsula de Baja California Sur,
Sonora y oeste de Chihuahua. Son plantas con altura de hasta 2.5 m; la hoja es glabra y presenta
de tres a cinco I6bulos angostos y largos, bien definidos. La flor es de color crema o ligeramente
amarilla, con o sin una base interior de color rojo. La capsula es glabra de forma semirredonda a
oblonga con tres loculos. Cada léculo contiene de seis a ocho semillas con una longitud de 3 a 4
mm y casi glabras. Esta especie soporta temperaturas de -7°C, caracteristica deseable en las
formas cultivadas para conferirles resistencia a bajas temperaturas. Al cruzarla con variedades
cultivadas, incrementa la resistencia de la fibra.

G. trilobum (Mocino y Sessé) Skovsted, se localiza en Michoacan, Morelos, Puebla y Sinaloa.
Posee hojas con tres I6bulos bien definidos en las inflorescencias. La flor es ligeramente amarilla
con el centro de color rojo. La capsula es glabra con tres (raramente dos) léculos y de forma
oblonga. Cada léculo contiene de ocho a 10 semillas, cuya longitud es de 3 a 4 mm. Las
pubescencias de la semilla son muy pequefas y ligeramente amarillentas.

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

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

G. lanceolatum Todaro, se localiza en Oaxaca, Guerrero, Michoacan y Nayarit. Las hojas pueden
ser de cinco, tres, o de un solo I6bulo y en todos los casos, los Iébulos son largos y estrechos. La
flor es de color amarillo, con o sin centro de color rojo. La capsula es de forma semirredonda y
contiene tres l6culos con varias semillas. La semilla esta rodeada por fibra larga de color blanco.En
adicion a las especies diploides endémicas de México mencionadas anteriormente, se reporta la
presencia de la especie tetraploide de origen Peruano G. barbadense. Esta especie es un arbusto
0 subarbusto anual que no tiene mucha importancia comercial en México y de acuerdo con
informacion de la CONABIO?33, se tienen registros para los Estados de Baja California Sur, Sinaloa,
Oaxaca, Veracruz, Tabasco, Chiapas y Yucatan (www.conabio.gob.mx).

G. hirsutum Linneo, se encuentra en los Estados del sur y sureste de México. Las hojas son de
tres o cinco Iébulos ovalados o triangulados. La flor es de color crema o ligeramente amarilla con,
o sin, mancha rojiza en el centro. Las capsulas son de forma ovalada o semirredonda y tienen de
tres a cinco léculos. Cada Iébulo contiene varias semillas cubiertas con fibra larga de color blanco,
café claro o café oscuro. Los estudios de Hutchinson (1959) sobre la variabilidad existente en la
especie hirsutum identifican seis razas geogréficas: latifolium, morrili, palmeri, richmondi,
yucatanense y punctatum, todas ellas especies de dia corto. Las caracteristicas y distribucion de
estas razas son las siguientes:

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

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

G. hirsutum palmeri, se le localiza en Oaxaca, Guerrero y Michoacan. Tiene hojas con |6bulos
muy hendidos, largos y delgados, se le conoce comiunmente como hoja superokra 0 mano de
chango. Su bellota es pequena y de forma oval o redonda. La fibra es de color blanco y su longitud
varia de los 7 a los 25.9 mm.

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

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

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

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

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

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

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

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

Aun cuando estén presentes altas poblaciones de insectos, el transporte del polen disminuye
significativamente al incrementarse la distancia. En un experimento reportado por McGregor
(1976) en el cual un campo de algodén rodeado por un gran numero de colonias de abejas y el
movimiento de polen fue marcado mediante particulas fluorescentes, se encontré6 que a una
distancia de 45 a 60 m unicamente 1.6% de las flores mostrd la presencia de particulas
fluorescentes. Otro estudio reportado por Umbeck et al. (1991); realizado en el Estado de
Mississippi, USA en el que se utilizé el gen marcador de resistencia a la kanamicina y que
considero la distancia y orientacion de las parcelas, asi como la variacion estacional de produccion
de semilla (muestras tomadas de la parte inferior, media y superior de la planta de algodén),
muestra que el movimiento de polen en el cultivo del algodon disminuye significativamente
después de los 12 m. La distancia de aislamiento recomendada para la produccion de semilla de
algododn tipo Fundacion, Registrada y Certificada establecida en Estados Unidos es de 400 m,
400 m y 200 m respectivamente (e-CFR Title 7 Part 201).

ll.c.1. Descripcién geografica

Los poligonos donde se realizara la liberacion estan ubicados en las regiones algodoneras de
Chihuahua y Coahuila. Los municipios comprendidos son Ascencion, Buenaventura, Galeana,
Ahumada, Chihuahua, Aldama, Aquiles Serdan, Meoqui, Delicias, Saucillo, Julimes, Ojinaga,
Rosales y Camargo (Chihuahua), Matamoros, Torreon, Francisco |. Madero y San Pedro (Coahuila),
Tlahualilo y Gémez Palacio (Durango) (Figura 18).
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Figura 18. Sitios de liberacion de algodon GlyTol® LibertyLink® en la region de Chihuahua vy
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2.1. Areas Natuales Protegidas.

La liberacién del algodon GlyTol® LibertyLink® se hara exclusivamente dentro del poligono
especificado en esta solicitud, el cual se encuentra a una distancia mayor a 1 km de las areas
naturales protegidas: Janos, Médanos de Samalayuca, Campo Verde, Cumbres de Majalca,
Canon de Santa Elena, Ocampo, Maderas del Carmen, CADNR004, Mapimi y Cuatrociénegas;
no obstante y con fundamento en lo establecido en el Articulo 89 de la Ley de Bioseguridad de
Organismos Genéticamente Modificados y los Articulos 48 y 49 de la Ley General de Equilibrio
Ecolégico y Proteccién al Ambiente, BASF Mexicana, S.A. de C.V. establecera los controles y
cumplir con las medidas de bioseguridad necesarias para que la liberacién del algodén
genéticamente modificado GlyTol® LibertyLink® no se realice en las zonas nucleo y a menos de un
kildmetro de las Areas Naturales Protegidas anteriormente mencionadas (Figura 19).
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Figura 19. Areas Naturales Protegidas cercanas a los sitios propuestos de liberacién en los estados
de Chihuahua y Coahuila.
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2.1.2. Distritos de Desarrollo Rural (DDR).

Los poligonos propuestos para la liberacion de algodén GL se ubican en los Distritos de Desarrollo
Rural (DDR), de Casas Grandes, ElI Carmen, Buenaventura, Bajo Rio Conchos, Delicias,
Chihuahua, Laguna Durango y Laguna Coahuila (Figura 20).
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Figura 20. Distritos de Desarrollo Rural (DDR) comprendidos dentro del poligonos de liberacion de
algodén GlyTol® LibertyLink®.
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2.2. Regiones ecolégicas nivel IV.

Los sitios de liberacion se encuentran situados dentro de las regiones ecoldgicas Nivel | “Desiertos
de America del Norte” y “Elevaciones Semiaridas Meridionales”. Comprende a su vez, en el estado
de Chihuahua y Coahuila, dos regiones ecoldgicas de Nivel IV, que han sido determinadas con

base en criterios de topoformas, datos de vegetacion primaria, limites de unidades geoldgicas y
limites de suelos en escala 1:1 000 000 (Figura 21).

Regiones Ecoldgicas

v"10.2.4.1. Planicies del centro del Desierto Chihuahuense con vegetacién xeroéfila microfila-
haldfila.

v 12.1.2.1. Piedemontes y Planicies con pastizal, matorral xeréfilo y bosques de encinos y
coniferas.
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Figura 21. Regiones ecolégicas nivel IV que se traslapan con los sitios propuestos de liberacién en
los estados de Chihuahua y Coahuila.
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2.1.4. Plano de ubicacion sefalando vias de comunicacion.

Se presentan los mapas de la SCT de las carreteras y caminos de los Estados de Baja California,
Sonora y Chihuahua, en donde se puede observar con mayor detalle la ruta de transporte de la
semilla y las posibles rutas alternas en caso de que se presente algun imprevisto. En el mapa
principal de dichos anexos, se pueden observar en lineas rojas y naranjas las carreteras federales
y estatales —respectivamente- que cruzan el poligono.

En el plano de ubicacién de la ruta de movilizacion (Figura 22), se muestra que la movilizacién sera
por tierra a partir del origen de la semilla en los Estados Unidos de América. Posteriormente entrara
a México a través de una aduana en Cd. Juarez, Chihuahua. o Nuevo Laredo, Tamaulipas. En caso
necesario y solo para hacer mas eficiente la importacién a México, se buscaria otra aduana como
Matamoros, Reynosa o Mexicali. De la aduana se transportara por carretera directamente al
almacén de BASF, ubicado en la siguiente direccién:
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Almacén Delicias

Figura 22. Ruta de movilizacion de Cd. Juarez a Delicias, Chih.
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De esta ubicacion el material sera trasladado por tierra a los sitios donde se realice la evaluacion
en los municipios de Buenaventura, Camargo, Delicias, Ojinaga (Chihuahua), Matamoros y San
Pedro (Coahuila).

M. ESTUDIOS DE LOS POSIBLES RIESGOS QUE LA LIBERACION DE LOS OGM
PUDIERA GENERAR AL MEDIO AMBIENTE Y A LA DIVERSIDAD BIOLOGICA

lll.a.Estabilidad de la modificacion genética del OGM

El algodon GHB614 x LLCotton25 fue obtenido mediante técnicas de mejoramiento convencional a
partir de los eventos parentales GHB614 y LLcotton25. No se ha efectuado ninguna modificacién
genética adicional. Toda la informacién que describe la modificacion genética se refiere a los
eventos parentales individuales.

1. Evento GHB614.

La estabilidad estructural del evento GHB614 fue demostrada a través de cinco generaciones (Ts,
Ts, Ts, Tey BC2F2) y en diferentes cultivares, mediante analisis Southern blot. EI DNA aislado de
tejido foliar fue digerido con la enzima de restriccion EcoRV, la cual tiene un sitio de reconocimiento
en el T-DNA. ElI DNA gendmico del algodén GHB614 hibridado con la sonda Ph4a748At + intron1
h3At + TPotp C mostro los fragmentos de integracién 5’ y 3’ esperados de 4850 bp y 9100 bp en
todas las muestras analizadas, lo cual demostré la estabilidad del evento GHB614 a nivel genémico.
Adicionalmente, los datos de segregacion también confirmaron la estabilidad del evento GHB614 al
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demostrar que segrega de manera independiente siguiendo el patrén de un locus mendeliano
dominante (seccién j.2).
2. Evento LLCotton25.

La estabilidad estructural del evento LLCotton25 fue demostrada a través de varias plantas
individuales de multiples origenes y multiples generaciones (LL25-C312-T4; LL25-C312-Ts. LL25-
FM966-BCs/F3; LL25-FM832-BCa3/F3 (dos lotes de semillas); LL25-FM989-BCa/F3; LL25-H26-BCa/F3
y LL25-AVS9023-BCs/F3). EI DNA aislado fue digerido con la enzima de restriccion Ncol, que tiene
dos sitios de reconocimiento en el ADN transformante. Las pruebas de digestion con esta encima
mostraron el fragmento de T-ADN esperado del borde izquierdo y borde derecho en todas las
muestras analizadas.

Por medio de analisis de transferencia Southern, se demostré que el fragmento de T-ADN interno
y el fragmento de integracién borde derecho de LL25 Gossypium hirsutum, resulta de la escision
con enzimas de restriccion en el T-ADN y en el ADN de la planta adyacente, son idénticos en todas
las muestras analizadas (176 en total). Adicionalmente, los datos de segregacion también
confirmaron la estabilidad del evento GHB614 al demostrar que segrega de manera independiente
siguiendo el patrén de un locus mendeliano dominante (seccion j.2).

3. Evento doble apilado GHB614 x LLCotton25.

El algoddn GL fue desarrollado mediante cruza mendeliana convencional entre los eventos GHB614
y LLCotton25. El evento GHB614 se produjo por transformacion mediada por Agrobacterium
utilizando el vector pTEM2, que contiene la secuencia codificante para la proteina 2mEPSPS, la cual
confiere tolerancia a los herbicidas al glifosato. Mediante un analisis Southern se demostré que una
copia del T-DNA del plasmido pTEM2 se introdujo en el algodén GHB614 (Habex y Lecleir, 200634).
El evento LLCotton25 fue producido por transformacion mediada por Agrobacterium usando el vector
binario pGSV71 que contiene el gen bar. Este gen codifica la tolerancia al herbicida glufosinato de
amonio. Al igual que el caso anterior un analisis de transferencia Southern demostré que una copia
del ADN-T del plasmido pGSV71 se introdujo en el algodon LLCotton25 (Moens y De Beuckeleer,
20043%).

La estabilidad de los insertos GHB614 x LLCotton25 fue evaluada en el ADN gendmico del caso
combinado mediante un analisis de transferencia de Southern digerido con la enzima. El analisis
mostrd la presencia de los fragmentos de hibridacion esperados de los eventos individuales
GHB614 y LLCotton25 en todas las muestras de ADN a prueba y por lo tanto, demostré la
estabilidad estructural de la secuencia transgénica insertada de GHB614 y LLCotton25 en caso
combinado GHB614 x LLCotton25.

4. Conclusion.

Tomando en cuenta la estabilidad de los elementos genéticos y la segregacion mendeliana por
varias generaciones, ademas del bajisimo potencial de recombinacion entre los insertos en el
evento GlyTol® LibertyLink® y la viabilidad e idoneidad seriamente comprometidas de las células
afectadas por el evento hipotético de translocacion gendmica, el riesgo de tal recombinacion es

34 Habex V. and Lecleir M., 2006. Detailed insert characterization of Gossypium hirsutum transformation event GHB614.
Bayer BioScience N.V., M-279390-03-1

35 Moens M. and De Beuckeleer M., 2004. Molecular characterization of Gossypium hirsutum transformation event
LLCotton25. Bayer Bioscience N.V., M-237709-01-1
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despreciable. Se concluye que los insertos de DNA en el algoddén GL se integraron de manera
estable y que las caracteristicas conferidas son fenotipica y genéticamente estables a través de
varias generaciones y condiciones ambientales.

Los analisis de segregacién demostraron patrones de herencia Mendeliana de las caracteristicas
de tolerancia a herbicidas después de eventos de autopolinizacién o retrocruzamiento del algodén
GlyTol® LibertyLink® con otras variedades de algodén. La tolerancia a herbicidas se ha mantenido
durante el desarrollo de estos eventos al igual que la calidad de la semilla, que se ha mantenido
después de la transferencia de los eventos dentro de distintas variedades del programa de
mejoramiento genético de algoddn de BASF. De acuerdo con dichos resultados, no existe evidencia
de inestabilidad genética de los eventos en el algodon GlyTol® LibertyLink®.

Si se llevara a cabo la recombinacion, ésta afectaria secuencias genéticas localizadas en diferentes
lugares del DNA gendmico y, muy probablemente, resultaria en translocaciones cromosomales con
consecuencias letales (o al menos provocaria disminucion de la capacidad de supervivencia para
las células afectadas y su progenie). Ademas, tales rearreglos tendrian que suceder en una fase
temprana del desarrollo de la planta o la semilla para tener efectos significativos. Mientras mas
tarde ocurra, menor sera el nimero de células vegetales afectadas. Dado que este tipo de
recombinacion es poco probable que ocurra y tiene muchas posibilidades de producir lineas
celulares no viables, la probabilidad de que el producto recombinado origine alguna linea celular
reproductiva es extremadamente baja.

En el altamente improbable caso de que ocurriera recombinacion que involucrara los insertos en el
evento GlyTol® LibertyLink®, éste seria un proceso de translocacién entre las secuencias que son
homologas entre los insertos de GHB614 y LLCotton25 (limitadas al promotor 35S). La unica
consecuencia posible seria la modificacion del nivel de expresion de los genes afectados y no una
modificacion de la calidad de la proteina producida. Incluso si este evento hipotético sucediera,
afectaria sélo unas pocas semillas y, por lo tanto, la cantidad total de proteinas resultantes de este
raro evento seguirian siendo extremadamente bajas y el nivel de exposicién a dichas proteinas no
cambiaria significativamente. Debido a la seguridad demostrada de las proteinas recombinantes
introducidas en el algodén GL, el riesgo que pudiera surgir de esta recombinacién hipotética es
insignificante.

lll.b.Expresion del gen introducido, incluyendo niveles de expresion de la proteina
en diversos tejidos, asi como los resultados que lo demuestren

La medicion de la expresidn génica se puede determinar mediante la cuantificaciéon directa del
producto del gen, que en general es una proteina. Los niveles de expresién de las proteinas
2mEPSPS y PAT/bar para el evento apilado GL en hoja, cuadros y semilla en distintas etapas de
desarrollo de las plantas (V4-V7, inicio de cuadros y madurez). El analisis de expresion de las
proteinas fue realizado a partir de muestras de ensayos de campo con y sin aplicaciones de
herbicida, establecidos en regiones representativas para la produccién de algodén en Estados
Unidos durante el ciclo 2012. Los resultados indicaron que los niveles de expresion de las proteinas
2mEPSPS y PAT/bar fueron similares entre el evento apilado GL y los correspondientes eventos
parentales.

Salvo la caracteristica de tolerancia a los herbicidas glifosato (gen 2mepsps) y glufosinato de
amonio (gen bar), ninguna otra caracteristica se ha generado como producto de la modificacién
genética del algodén GL. Los genes de seleccién y demas secuencias de las construcciones
genéticas insertadas en el algodon GL (heredadas de los eventos individuales GHB614 y
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LLCotton25) no le confieren ninguna caracteristica fenotipica adicional. Este evento de algodon
biotecnoldgico no presenta cambios fenotipicos de significancia biolégica comparado con algodén
convencional o con los eventos parentales individuales.

lll.c.Caracteristicas del fenotipo del OGM

El algodén GHB614 x LLCotton25 fue desarrollado mediante técnicas de cruzamiento
convencional a partir de los eventos de transformacién GHB614 y LLCotton25. La combinacién de
los eventos biotecnolégicos en el producto GHB614 x LLCotton25 confieren tolerancia a los
herbicidas glifosato y glufosinato de amonio.

El evento GHB614 produce la proteina 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase (2mEPSPS)
codificada por el gen 2mepsps derivado del maiz (Zea mays L.). Esta proteina confiere tolerancia
al herbicida glifosato. La proteina 2mEPSPS difiere de la proteina nativa del maiz unicamente por
la sustitucion de dos aminoacidos.

El evento LLCotton25 produce la proteina phosphinothricin acetyl transferase (PAT/bar), codificada
por el gen bar derivado de la bacteria Streptomyces hygroscopicus, utilizado como marcador de
seleccion y que confiere tolerancia al herbicida glufosinato de amonio.

La combinacion de las proteinas 2mEPSPS (GHB614) y PAT/bar (LLCotton25) confiere tolerancia
a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio, permitiendo el uso de dos mecanismos de accién
herbicida para un manejo mas eficiente de la maleza en el cultivo del algodén. Esta combinacion
de mecanismos de accion es particularmente importante para el manejo y prevencion de resistencia
de las especies de maleza a los herbicidas.

El evento GlyTol® LibertyLink® no exhibe ninguna caracteristica fenotipica adicional que incremente
su supervivencia en habitats no agricolas o en areas fuera del rango geografico de la produccién
de algoddn. En el muy poco probable caso de que se formaran hibridos entre este evento y
parientes silvestres, la introduccién de la caracteristica de tolerancia a los herbicidas glifosato y
glufosinato de amonio a especies en habitats no agricolas no conferiria ventaja competitiva alguna,
pues la tecnologia funciona como una proteccion a las aplicaciones de los herbicidas mencionados,
en cuya ausencia no habria resultados visibles en comparacion con el algodéon convencional.

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

El algodon GlyTol® LibertyLink® (GL) fue desarrollado mediante técnicas de cruzamiento
convencional a partir de los eventos de transformaciéon GHB614 y LLCotton25. La combinacién de
los eventos biotecnoldgicos en el producto GHB614 x LLCotton25 confieren tolerancia a los
herbicidas glifosato (proteina 2mEPSPS) y glufosinato de amonio (proteina PAT/bar). No se ha
efectuado ninguna modificacion genética adicional.

Los analisis bio-informaticos Southern Blot y PCR realizados en los eventos GHB614 y LLCotton25,
demostraron que se integré unicamente una copia del T-DNA de los cassettes de expresién y no
se detectaron elementos del esqueleto de los vectores (plasmidos), ni secuencias adicionales que
pudieran tener alguna funcién biolégica. En adicién a la caracteristica de tolerancia a herbicidas
(2mepsps y bar), ninguna otra caracteristica se ha modificado como producto de la modificacion
genética del algodéon GL. Los genes de seleccion y demas secuencias de las construcciones
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genéticas insertadas (promotores, péptidos de transito, terminadores) en el algodén GL, heredadas
de los eventos individuales GHB614 y LLCotton25 no le confieren ninguna caracteristica fenotipica
adicional.

Las proteinas 2mEPSPS y PAT/bar no tienen efecto sobre el metabolismo normal de la planta y no
se espera que la expresion de las caracteristicas acumuladas produzca efectos interactivos o
sinérgicos porque involucran distintos mecanismos de accion. No se espera que la caracteristica
de tolerancia a herbicidas otorgue ventajas adaptativas al algodén en habitats naturales, en
condiciones naturales o dentro de un agroecosistema. La similitud de las caracteristicas de las
plantas GL con el algodén convencional permite concluir que no existen ventajas adaptativas o un
mayor potencial de convertirse en plaga en los mencionados eventos como consecuencia de la
modificacion genética.

Las caracteristicas reproductivas no han sido alteradas en el algodén GL ni en los eventos
individuales GHB614 y LLCotton25 como consecuencia del proceso de transformacién ni como
consecuencia del proceso de cruzamiento convencional.

lll.,e.Comparacion de la expresiéon fenotipica del OGM respecto al organismo
receptor, la cual incluya, ciclo biolégico y cambios en la morfologia basica

Salvo la caracteristica de tolerancia a los herbicidas glifosato (gen 2mepsps), y glufosinato de
amonio (gen bar), ninguna otra caracteristica se ha modificado como producto de la modificacién
genética del algodon GL. Los genes de seleccion y demas secuencias de las construcciones
genéticas insertadas en el algodon GL (heredadas de los eventos individuales GHB614 y
LLCotton25) no le confieren ninguna caracteristica fenotipica adicional. Este evento de algodon
biotecnoldgico no presenta cambios fenotipicos de significancia bioldgica comparado con el algodén
convencional.

Por otro lado, las proteinas citadas no tienen efecto sobre el metabolismo normal de la planta y no
se espera que la expresion de las caracteristicas acumuladas produzca efectos interactivos o
sinérgicos porque involucran distintos mecanismos de accidén. No se espera que la caracteristica
de tolerancia a herbicidas otorgue al algodén ventajas adaptativas en habitats naturales, en
condiciones naturales o dentro de un agroecosistema. La similitud de las caracteristicas de las
plantas GL con el algodén convencional permite concluir que no existen ventajas adaptativas o un
mayor potencial de convertirse en plaga en los mencionados eventos como consecuencia de la
modificacion genética.

Las caracteristicas reproductivas no han sido alteradas en el evento apilado GL ni en los eventos
individuales GHB614 y LLCotton25 como consecuencia del proceso de transformacion ni del
proceso de apilamiento de las caracteristicas introducidas mediante cruzamiento convencional
cuando se los compara con el algodon convencional. Por lo tanto, es posible afirmar que, salvo por
la tolerancia a herbicidas, el algodén GL es fenotipicamente igual que los algodones
convencionales, tanto en México como en otras regiones del mundo.

El evento GL no exhibe ninguna caracteristica fenotipica adicional que pudiese incrementar su
supervivencia en habitats no agricolas o en areas fuera del rango geografico de la produccion de
algoddn. En el muy poco probable caso de que se llegasen a formar hibridos entre este evento y
parientes silvestres, la introduccién de la caracteristica de tolerancia a los herbicidas glifosato y
glufosinato a especies en habitats no agricolas no conferiria ventaja competitiva alguna dado que
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la tecnologia funciona como una proteccioén a las aplicaciones de los herbicidas mencionados, en
cuya ausencia no habria resultados visibles en comparacion con el algodén convencional.

La evaluacion agrondmica y fenotipica del algodén GL se realiz6 a partir de 8 ensayos de campo
establecidos en diferentes regiones representativas del cultivo del algodén en los Estados Unidos
durante la temporada 2007. Los ensayos fueron conducidos de acuerdo con las practicas de manejo
comerciales en cada region algodonera. Cada ensayo consistié en 3 tratamientos con 3 repeticiones
en un disefio experimental de bloques completos al azar (BCA). Todas las parcelas dentro de cada
sitio fueron ubicadas en el mismo campo y sometidas a las mismas condiciones de crecimiento. Los
tratamientos de cada sitio incluyeron algodén GL con y sin tratamiento de herbicidas y contraparte
convencional.

La eleccién de las variedades se baso en lo siguiente:

e Variedad de prueba: se seleccion6 una variedad genéticamente modificada con tecnologia GL
cuya base genética fue la variedad convencional FM958.

e Variedad testigo: se selecciond la variedad FM958 por ser la contraparte convencional de las
variedade de prueba y con propésitos comparativos.

La evaluacion agronomica y fenotipica se realizé a través del ciclo del cultivo del algodon con
base en los siguientes parametros:

Dias a emergencia.

Acame de tallo: 1 = vertical, 9 = gravemente acamado.

Dias a primera flor: como promedio del ensayo.

Porcentaje de bellotas abiertas promedio visual cuando el parental sea 40-60% de apertura.
Rendimiento de fibra en Ibs. lint/acre.

Tipo de bellota. 1-9

Propiedades de fibra (longitud, uniformidad de la longitud, la fuerza, el micronaire, el alargamiento).
Altura de la planta.

Nudos totales.

Altura al Nodo.

Numero total de bellotas.

Uniformidad de variedad; 1=normal, 2=anormal.

Morfologia de hojas; 1=normal, 2=anormal.

Morfologia de flor; 1=normal, 2=anormal.

Longitud de fibra.

Resistencia de la fibra.

Uniformidad en la longitud de fibra.

Micronaire.

Los resultados indican que los valores de las variables evaluadas en el algoddon GL estan dentro
del rango determinado para las variedades comerciales de referencia (convencionales), lo que
demuestra la equivalencia agrondmica y fenotipica del algodén GL con relacién al algodén
convencional.
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lll.f. Declaracion sobre la existencia de efectos sobre la diversidad biolégica y al
medio ambiente que puedan derivar de la liberaciéon del OGM

1. Algodén GlyTol® LibertyLink®.

El algodén GHB614 x LLCotton25 fue desarrollado mediante técnicas de cruzamiento convencional
a partir de los eventos de transformacion GHB614 y LLCotton25. La combinacion de los eventos
biotecnoldgicos en el producto GHB614 x LLCotton25 confiere tolerancia a los herbicidas glifosato
(proteina 2mEPSPS) y glufosinato de amonio (proteina PAT/bar). No se ha efectuado ninguna
modificacion genética adicional.

Las proteinas 2mEPSPS y PAT/bar, no tienen efecto sobre el metabolismo normal de la planta 'y no
se espera que la expresion de las caracteristicas acumuladas produzca efectos interactivos o
sinérgicos porque involucran distintos mecanismos de accién. No se espera que la caracteristica
de tolerancia a herbicidas otorgue ventajas adaptativas al algodén en habitats naturales, en
condiciones naturales o dentro de un agroecosistema. La similitud de las caracteristicas de las
plantas GL con el algodén convencional permite concluir que no existen ventajas adaptativas o un
mayor potencial de convertirse en plaga o maleza en el algodon GL como consecuencia de la
modificacion genética.

Las caracteristicas reproductivas no han sido alteradas en el algodén GlyTol® LibertyLink®, ni en los
eventos individuales GHB614 y LLCotton25, como consecuencia del proceso de transformacion ni
como consecuencia del proceso de cruzamiento convencional.

Los productos derivados del procesamiento industrial de la semilla de algodén son aceite para
consumo humano, harina de algodén (suplemento alto en proteina para ganado y aves), cascarilla
(fibra para ganado vacuno) y linter (celulosa para productos industriales y de consumo humano)
(www.cottonseed.com?). En general los andlisis de composicién de aceite refinado de diferentes
cultivos oleaginosos, asi como el andlisis de linter procesado, han demostrado la ausencia de
proteina detectable en estos productos (Hamilton et al., 2002; Health Canada, 2013; Sims, et al.,
1995). Por lo tanto, el consumo humano significativo de las proteinas 2mEPSPS y PAT/bar
presentes en las variedades de algodén GL es muy poco probable y no existe algun riesgo
significativo sobre efectos adversos en la salud.

2. Inocuidad de la proteina 2mEPSPS.

La tolerancia al glifosato se obtiene disminuyendo la habilidad del herbicida para inhibir la enzima
5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), la cual es esencial para la biosintesis de
aminoacidos aromaticos en plantas, hongos y bacterias. En el algodén GL la tolerancia al glifosato
se basa en la expresion de la enzima 2mEPSPS codificada por el gen 2mepsps derivado del maiz,
en el cual se han incluido dos cambios para adaptarlo al uso preferido de codones del algodén. La
proteina 2mEPSPS con baja afinidad por el glifosato, es altamente resistente a la inhibicidn por este
herbicida y permite suficiente actividad enzimatica para que las plantas puedan desarrollarse en
presencia de herbicidas que contengan glifosato. La seguridad de la proteina 2mEPSPS ha sido
evaluada exhaustivamente en diversos estudios cientificos y los resultados han confirmado su
inocuidad. La enzima 2mEPSPS no posee ninguna propiedad asociada con toxinas o alérgenos
conocidos, incluyendo la falta de similitud de secuencia de aminoacidos con toxinas y alérgenos
conocidos. Ademas, se ha observado una rapida degradacién en fluidos gastricos e intestinales

36 National Cottoseed Products Association (NCPA).
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simulados y la ausencia de efectos adversos en ratones después de la administracion intravenosa
u oral en dosis de 10 o 2000 mg/kg de peso corporal. En conclusién, no se espera ningun efecto
adverso derivado de la inclusion de la proteina 2mEPSPS en la cadena alimenticia humana o animal
(Herouet et al., 2009%7).

3. Inocuidad de la proteina PAT/bar.

Por su uso tan extendido en cultivos biotecnoldgicos, la seguridad de la proteina PAT ha sido
ampliamente evaluada. Cuando la secuencia de aminoacidos de la enzima PAT se sometié a
analisis comparativo de polipéptidos usando el algoritmo FASTDB de Intelligenetics, no mostré una
homologia significativa con otras proteinas presentes en las bases de datos, excepto con otras
fosfinotricina acetiltransferasas que se originan a partir de diferentes organismos. No hubo
semejanza con toxinas potenciales o con alérgenos. No se esperan efectos toxicos o alérgicos
provenientes de la proteina PAT/bar, ya que las acetiltransferasas no poseen estabilidad proteolitica
o térmica y tiene una alta especificidad de sustrato (Herouet et al., 2005%).

4. Potencial como maleza.

El algoddn (Gossypium spp.) es una planta domesticada que carece de caracteristicas agresivas o
de caracteristicas distintivas de las especies vegetales consideradas como maleza. Esta planta ha
sido cultivada por el valor de su fibra durante siglos en varios paises, sin que exista algun reporte
que la clasifique como una planta invasiva o como una maleza (OECD, 2008). Investigadores y
reguladores han evaluado el potencial para que las variedades de algodén GM se conviertan en
maleza y han determinado que las nuevas caracteristicas conferidas mediante ingenieria genética
no aumentan el potencial del algodén para convertirse en una maleza agricola debido a que las
plantas voluntarias de algoddn pueden controlarse mediante técnicas convencionales de manejo
de maleza (Carpenter et al., 2002). Un ejemplo de lo anterior es el algodén en los Estados Unidos
de América, en donde el cultivo fue introducido hace varios siglos y hasta la fecha no se tiene
evidencia de que este cultivo se haya convertido en una maleza.

Tradicionalmente los programas de mejoramiento genético de algoddn han desarrollado y liberado
una gran cantidad de variedades en diferentes ambientes, las cuales incorporan nuevas
caracteristicas de resistencia a enfermedades e insectos, tolerancia a factores ambientales
(temperaturas altas y bajas, sequias) y se han mejorado caracteristicas fenotipicas (como mayor
vigor de germinacion, crecimiento de plantula y precocidad), asi como caracteristicas de calidad de
fibra sin que a la fecha se tenga evidencia de que alguna de estas variedades se haya convertido
en maleza. Los cultivos modificados mediante ingenieria genética, los cuales son altamente
especificos, no deben presentar un nivel de riesgo diferente que las variedades mejoradas
desarrolladas por métodos convencionales (Scott et al., 2008).

La maleza se constituye por un grupo de plantas que se pueden considerar como plaga. El término
maleza es utilizado para describir una planta nociva en un ecosistema manejado (como son las

87 Herouet-Guicheney, C.; Rouqui¢, D.; Freyssinet, M.; Currier, T.; Martone, A.; Zhou, J.; Bates, E.; Ferullo, J.; Hendrickx,
K.; Rouan, D. 2009. Safety evaluation of the double mutant 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (2mEPSPS)
from maize that confers tolerance to glyphosate herbicide in transgenic plants. Regulatory Toxicology and Pharmacology
54:143-153.

38 Hérouet, C.; Esdaile, D.J.; Mallyon, B.A.; Debruyne, E.; Schulz, A.; Currier, T.; Hendrickx, K.; van der Klis, R.; Rouan,
D. 2005. Safety evaluation of the phosphinothricin acetyltransferase proteins encoded by the pat and bar sequences that
confer tolerance to glufosinate-ammonium herbicide in transgenic plants. Regulatory Toxicology and Pharmacology
41:134-149.
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plantaciones agricolas o forestales). Tipicamente una maleza es una especie vegetal que se
distribuye facilmente en areas perturbadas o entre los cultivos. El potencial de maleza es una
medida de la capacidad de las plantas para colonizar satisfactoriamente un ecosistema,
especialmente cuando esto puede ocasionar el desplazamiento de otras especies. Baker (1965) y
Morishita (2012) han descrito las caracteristicas ideales de la maleza, mismas que incluyen:

Germinacion discontinua y semillas con periodos de latencia largos.

Crecimiento en estado de plantula muy acelerado.

Crecimiento rapido para llegar al estado reproductivo.

Periodo prolongado de produccion continua de semillas.

Autocompatible, pero no necesariamente auto polinizable o apomictica.

Si entrecruza utiliza el viento o polinizadores no especializados.

Gran produccion de semillas en condiciones favorables.

Germinacion y produccién de semillas en amplia variedad de condiciones.

Alta tolerancia o plasticidad a la variacion climatica y edafica.

Adaptaciones especiales para dispersion.

Adaptacioén a las practicas de manejo agronémico de los cultivos.

Buena competitividad, lograda mediante compuestos alelopaticos, etc.

Si es perenne, entonces una reproduccién vegetativa vigorosa, quebradiza en los nudos
inferiores o de rizomas o raices, y capacidad de regeneracion a partir de estacas.

En general la caracteristica de maleza depende de una ventaja selectiva de muchos genes que
funcionan en combinacién y que no estan relacionados con los genes introducidos por razones
agronomicas. No se cuenta con reportes de plantas de algodén actuando como maleza en los
campos agricolas.

lll.g.Descripcion de uno o mas métodos de identificacion, niveles de sensibilidad
y reproducibilidad

El algoddn GlyTol® LibertyLink® expresa las proteinas 2mEPSPS y PAT/bar y para la deteccion de
éstas se pueden utilizar métodos de tiras reactivas (LFS), los cuales estan disponibles
comercialmente para las proteinas por separado (2mEPSPS y PAT/bar), o un método comercial
multieventos que deteca a ambas proteinas en una misma muestra. Las tiras de flujo lateral (LFS)
utilizan anticuerpos especificos para las proteinas expresadas en GHB614 x LLCotton25 y se han
desarrollado y probado por EnviroLogix™. La informacién contenida en la descripciéon del producto
(QuickStix™) es soportada por EnviroLogix™ e indica que el evento objetivo y el limite de deteccion
(http://www.envirologix.com/).

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

El entrecruzamiento entre variedades comerciales de Gossypium hirsutum es bajo y ocurre
exclusivamente a través de insectos. Por ello, la frecuencia de polinizacion cruzada entre
variedades de algodon depende de las poblaciones de insectos y su actividad migratoria al
momento de la polinizacién. Por lo tanto, la probabilidad de que ocurra entrecruzamiento entre
especies comerciales y silvestres de algodonero es muy baja.
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1. Mecanismos de cruzamiento con especies del género Gossypium.

No existen especies sexualmente compatibles con el algodén cultivado (Gossypium hirsutum) en el
area de liberacién propuesta. De acuerdo con Fryxell (1984), Talipov et al. (1995), Palomo (1996) y
la Red de Informacién de Recursos de Germoplasma (GRIN) del Servicio de Investigacion Agricola
(ARS-USDA) de Estados Unidos (http://www.ars-grin.gov), se reportan las siguientes especies de
Gossypium para la regién Norte de México (Cuadro 15).

Cuadro 15. Especies de Gossypium reportadas en la literatura para el Norte de México.

Especie Localidad Numero de Ano_dt_e Uso
cromosomas descubrimiento

Gossypium hirsutum L. Regiones agricolas 52 1763 Cultivada

. . Sonora, Baja California .
Gossypium thurberi Tod Sur, Chihuahua 26 1854 Silvestre
Gossypium davidsonii Kellogg gaja California  Sur, 26 1873 Silvestre

onora

Gossypium armounanum Baja California Sur 26 1933 Silvestre
Kearney
Gossypium harknessii | paia California Sur 26 1933 Silvestre
Brandegee
Gossypium aridum (Rose & . .
Standl.) Skovst Sinaloa 26 1911 Silvestre
Gossypium trilobum (Mocino & . ) .
Sesse ex DeCandolle) Skovsted Sinaloa 26 Silvestra
Gossypium turneri Fryxell Sonora 26 - Silvestre

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

2. Mecanismos necesarios para el intercambio genético.

Para que se presente el flujo de genes de materiales cultivados a parientes silvestres via
cruzamiento, se debe cumplir con ciertas condiciones: 1) el cultivo y su pariente silvestre deben
presentarse en proximidad espacial; 2) sus periodos de fecundidad deben coincidir; 3) se debe
encontrar un vector idéneo para transportar el polen entre los dos materiales; 4) los materiales
parentales deben ser sexualmente compatibles; 5) el hibrido resultante del cruzamiento debe dar
origen a una semilla viable; 6) los hibridos deben ser fértiles y ecolégicamente adaptados al
ambiente.
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Se pueden hacer algunas generalizaciones respecto a todas las especies de Gossypium. Todas las
especies de Gossypium presentan autopolinizacion, aunque pueden presentarse ciertos
cruzamientos intraespecificos y posiblemente interespecificos mediados por insectos. El transporte
del polen por el viento en el género Gossypium nunca se ha reportado, lo cual es explicado por la
textura y consistencia del polen producido en la antesis. El polen de G. hirsutum es viable por no
mas de 24 horas. Cada flor, como la de todos los miembros de Malvaceae, es receptiva Unicamente
el dia en que abre.

Para que sea considerada la posibilidad de hibridacién entre algodon cultivado y especies silvestres
de Gossypium se tienen que cumplir los requisitos de presencia y compatibilidad sexual y genética.

Once especies diploides de Gossypium se presentan en México como parte de la vegetacién
natural. Todas las especies se agrupan taxondmicamente en el mismo subgénero (Houzingenia) y
pertenecen al grupo cromosomico del genoma D, al igual que uno de los subgenomas del algodoén
tetraploide cultivado. Sin embargo, las especies son divergentes y por lo tanto se agrupan en 2
Secciones y 4 Subsecciones dentro de la clasificacion genérica de Gossypium (Fryxell, 1992).

Las dos especies tetraploides de las que se han derivado cultivares de utilizacion agricola, G.
hirsutumy G. barbadense se encuentran en México fuera de las areas de produccion comercial. La
distribucion de G. barbadense esta generalmente limitada a los Estados del sureste. Desde un
punto de vista practico, G. hirsutum es de distribucion mas amplia y cualquier consideracion
aplicable a uno es también aplicable al otro (Fryxell, 1992; Palomo, 1996; Ulloa et al., 2006).

3. Vigor de hibridos interespecificos y fertilidad.

El embrion del hibrido que se pudiera formar entre un algodén cultivado tetraploide y un pariente
silvestre diploide depende fuertemente de dos factores: el vigor vegetativo y la fertilidad de la planta.
Gossypium davidsonii y tal vez G. gossypoides pueden ser eliminados en la produccion de hibridos
con el algodon cultivado debido a la letalidad complementaria.

Los hibridos interespecificos entre las otras especies diploides y el algodon tetraploide se puede
asumir que son viables y de crecimiento vegetativo relativamente vigoroso, con base en
observaciones de hibridos obtenidos cuando el algodon (G. hirsutum) funcioné como parental
hembra. Es decir, pocas especies diploides producen semillas hibridas cuando es polinizado con el
polen del algodon tetraploide. Mas alla de la alopatria y los diferentes niveles de incompatibilidad
sexual, el principal mecanismo de aislamiento entre el algodén (G. hirsutum) y sus parientes
silvestres diploides es la diferencia que existe en el nivel de ploidia. Aunque el algodén cultivado
tetraploide (2n = 4x = 52) posee un subgenoma cercano a las especies diploides de Gossypium de
México (2n = 2x = 26), los hibridos interespecificos entre el algodén y estas especies son triploides
(3x = 39). Las plantas hibridas triploides usualmente desarrollan terminaciones florales, pero no
forman polen viable debido a que los pares estan desbalanceados y a la segregacion de los
cromosomas. En los hibridos (DxAD), los cromosomas podrian estar en pares, recombinarse y
segregar de manera muy cercana a las proporciones teéricas; sin embargo, en los hibridos triploides
DAD, los cromosomas 13 del subgenoma A son impares y por lo tanto, segregan aleatoriamente
entre las dos células hijas en el anafase I.

En la evolucién de las plantas la ploidia se ha incrementado a partir de tales hibridaciones y se ha
establecido que el Gossypium tetraploide (algodon) se originé de esta manera. En este caso el nivel
de ploidia de ambos parentales (genomas Ay D) podria haber sido el mismo. Mientras la posibilidad
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existe, las observaciones empiricas indican que el proceso en Gossypium es extremadamente raro
y ejemplificado solamente por una ocurrencia.

Todas las especies conocidas de Gossypium diferentes a las 5 tetraploides poseen el mismo
numero de cromosomas (n=13). No se ha generado en la naturaleza otra ploidia en Gossypium que
haya sobrevivido hasta nuestros dias. Esto es particularmente importante para México debido a que
las especies de Gossypium tetraploides y diploides han coexistido por mas de un millén de anos
(Wendel, 1989) y no se tienen registros de la presencia de especies hexaploides.

En las principales regiones donde se cultiva algodon en el mundo, la mayor abundancia
corresponde a Gossypium hirsutum. Esto se debe principalmente a que las variedades de G.
hirsutum estan adaptadas para obtener producciones mas altas en climas templados que las
variedades de G. barbadense, las cuales presentan una mejor adaptacién a las regiones secas del
mundo. Las variedades comerciales de G. barbadense se cultivan por la alta calidad de la fibra que
producen, misma que se utiliza para confeccionar hilados de marca (ejemplo: algodén Pima).

Las variedades modernas de G. barbadense y G. hirsutum estan altamente domesticadas y
contienen un mapa génico muy conservado (genoma AADD). Asimismo, no es de sorprender que
las propiedades nutritivas y fisicas de las semillas de cada una de las especies de algodén se
traslapen (Percy et al., 1996; Robinson et al., 2001).

Ademas, G. barbadense y G. hirsutum son sexualmente compatibles, donde los elementos de cada
especie se han introgresado a las variedades comerciales de algodén que se han desarrollado con
base en las preferencias de los fitomejoradores (Percival et al., 1999).

Se considera que los algodones tetraploides, incluyendo G. barbadense y G. hirsutum,
evolucionaron separadamente en las Ameéricas; no obstante, no existen barreras genéticas para la
hibridacion intraespecifica de las especies tetraploides de Gossypium (Percival et al., 1999).

Los programas de mejoramiento del algodén toman ventaja de las caracteristicas existentes en las
especies y, mediante retrocruzamiento con el germoplasma parental, mantienen las caracteristicas
ya sea de G. hirsutum o G. barbadense (o bien de la variedad de interés). Por ejemplo, las
variedades de algodén Acala de California y Nuevo México integran especies tanto de G. hirsutum
como de G. barbadense en su pedigri (Smith et al., 1999), pero comunmente son identificadas
simplemente como G. hirsutum.

De acuerdo a algunas clasificaciones para la delineacion de las especies, G. barbadense y G.
hirsutum podrian ser clasificadas como subespecies o variantes de una misma especie y no como
especies separadas. La identidad de los progenitores de G. hirsutum y de G. barbadense
permanece de alguna manera incierta (Brubaker et al., 1999), pero mantienen su clasificacién como
especies separadas.

Las especies tetraploides (2n = 4x = 52) incluyendo a G. hirsutum, G. barbadense y G. tomentosum
contienen los genomas nucleares Ay D (AADD) y unicamente el genoma A cloroplastico, indicando
que la semilla parental de la hibridacion original es de descendencia africana o del Medio Este
(Percival et al., 1999).

Los datos moleculares indican que G. hirsutum y G. barbadense comparten un ancestro comun
(Brubaker et al., 1999) con un tiempo para la formacion de poliploidia de entre uno y dos millones
de afos. La mayoria de los investigadores considera (al menos como progenitores de estas dos
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especies) que el donador del genoma A es G. herbaceum y el donador del genoma D, G. raimondii
Ulbrich. De esta manera G. hirsutum y G. barbadense contienen el mismo conjunto de genomas
poliploides, el cual es genéticamente distinto de la mayoria de las especies no cultivadas de
Gossypium.

Entre los algodones cultivados, G. hirsutum y G. barbadense (esto también incluye a las especies
diploides G. arboreumy G. herbaceum), la introgresion para obtener una ploidia o genoma diferente
es comun histéricamente debido a la expansion del rango de distribucion natural del algodén,
ocasionado por la intervencién humana y su cultivo.

El intercambio interespecifico de genes es responsable de parte de la diversidad genética que se
encuentra dentro de cada especie cultivada (Brubaker et al., 1999). Los cultivares modernos de G.
barbadense se encuentran altamente introgresados con G. hirsutum (Percival et al., 1999). Las
caracteristicas introgresadas entre G. hirsutum y G. barbadense se han mantenido mediante la
seleccion de las caracteristicas agronémicas y de productividad comercial (Wang et al., 1995;
Brubaker et al., 1999). Por ejemplo, la introduccién y adopcion exitosa de cultivares de G.
barbadense en los campos de produccién de los Estados Unidos ha dependido de la introgresion
de la caracteristica de fotoperiodo de dia corto de G. hirsutum a G. barbadense (Brubaker et al.,
1999).

Como se discutiéo con anterioridad, la introgresion natural y por intervencién humana entre G.
hirsutum y G. barbadense ha ocurrido desde anos atras (Brubaker et al., 1993; Percy & Wendel,
1990; Brubaker & Wendel, 1994; Wendel & Albert 1992), por tal motivo se presenta un contenido
significativo de DNA de G. hirsutum en el genoma de G. barbadense (Wang et al., 1995). Sin
embargo, se espera que el intercambio genético natural entre las especies sea reducido en
comparacion con el que ocurre dentro de la misma especie (Wendel & Albert 1992).

La compatibilidad sexual entre G. hirsutum y G. barbadense es ampliamente aceptada y existen
varias publicaciones que proporcionan datos donde establecen que las dos especies pueden ser
cruzadas para producir descendencia F1 fértil que presenten una meiosis regular (Webber, 1934;
Webber, 1935; Webber, 1939; Skovsted, 1937). No obstante, como es de esperarse, ciertas
caracteristicas fenotipicas se segregaran de manera constante ya sea hacia uno u otro fenotipo
parental, por ejemplo:

Kohel et al. (1965) investigaron la genética de la floracion de hibridos interespecificos de G. hirsutum
y G. barbadense cruzando variedades de dia corto de hirsutum y barbadense con variedades de
dia neutro de barbadense e hirsutum, respectivamente. El control monogénico de la floracion en
barbadense no se expresd, mientras que el control multigénico de la floracién similar al encontrado
en hirsutum predominé en la progenie de la cruza interespecifica hirsutum-barbadense.

Jiang et al. (2000) investigaron el papel de las interacciones multilocus en la restriccion de
introgresion entre las dos especies poliploides G. hirsutum y G. barbadense. Después de tres
generaciones de retrocruzas con G. hirsutum, los autores encontraron diferencias en la cromatica
de G. barbadense. De hecho, no habia alelos de G. barbadense en alrededor del 30% de los loci
bajo estudio, y siete regiones cromosémicas independientes de G. barbadense estaban totalmente
ausentes. Debido a que los genomas de estas dos especies parecen ser colineales, los autores
concluyeron que existen interacciones genéticas desfavorables en ciertos genotipos de hibridos
que protegen estas regiones del genoma de G. hirsutum de la introgresion. Probablemente G.
hirsutum tiene alelos mas viables para estas regiones, provocando la pérdida selectiva de los alelos
de G. barbadense.
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4. Potencial de cruce y transferencia de genes.

Polinizacion del algodon: el algodén es una planta que se reproduce predominantemente
mediante autopolinizacién, in embargo, se puede presentar algun porcentaje de polinizacion
cruzada cuando existen poblaciones importantes de insectos polinizadores (Llewellyn et al., 2007).
La tasa de entrecruzamiento depende de la zona, la estacion y del porcentaje de visitacion de los
insectos polinizadores. No obstante, el nivel de entrecruzamiento puede ser sobrestimado si se
consideran sélo los indices de visitadores en las flores de algoddn, dado que los potenciales
polinizadores buscan preferencialmente los nectarios mas que el polen (Moffett et al. 1975).

Multiples estudios de campo realizados en diferentes regiones estiman una tasa de
entrecruzamiento del 10% o menos (Meredith & Bridge, 1973; Llewellyn & Fitt 1996; Sen et al.,
2004; Van Deynze, et al. 2005; Zhang et al., 2005). Se han reportado pocos estudios con altos
niveles de entrecruzamiento (Simpson & Duncan, 1956). En estos casos, el porcentaje de
entrecruzamiento fue menor (2%) en estudios posteriores realizados en la misma localidad
(Meredith & Bridge, 1973).

De manera generalizada, estudios de flujo de polen reportan que la tasa de entrecruzamiento
disminuye significativamente cuando se incrementa la distancia. Estos datos pueden representar el
rango efectivo de dispersion de polen realizado por los insectos. Experimentos realizados en
California muestran una tasa de entrecruzamiento del 7.65% a una distancia de 0.3 m en presencia
de polinizadores. Sin embargo, la tasa de entrecruzamiento disminuye de forma significativa
(0.67%) al incrementar la distancia a 9 m, aun con la presencia de polinizadores. Para este mismo
estudio, en ausencia de insectos que lleven a cabo el flujo de polen, la tasa de entrecruzamiento
fue del 4.86% a una corta distancia (0.3 m), disminuyendo significativamente (0.03%) al incrementar
la distancia a 1 m (Van Deynze, et al. 2005).

Estudios similares realizados durante dos temporadas en Australia con cultivos de algodén GM
rodeado de algodén no GM, muestran valores menores de flujo de polen del cultivo GM al no GM,
pero los resultados son consistentes en cuanto al efecto de la distancia sobre la tasa de
entrecruzamiento. Durante la primera temporada del estudio, la tasa de entrecruzamiento en
presencia de polinizadores fue del 0.15% a 1 m de distancia, mientras que a 4 m la tasa de
entrecruzamiento disminuye a menos del 0.08%. Para la segunda temporada, a una distancia de 1
m, la tasa de entrecruzamiento fue del 0.4%, disminuyendo su valor al 0.03% a una distancia de 16
m (Llewellyn & Fitt 1996).

De acuerdo con los estudios mencionados, la tasa de entrecruzamiento depende en gran medida
de las condiciones climaticas del sitio de estudio. Esto principalmente por la relacion entre las
condiciones ambientales y la abundancia de especies de insectos que lleven a cabo el flujo de polen
(Llewellyn et al., 2007).

Flujo génico: las principales zonas de cultivo de algoddn se ubican en la region norte y noreste del
pais, encontrando la mayor extensién de siembra para este cultivo (89,751 ha) en el Estado de
Chihuahua (SIAP-SAGARPA, 2015).

Ademas de G. hirsutum, en México se encuentras distribuidas varias especies del género
Gossypium de las cuales solo G. barbadense es tetraploide, mientras que las demas especies son
diploides. Aun cuando G. hirsutum presenta altos niveles de autopolinizacion, existe el potencial de
flujo génico si en la zona se presentan poblaciones de G. hirsutum convencional o poblaciones de
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G. barbadense dentro del rango en el cual la polinizacion cruzada puede efectuarse. No obstante,
los niveles de entrecruzamiento reportados son bajos (1 - 2%) y se efectuan a distancias cortas
(<30 m), aun en presencia de polinizadores (Van Deynze et al., 2005; Llewellyn & Fitt 1996; Zhang
et al., 2005).

Tomando en cuenta lo anterior, la posibilidad de flujo génico entre cultivos experimentales o piloto
de algodén GM y cultivos convencionales o poblaciones de G. barbadense, es muy baja. Por otra
parte, la viabilidad del polen puede ser un factor importante en la reduccion del potencial de flujo
génico, dado que, ademas de las caracteristicas que le impiden un transporte activo por el viento,
una vez que se presenta la dehiscencia no permanece viable por mas de 24 horas.

Potencial de maleza: la mayor preocupacion para la conversion del algodén en maleza son las
plantas voluntarias; sin embargo, éstas pueden ser controladas de manera facil por rotacion de la
tierra, labranza y/o utilizacion de herbicidas de pre- o post-emergencia. Por otro lado, los estudios
de equivalencia agrondémica muestran que no hay diferencias significativas en las caracteristicas
morfolégicas o fenotipicas entre el algodén GM y el algoddn convencional, por lo cual se concluye
que no hay evidencia que sugiera que el algodon GM pueda convertise en maleza.

Capacidad Invasiva: no se ha reportado que las variedades cultivables de G. hirsutum presenten
una capacidad invasiva importante. La hipotesis de que la introduccion de genes de resistencia a
las principales plagas podria incrementar el potencial de la capacidad invasiva del algodén GM al
modificar su adecuacion comparado con variedades convencionales, ha sido evaluada con estudios
realizados por Eastick & Hearnden (2006), quienes demuestran que la capacidad invasiva
(evaluada en términos de germinacion, sobrevivencia y dispersién) no presentd diferencias con
respecto a su contraparte convencional, aun en zonas con humedad propicia para el
establecimiento. Después de 2 afios, la sobrevivencia fue muy baja.

Interaccién con organismos no blanco: las proteinas de resistencia a plagas, expresadas a partir
de genes Bt en cultivos de algodon GM desarrollados a la fecha, estan dirigidas a algunos
lepidopteros que ocasionan un impacto considerable en el algodon. Existe la posibilidad de
interaccion con organismos no blanco presentes en los cultivos de algoddn; sin embargo, los
diferentes estudios reportados en la literatura cientifica no han mostrado afectacién a organismos
no blanco.

liLi. Bibliografia reciente de referencia a los datos presentados

Aquella bibliografia que no es confidencial, se encuentra dentro del texto.

V. MEDIDAS Y PROCEDIMIENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD Y DE
BIOSEGURIDAD A LLEVAR A CABO

IV.a. Medidas y procedimientos de monitoreo de la actividad

Las medidas y procedimientos de monitoreo que se indican a continuacion tienen el objetivo de
asegurar que el algodén GlyTol® LibertyLink® sea manejado de manera responsable durante todo
el proceso de liberacion al ambiente, el cual incluye actividades relativas al transporte,
almacenamiento, manejo, evaluacion y disposicion final del material genéticamente modificado.
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IV.a.1. Plan de monitoreo detallado

El plan de monitoreo del algodén GlyTol® LibertyLink® antes de la liberacion estara enfocado en las
siguientes actividades:

¢ Obtencion del Permiso de Liberacion al Ambiente (PLA) correspondiente.
Analisis del PLA y de las Medidas de bioseguridad establecidas en el mismo.

o Elaboracion de convenio de investigacion entre BASF Mexicana, S.A. de C.V. y una
institucion de investigacion publica que conducira el ensayo.

¢ Importacion y almacenaje de la semilla en instalaciones de BASF.

o Movilizacion de la semilla al sitio de liberacién previamente seleccionado y autorizado.

o Capacitacion en el cumplimiento de medidas de bioseguridad y stewardship a todo el
personal involucrado en la liberacién (investigadores, técnicos, agricultores).

1.1. Obtencién del Permiso de Liberaciéon al Ambiente (PLA).

Antes de comenzar cualquier actividad relacionada con el algodén GlyTol® LibertyLink® se debera
contar con el permiso de liberacion al ambiente (PLA) otorgado para la tecnologia en las regiones
ecoldgicas y ciclo agricola solicitados.

1.2. Analisis de medidas de bioseguridad y condicionantes.

Una vez obtenido el PLA se realizara una revision de las medidas de bioseguridad y condicionantes
establecidas por el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA)
de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) y
la Direccién General de Impacto y Riesgo Ambiental (DGIRA) de la Secretaria de Medio Ambiente
y Recursos Naturales (SEMARNAT), para realizar ajustes en el protocolo de evaluacion en caso de
que derivado del analisis asi se requiera, y de esta manera dar cumplimiento a lo establecido en el
permiso.

1.3. Convenio de investigacion.

Como se menciona en el documento WI-RCM-001 Realizacién de ensayo de campo, es necesario
que se establezca un convenio de colaboracién entre BASF Mexicana, S.A. de C.V. y un proveedor,
que en este caso es una Institucion de Investigacion Publica (INIFAP, Universidades, etc.) antes de
realizar la evaluacién de la tecnologia.

1.4. Importacién y almacenaje de la semilla.

La importacion de la semilla se realizara siguiendo el procedimiento que a continuacion se
describe:

o Una vez que se cuenta con el permiso de liberacién al ambiente correspondiente, se consulta
el Modulo de Requisitos Fitosanitarios (http://www.senasica.gob.mx/?id=5145) y se imprimen
las Medidas Fitosanitarias de Importacion (MFI) de acuerdo al tipo de producto, origen vy
procedencia del mismo. A la par de lo anterior, el departamento de Comercio Internacional
debera de realizar la “solicitud del tramite de importacion SENASICA” en la VU - Ventanilla Gnica
(http://www.ventanillaunica.gob.mx/).
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e Posteriormente se informa de la importacion de la semilla y se hace un monitoreo de las
cantidades y lotes.

o Unavez que se cuenta con la liberacion de importacién, el Departamento de Logistica coloca
la orden de compra (Purchase Order) para el pais exportador en SAP.

¢ Una vez que se cuenta con el permiso de siembra y el Certificado de Importacién generado
a través de la VU - Ventanilla Unica (http://www.ventanillaunica.gob.mx/), el Departamento
de Comercio Internacional comienza el proceso de importacion. De igual manera, realiza la
liberacion y el envio a la Aduana correspondiente de la cantidad de semilla solicitada,
acompafiando el embarque con la documentacion necesaria y la establecida en la MFI.

o El Departamento de Comercio Internacional a través del Agente Aduanal contratado para
tal fin, realiza la liberacién de la semilla de la aduana; en caso de cualquier contratiempo o
que se requiera algun tipo de aclaracion, el Coordinador responsable del Dpto. de Comercio
Internacional lo comunicara inmediatamente a la Gerencia de Negocio y Asuntos
Regulatorios, en caso de ser necesaria documentacion adicional ésta sera provista por la
gerencia correspondiente.

e Una vez liberada la semilla de la aduana ésta se envia al almacén de BASF ubicado en
Delicias, Chih. Cuando la semilla llega a su destino, el responsable del almacén revisa el
embarque y procede a darle ingreso en el sistema SAP y en fisico.

o El almacenamiento se realiza siguiendo las siguientes acciones:

1. Después de que la semilla es ingresada a la bodega se debera proceder a actualizar los
respectivos inventarios, tomando el peso bruto del material que ingresa, el estado del
paquete y la persona que lo hace.

2. Los materiales a utilizar con fines experimentales deberan ser almacenados en un lugar
separado, con acceso restringido y bajo llave e indicando claramente: semilla regulada, la
variedad, el evento y el lote. Los materiales no experimentales podran ser almacenados en
el mismo sitio donde se tienen convencionales, pero separados y correctamente
identificados.

3. Las personas autorizadas para ingresar a la bodega deberan llenar el formato de registro
de entrada y salida de personal e indicar el motivo de su ingreso.

4. Cada vez que se realicen ingresos y salidas de semilla de la bodega, se debera actualizar
en el sitio de SharePoint correspondiente indicando las cantidades que se retiran, el destino
y la persona que retira.

5. Deberan seguirse los lineamientos descritos en la WI-RCM-002 Etiquetado y
alamecenamiento de muestras de semillas reguladas (confidencial).

39 SAP (Sistemas, Aplicaciones y Productos) es un sistema de gestion de recursos empresariales que integrar muchas o
todas las funciones de la empresa como finanzas, planificacion, costos, comercial, mercadeo, manufactura, logistica,
mantenimiento, control de calidad y Recursos Humanos.
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6. El rétulo anterior (Figura 23) debera colocarse a cada uno de los materiales de
semillas experimentales existentes en la bodega, con la suficiente proteccion a fin de
que se preserven estos datos durante el tiempo necesario en la bodega.

Figura 23. Informacion que deben contener las etiquetas para la identificacion de los materiales
experimentales.

O-=BASF O=-BASF

We create chemistry We create chemistry
BASF MEXICANA, S.A.DE C.V. BASF MEXICANA, S.A. DEC.V.
Av. Insurgentes Sur 975, Col. Ciudad de los Deportes, C.P. 03710 Ciudad de México Av. Insurgentes Sur 975, Col. Ciudad de los Depories, C.P. 03710 Ciudad de México
Tel. (55) 53 252300 Tel. (55) 53 25 23 00
SEMILLA GENETICAMENTE MODIFICADA SEMILLA CONVENCIONAL
SEMILLA DE [Cultivo (Nombre cientifico)] VARIEDAD/CODIGO: SEMILLA DE [Cultivo (Nombre cientifico)] VARIEDAD/CODIGO:
Tecnologia® XXXXXXXXX Pais de origen: XXXXXXXX Tecnologia: NA Pais de origen: XXXXXXXX
Evento: Evento: NA
Identificador OCDE: XXXXXXXXXX Contenido neto “kg(: Identificador OCDE: NA Contenido neto “kgl(:
No. Lote: No. Lote:
Fecha de ingreso a bodega Fecha de ingreso a bodega
ADVERTENCIA: ESTA SEMILLA HA SIDO TRATADA CON PLAGUICIDAS, por lo tanto: ADVERTENCIA: ESTA SEMILLA HA SIDO TRATADA CON PLAGUICIDAS, por lo tanto:
“Manténgase fuera del alcance de los nifios, mujeres emt enl ia y animal “Manténgase fuera del alcance de los nifios, mujeres. enl iay
domésticos” domésticos™
“No se te ni se al junto a prod ios o forrajes” “No se transporte ni se almacene junto a productes alimenticios o forrajes™
“No se almacene en casas habitacion” “No se almacene en casas habitacién”
“No se utilice como alimento ni para extraccién de aceite” “No se utilice como alimento ni para extraccion de aceite”

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS DE BIOSEGURIDAD

“Esta Semilla éti Meodificada no debe b , cultivarse o producirse fuera

de las zonas autorizadas para su liberacién”

“El uso de esta semilla genéticamente modificada implica cumplir las medidas de
ioseguridad y ici idas en el permiso de liberacién al ambiente”

“Esta semilla no esta destinada para consumo”

“En caso de liberacion accidental, repértelo a:
libaccidental igi ica.gob.mx
CP. 04100, Tel. +52 (55) 50903000 Ext. 51533

Centro de Atencién Telefénica. Centro de Atencién Telefénica.
01 800 XXX XXXX LADA sin costo. 01 800 XXX XXXX LADA sin costo.

I

1.5. Movilizacion de la semilla.

La semilla saldra del almacén sélo cuando BASF lo autorice y sera transportada via terrestre al sitio
de liberacion, se debera utilizar el documento RG-WI-001-001 Registro de movimiento de semilla
(confiedencial), para registrar la fecha de envio, origen, destino y cantidad de semilla enviada.

Una vez que la semilla sea entregada al investigador responsable con quien BASF tenga un
convenio de colaboracion vigente, se procedera a revisar el inventario de semilla y firmar de recibido
si las cantidades despachadas coinciden con las cantidades entregadas.

En caso de liberacion accidental de material de algodén genéticamente modificado durante el
transporte, se notificara al correo libaccidentalogm.dgiaap@senasica.gob.mx, dentro de las 24
horas siguientes que se tenga conocimiento de la misma, e informara de manera oficial en un
periodo de 3 dias habiles a la Direccion General de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera
(DGIAAP) y a la Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV) de la situacion. Asimismo, BASF
Mexicana implementara inmediatamente las siguientes acciones:
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Georreferenciar el sitio de la liberacién accidental y delimitar el area de dispersion.
¢ Recuperar toda la semilla que sea posible.
Realizar un balance entre la semilla transportada y la semilla recuperada para conocer la
cantidad de semilla no recuperada y documentarlo.
Recabar evidencia fotografica del sitio de liberacion y del material liberado.
Establecer un programa de monitoreo de plantas voluntarias en el sitio de liberacion.
Eliminacion de plantas voluntarias de manera manual o mediante el uso de herbicidas.
Entregar un reporte al SENASICA con la documentacion de las actividades realizadas.

1.6. Capacitaciéon en el cumplimiento de medidas de bioseguridad y stewardship.

Todas las personas involucradas en la liberacion y seguimiento del algodén GlyTol® LibertyLink®
seran capacitadas antes del establecimiento de los ensayos con el fin de que conozcan las
implicaciones y responsabilidades que conlleva la utilizacion de organismos genéticamente
modificados bajo el contexto de la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados.
Las capacitaciones se enfocaran en:

Biotecnologia vegetal.

Caracteristicas de la tecnologia GlyTol® LibertyLink®.
Acciones en materia de bioseguridad.
Responsabilidades individuales de los involucrados.
Riesgos a la sanidad vegetal por el uso de OGM’s.
Areas Naturales Protegidas y sitios Ramsar.
Lineamientos de Stewardship.

Durante la capacitacion se hara un registro de los asistentes y los capacitadores mediante un
formato de lista de asistencia (ANEXO 44 INFORMACION CONFIDENCIAL). Ademas, al término
de la capacitacion, se llevara a cabo una evaluacion sobre los temas vistos y se entregaran
constancias a los participantes.

El plan de capacitaciones a implementar se presenta a continuacion.

Grupo a capacitar Responsable de la capacitacion Fecha de la capacitacion

Personal de Asuntos Regulatorios

a
de BASF 42 semana de febrero de 2020

Investigadores responsables

IV.a.2. Estrategias de monitoreo posteriores a la liberaciéon del OGM

El plan de monitoreo del algodon GlyTol® LibertyLink® durante y posterior a la liberaciéon estara
enfocado en las siguientes actividades:

e Limpieza del equipo a utilizar (sembradora, tractor) antes y después de la siembra.

e Siembra del predio de acuerdo a la distribuciéon indicada en el croquis del protocolo,
identificando debidamente los diversos tratamientos, controles, etc.

e Evaluacion de las variables indicadas en el protocolo.

o Entrada al predio restringida al personal autorizado por BASF.

o Auditorias internas por personal de Asuntos Regulatorios de BASF.
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Auditorias internas por personal de Stewardship de BASF.

e Visitas de inspeccion por personal de la Direccion de Bioseguridad de Organismos
Genéticamente Modificados (DBOGM) del SENASICA.

e Destruccion de todo el material vegetal y producto de la cosecha, una vez concluido el
ensayo.

o Limpieza del equipo a utilizar (cosechadora, desvaradora, rastra) posterior a la destruccion
del ensayo.

e Monitoreo y destruccién de plantas voluntarias dentro del predio y en los bordes durante un
ciclo posterior a la cosecha.

2.1. Siembra del ensayo.

Previamente a la siembra del ensayo se realiza la eleccion del sitio de liberacion, el cual debera
cumplir con una serie de requisitos que lo hagan apto para la siembra y que permitan dar
cumplimiento a las Medidas de Bioseguridad establecidas en el permiso:

o Ubicarse en la regidon ecolégica nivel IV autorizada en el permiso de liberacion al ambiente.

o Ubicarse a una distancia minima de 100 m respecto a las poblaciones silvestres de algodén.

e Ubicarse a una distancia minima de 1000 metros respecto a cualquier Area Natural
Protegida.

e Localizarse fuera de humedales de importancia internacional (sitios Ramsar).

La siembra de los ensayos sera realizada por el agricultor cooperante bajo la supervisién del
personal de BASF vy el investigador responsable, de acuerdo con la distribucion indicada en el
croquis del protocolo, identificando debidamente los tratamientos y controles a evaluar.

El manejo agronémico del ensayo debera ser realizado de acuerdo con las practicas regionales y
recomendaciones realizadas por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) de cada region.

2.2. Limpieza de maquinaria.

Toda la maquinaria utilizada en el ensayo debera ser inspeccionada y limpiada para evitar que
contenga semilla de otros materiales antes de realizar la siembra y una vez finalizada la actividad
se debera limpiar nuevamente para impedir que el material regulado sea trasladado
accidentalmente fuera del sitio permitido.

La limpieza sera realizada de manera manual o con agua a presion. El material recuperado sera
destruido dentro del predio. Las actividades realizadas seran documentadas en el registro RG-WI-
001-003 Registro de limpieza de maquinaria (confidencial).

2.3. Evaluacioén de la tecnologia.

Durante el ensayo se evaluaran las variables descritas en el protocolo de ensayo experimental
referentes a la fenologia y efectividad de los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio.

2.4. Acceso al ensayo.
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El acceso al ensayo estara restringido y solamente el personal de BASF, investigadores
responsables, equipo de trabajo, agricultores cooperantes y autoridades en materia de
Bioseguridad que realicen visitas de inspeccion podran ingresar. En el caso de que personas no
autorizadas ingresen al sitio de liberacion, el investigador responsable notificara el hecho a BASF,
quien a su vez dara aviso al Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA) durante las 24 horas siguientes.

2.5. Auditorias internas de cumplimiento.

Durante el desarrollo del ensayo el personal de Asuntos Regulatorios de BASF realizara visitas con
el objetivo de asegurar que se cumplan las Medidas de Bioseguridad y Condicionantes establecidas
en el Permiso de Liberacion al Ambiente. La informacion recabada durante las visitas sera
registrada en el documento RG-WI-001-008 — Registro de visita BASF a ensayo regulado
(confidencial).

2.6. Auditorias internas de Stewardship.

Durante el desarrollo del ensayo el personal de Stewardship de BASF realizara visitas con el
objetivo de asegurar que aquellos quienes manipulan el algodén GlyTol® LibertyLink® realicen una
gestion responsable y un manejo adecuado del mismo. La informacién recabada durante las visitas
sera registrada en el documento RG-WI-001-008 — Registro de visita BASF a ensayo regulado
(confidencial).

2.7. Visitas de Inspecciéon de SENASICA.

Durante el desarrollo del ensayo el SENASICA podra realizar visitas de inspeccién para verificar el
cumplimiento de las Medidas de Bioseguridad y Condicionantes establecidas en el Permiso de
Liberacion al Ambiente. Personal de BASF y el Investigador responsable estaran presentes durante
la actividad para proporcionar la informacion y documentacion que el inspector requiera y firmar el
acta de visita de inspeccidén resultante.

2.8. Destruccion del ensayo.

La destruccion del ensayo sera realizada una vez que todas las evaluaciones sean concluidas. Las
plantas de algodén completas, incluida la semilla y la fibra, seran cortadas a nivel del suelo y
acomodadas en montones, los cuales seran destruidos mediante incineracion. Para documentar
esta actividas se utlizara el formato RG-WI-001-007 — Registro de destruccion de material
vegetal (confidencial).

2.9. Monitoreo de plantas voluntarias.

En el sitio de liberacién se establecera un programa de monitoreo de plantas voluntarias con el fin
de detectar y destruir cualquier planta de algodén que pueda emerger posterior a la destruccién del
ensayo. El monitoreo se realizara considerando los siguientes aspectos:

e El monitoreo sera realizado en el sitio de liberacion y en los bordes.

e Los recorridos de monitoreo se realizaran periédicamente.

e Se pondra especial atencién cuando las condiciones ambientales favorezcan la germinacion
de semillas (época de lluvias).
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e Las plantas observadas seran destruidas de manera manual o mediante la aplicacion de
herbicidas.
o Se documentara el numero de plantas destruidas y se elaborara un reporte de monitoreo.

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

Como se describié anteriormente, se establecera un programa de monitoreo de plantas voluntarias
posterior a la destruccion del ensayo. El monitoreo se realizara en el sitio de liberacion y en los
bordes para eliminar las plantas voluntarias de algodén en caso de que existan.

Los métodos de destruccion podran variar dependiendo del nimero de plantas emergidas y se
podra optar por rastreo, uso de herramientas como pico o pala, eliminacion manual desenterrando
las plantas y/o aplicacion de herbicidas.

Las plantas voluntarias encontradas deberan eliminarse antes de que lleguen a la etapa de
floracién. La actividad sera documentada mediante el registro RG-WI-001-006 — Monitoreo de
voluntarias (confidencial).

IV.b. Medidas y procedimientos de bioseguridad

IV.b.1. Medidas y procedimientos para prevenir la liberaciéon y dispersién del
OGM fuera de la zona o zonas donde se pretende realizar la liberacién
La semilla de algodén a utilizar en la siembra del ensayo sera transportada, almacenada y manejada
de acuerdo a lo establecido en los documentos:

WI-RCM-001 Realizacion de ensayo de campo.

WI-RCM-002 - Etiquetado y almacenamiento de muestras de semillas.
RG-WI-001-001 - Registro de movimiento de semilla.

Registro de asistencia.

RG-WI-001-003 - Registro de limpieza de maquinaria.

RG-WI-001-008 - Registro de visita BASF a ensayo regulado.
RG-WI-001-007 - Registro de destruccion de material vegetal.
RG-WI-001-006 - Monitoreo de Voluntarias.

Hoja de transporte de semilla.

Posterior a la importacion, la semilla sera resguardada en el almacén de BASF ubicado en Delicias,
Chihuahua.

Las medidas que se utilizan en el almacén para vigilar la semilla almacenada son las siguientes:

e Control de inventario mediante el software modular para la gestiéon empresarial SAP®.
Camaras de seguridad en las afueras del almacén, conectadas a la compania de seguridad.

e Sensores de movimiento en las afueras del almacén, conectadas a la compania de
seguridad.

o Circuito cerrado de video dentro del almacén.

¢ Monitoreo cada 15 dias para comprobar que los sistemas de seguridad se encuentren en
condiciones 6ptimas y funcionando.

e Senalamientos de seguridad.
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Como se menciond anteriormente toda la semilla sera etiquetada con la siguiente informacion.

We create chemistry

BASF MEXICANA, S.A.DEC.V.
Av. Insurgentes Sur 975, Col. Ciudad de los Deportes, C.P. 03710 Ciudad de México.
Tel. (55) 53 2523 00

SEMILLA GENETICAMENTE MODIFICADA

SEMILLA DE [Cultivo (Nombre cientifico)] VARIEDAD/CODIGO:
Tecnologia: XXXXXXXXX Pais de origen: XXXXXXXX
Evento:
Identificador OCDE: XXXXXXXXXX Contenido neto “kg(:
No. Lote:

Fecha de ingreso a bodega
ADVERTENCIA: ESTA SEMILLA HA SIDO TRATADA CON PLAGUICIDAS, por lo tanto:

“Manténgase fuera del alcance de los nifios, mujeres embarazadas, en lactancia y animales
domésticos™

“No se transporte ni se almacene junto a productos alimenticios o forrajes”

“No se almacene en casas habitacion”

“No se utilice como alimento ni para extraccién de aceite”

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS DE BIOSEGURIDAD
“Esta Semilla Genéticamente Modificada no debe sembrarse, cultivarse o producirse fuera
de las zonas autorizadas para su liberacién”
“El uso de esta semilla genéticamente modificada implica cumplir las medidas de
bioseguridad y condicionantes contenidas en el permiso de liberacion al ambiente”
“Esta semilla no esta destinada para consumo”

“En caso de liberacion accidental, reportelo a:
libaccidentalogm.dgiaap@senasica.gob.mx.
CP. 04100, Tel. +52 (55) 50903000 Ext. 51533

Centro de Atencién Telefénica.
01 800 XXX XXXX LADA sin costo.

Antes del inicio de la temporada de siembra, la semilla sera movilizada al sitio de liberacion y
entregada al investigador responsable para el establecimiento del ensayo. Las medidas de
bioseguridad durante el transporte incluiran:

o La semilla sera transportada en empaques de papel carton resistentes a las maniobras.
e Se registrara la cantidad de semilla enviada, variedad y el tipo de empaque utilizado.
o Se registrara la cantidad de semilla recibida, variedad y condiciones del empaque utilizado.

En caso de liberacion accidental de material de algodon genéticamente modificado durante el
transporte, se notificara al correo libaccidentalogm.dgiaap@senasica.gob.mx, dentro de las 24
horas siguientes que se tenga conocimiento de la misma y se informara de manera oficial en un
periodo de 3 dias habiles a la Direccion General de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera
y a la Direccién General de Sanidad Vegetal de la situacion. Asimismo, BASF Mexicana
implementara inmediatamente las siguientes acciones:
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Georreferenciar el sitio de la liberacién accidental y delimitar el area de dispersion.
¢ Recuperar toda la semilla que sea posible.
Realizar un balance entre la semilla transportada y la semilla recuperada para conocer la
cantidad de semilla no recuperada y documentarlo.
Recabar evidencia fotografica del sitio de liberacion y del material liberado.
Establecer un programa de monitoreo de plantas voluntarias en los sitios de liberacién.
Eliminacion de plantas voluntarias de manera manual o mediante la aplicacién de herbicidas.
Entregar un reporte al SENASICA con la documentacion de las actividades realizadas.

El ensayo de algodén se establecera preferentemente en terrenos de un Centro de Investigacion
Publica que cuente con control de acceso a personal externo para evitar la entrada de personas no
autorizadas. De igual manera, el ensayo se identificara claramente con letreros que indiquen que
no se permite la entrada a personal NO autorizado.

Una vez que todas las evaluaciones en el ensayo sean concluidas, se procedera a realizar la
destruccién del mismo mediante la incineracion de todo el material vegetal resultante.

Asimismo, se establecera un programa de monitoreo de plantas voluntarias posterior a la
destruccién del ensayo que comprendera el sitio de liberacion y los bordes para eliminar las plantas
voluntarias que pudieran existir.

IV.b.2. Medidas y procedimientos para disminuir el acceso de organismos
vectores de dispersion, o de personas que no se encuentres
autorizadas para ingresar al area de liberacién a dicha zona o zonas

Los sitios de liberacién se estableceran en zonas donde no exista presencia de parientes silvestres
de algododn, lo que constituye una barrera geografica que impedira cualquier interaccion entre el
algodon genéticamente modificado y sus parientes silvestres.

Basados en la estructura floral, no existen barreras morfolégicas para la polinizacién cruzada. Sin
embargo, el polen es pesado y pegajoso y su dispersion por el viento es muy limitada. El polen se
puede transferir por insectos, en particular abejas silvestres, abejorros y abejas. Sin embargo, las
especies silvestres del género Gossypium son diploides, mientras que las variedades cultivadas de
Gossypium hirsutum y G. barbadense son tetraploides. Esta diferencia de ploidia dificulta los
entrecruzamientos, ya que pocas especies diploides producen semillas hibridas cuando son
polinizadas con polen de algodon tetraploide (Niles & Faster, 1984).

Asimismo, la frecuencia de polinizacién cruzada disminuye al aumentar la distancia de la planta a
la fuente de polen. McGregor (1976) rastred el movimiento de polen por medio de marcaje con
particulas fluorescentes y encontré que, incluso entre flores localizadas a 45 - 60 m de un campo
de algoddn rodeado de numerosas colonias de abejas para asegurar una buena oportunidad de
transferencia de polen, las particulas se detectaron sélo en 1.6% de las flores.

El acceso al ensayo estara restringido y sélo se permitira la entrada al investigador responsable y
Su equipo, personal de la DBOGM del SENASICA que realicen vistas de inspeccion y personal de
BASF que esté debidamente acreditado por el area de Asuntos Regulatorios. En el caso de que
personas no autorizadas ingresen a la zona de liberacion, el investigador responsable notificara el
hecho a BASF Mexicana S.A. de C.V., quien a su vez dara aviso al SENASICA.
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Para evitar que la semilla de algodon sea trasladada accidentalmente fuera de los sitios autorizados,
se realizara la inspeccion y limpieza de la maquinaria antes y después de la siembra del ensayo.
Asi mismo, se establecera un programa de monitoreo de plantas voluntarias, cuyo objetivo sera
eliminar las plantas procedentes de la semilla resultante del ensayo antes de que lleguen a la etapa
de floracion y de esta manera reducir al minimo la interaccién del algodén genéticamente
modificado con el ambiente.

IV.b.3. Medidas para la erradicacién del OGM en zonas distintas a las
permitidas

El algodén GlyTol® LibertyLink® sera sembrado exclusivamente en los sitios de liberacion
autorizados en el permiso de liberacion al ambiente correspondiente, los cuales se localizaran a
una distancia minima de 100 m de poblaciones silvestres de algodén, 1000 metros de cualquier
Area Natural Protegida y fuera de sitios Ramsar.

Todos los sitios de liberacion seran georreferenciados para tener un control de los mismos vy
asegurar de esta manera que se localizan en sitios permitidos.

De igual manera, se establecera un convenio de colaboraciéon entre BASF y el investigador
cooperante para asegurar que la semilla de algoddn proporcionada sea utilizada unicamente para
la siembra del ensayo y se contara con un inventario detallado de la cantidad de semilla enviada,
recibida, sembrada y remanente.

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

El sitio experimental de algodon GlyTol® LibertyLink® estara aislado de manera espacial, ya que no
existen poblaciones silvestres de algodon cercanas a los sitios de liberacion. Asimismo,
considerando la baja capacidad de dispersion del polen de algoddn, se establecera una franja de
proteccién de 20 metros alrededor del ensayo con algodén convencional.

Una vez finalizadas las evaluaciones, el ensayo y el bordo de proteccion seran destruidos y se
establecera un monitoreo de plantas voluntarias para impedir su permanencia en el ambiente.

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

5.1. Medidas de control para prevenir un evento de liberacién no intencional.

Como se mencioné en la seccion IV.b.1, la semilla de algodéon GL que se utilizara para el
establecimiento de los ensayos de campo en Etapa Experimental sera transportada, almacenada y
manejada de acuerdo con procedimientos que permiten prevenir una la liberacién no intencional
fuera de las areas de siembra autorizada:

WI-RCM-001 Realizacion de ensayo de campo.

WI-RCM-002 - Etiquetado y almacenamiento de muestras de semillas.
RG-WI-001-001 - Registro de movimiento de semilla.

Registro de asistencia.

RG-WI-001-003 - Registro de limpieza de maquinaria.
RG-WI-001-008 - Registro de visita BASF a ensayo regulado.
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o RG-WI-001-007 - Registro de destruccion de material vegetal.
¢ RG-WI-001-006 - Monitoreo de Voluntarias.
e Hoja de transporte de semilla.

En adicion a la caracteristica de tolerancia a herbicidas (2mepsps y bar), ninguna otra caracteristica
se ha incorporado como producto de la modificacion genética del algodén GL (seccion |). Los genes
de seleccion y demas secuencias de las construcciones genéticas insertadas (promotores, péptidos
de transito, terminadores) en el algodén GL, heredadas de los eventos individuales GHB614 y
LLCotton25 no le confieren ninguna caracteristica fenotipica adicional.

Las proteinas 2mEPSPS y PAT/bar no tienen efecto sobre el metabolismo normal de la planta y no
se espera que la expresion de las caracteristicas acumuladas produzca efectos interactivos o
sinérgicos porque involucran distintos mecanismos de accidon. No se espera que la caracteristica
de tolerancia a herbicidas otorgue ventajas adaptativas al algodon en habitats naturales, en
condiciones naturales o dentro de un agroecosistema. La similitud de las caracteristicas de las
plantas GL con el algodén convencional nos permite concluir que no existen ventajas adaptativas
o un mayor potencial de convertirse en plaga o maleza en el algodén GL como consecuencia de la
modificacion genética (seccion I).

Las caracteristicas reproductivas no han sido alteradas en el algodéon GL ni en los eventos
individuales GHB614 y LLCotton25 como consecuencia del proceso de transformacion, ni como
consecuencia del proceso de cruzamiento convencional cuando se compara con el algodén
convencional (seccion I).

5.2. Autorizaciones regulatorias de los eventos GHB614 y LLCotton25.

El Servicio de Inspeccion de Sanidad Vegetal y Animal (APHIS, por sus siglas en inglés) de los
Estados Unidos ha realizado el analisis de riesgo de los eventos GHB614 (GlyTol) y LLCotton25
(LibertyLink®), componentes del algodén GlyTol® LibertyLink® y determiné que el algodén que
contiene estos eventos no representa un riesgo como plaga vegetal o maleza, debido a la ausencia
de riesgo de plaga del material genético insertado, la ausencia de caracteristicas de maleza,
ausencia de respuestas atipicas a las enfermedades o plagas en el campo, ausencia de efectos
deletéreos sobre los organismo no blanco o benéficos del agro-ecosistema y la falta de
transferencia horizontal de genes. Por lo tanto, APHIS otorgé el estatus de NO REGULADO a los
eventos: GHB614 (2009) y LLCotton25 (2003).

En México, el algodon GlyTol® LibertyLink® (GHB614 x LLCotton25), cuenta con la autorizacion No.
093300C0041536 de fecha 20 de enero de 2010 (COF - 10989), expedida por la Comisién Federal
para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), la cual determind que el algodén GL es
equivalente sustancialmente a su contraparte convencional y puede ser usado como pienso para
alimentacion en animales y subproductos para alimentacién humana.

5.3. Seguridad de la proteina 2mEPSPS.

La tolerancia al glifosato se obtiene disminuyendo la habilidad del herbicida para inhibir la enzima
5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), la cual es esencial para la biosintesis de
aminoacidos aromaticos en plantas, hongos y bacterias. En el algodén GL la tolerancia al glifosato
se basa en la expresion de la enzima 2mEPSPS codificada por el gen 2mepsps derivado del maiz,
en el cual se han incluido dos cambios para adaptarlo al uso preferido de codones del algodén. La
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proteina 2mEPSPS con baja afinidad por el glifosato, es altamente resistente a la inhibicion por este
herbicida y permite suficiente actividad enzimatica para que las plantas puedan desarrollarse en
presencia de herbicidas que contengan glifosato. La seguridad de la proteina 2mEPSPS ha sido
evaluada exhaustivamente en diversos estudios cientificos y los resultados han confirmado su
inocuidad. La enzima 2mEPSPS no posee ninguna propiedad asociada con toxinas o alérgenos
conocidos, incluyendo la falta de similitud de secuencia de aminoacidos con toxinas y alérgenos
conocidos, una rapida degradacion en fluidos gastricos e intestinales simulados y la ausencia de
efectos adversos en ratones después de la administracion intravenosa u oral a dosis de 10 o 2000
mg/kg de peso corporal. En conclusion, no se espera ningun efecto adverso derivado de la inclusion
de la proteina 2mEPSPS en la cadena alimenticia humana o animal (Herouet et al., 2009).

La proteina 2mEPSPS no es toxica para los mamiferos ni posee caracteristicas relacionadas con
los alérgenos alimentarios. Entre los resultados que avalan esta conclusion se incluyen:

a) Lasecuencia codificante del gen 2mepsps proviene del maiz, un cultivo alimenticio que tiene
un largo historial de uso seguro.

b) Las proteinas EPSPS se presentan extensamente en la naturaleza, lo que incluye su
presencia en piensos y alimentos y sus funciones son bien conocidas. No se ha relacionado
con estos compuestos ningun efecto perjudicial para la salud. Debido a que la proteina
2mEPSPS deriva del maiz y contiene sélo dos modificaciones a nivel de aminoacidos, es
de esperar que el perfil de seguridad de la nueva proteina relacionada con el tipo silvestre
no cambie.

c) La proteina 2mEPSPS no presenta ninguna homologia con alérgenos, toxinas y
antinutrientes conocidos. Tan solo presenta una elevada similitud estructural con proteinas
no-alérgenas y no-toxicas de la misma familia funcional. Su similitud con la enzima EPSPS
del tipo silvestre es mas alta, del orden del 99%.

d) La proteina 2mEPSPS es una enzima altamente especifica y tiene un peso molecular y
propiedades funcionales muy similares a las de proteinas no-téxicas y no-alérgenas, y
pertenece a la clase de proteinas inocuas de la clase de las proteinas de la shikimato
sintasa.

e) Se ha documentado que la proteina 2mEPSPS se degrada rapida y completamente en
fluidos similares a los gastricos e intestinales en un tiempo de 15 segundos y menos de 1
minuto, respectivamente. Esto minimiza la probabilidad de que esta proteina pueda
sobrevivir en el tracto digestivo humano y sea absorbida.

f) La proteina 2mEPSPS esta presente en el evento GA21. Este evento del maiz esta
aprobado para su distribucion comercial para uso alimentario humano y animal en varios
paises desde hace varios afos. No se han reportado efectos adversos para la salud
humana, animal o el medio ambiente.

5.5. Seguridad de la proteina PAT/bar.

Por su uso tan extendido en cultivos biotecnoldgicos, la seguridad de la proteina PAT ha sido
ampliamente evaluada. Cuando la secuencia de aminoacidos de la enzima PAT se someti6 a
analisis comparativo de polipéptidos usando el algoritmo FASTDB de Intelligenetics, no mostré una
homologia significativa con otras proteinas presentes en las bases de datos, excepto con otras
fosfinotricina acetiltransferasas que se originan a partir de diferentes organismos. No se observé
semejanza con toxinas potenciales o con alérgenos. No se esperan efectos toxicos o alérgicos
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provenientes de PAT, ya que las acetiltransferasas no poseen estabilidad proteolitica o térmica y
tienen una alta especificidad de sustrato (Herouet et al., 2005%°).

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

La destruccion del ensayo sera realizada una vez que todas las evaluaciones sean concluidas. Las
plantas de algodén completas, incluida la semilla y la fibra, seran cortadas a nivel del suelo y
acomodadas en montones, los cuales seran destruidos mediante incineracion.

V. ANTECEDENTES DE LIBERACION DEL OGM EN OTROS PAiSES', CUANDO ESTO
SE HAYA REALIZADO, DEBIENDO ANEXAR LA INFORMACION PERTINENTE
CUANDO ESTA SE ENCUENTRE AL ALCANCE DEL PROVOMENTE.

V.a. Descripcion de la zona en donde se realizé la liberaciéon

El pais de origen del algodén GlyTol® LibertyLink® (GL) es los Estados Unidos de América y cuenta
con autorizacion para su comercializacion bajo el estatus de no-regulado desde el 16 de diciembre
de 2002 para el evento LibertyLink® (LLCotton25) y del 22 de mayo de 2009 para el evento GlyTol®
(BCS-GH@W2-5). Es importante sefialar que en este pais la autorizacion de eventos individuales
es suficiente y no es necesaria la aprobacioén para la utilizacion de estos en eventos apilados o
stacks.

En Estados Unidos las principales areas de liberacion de algodon biotecnoldgico estan ubicadas en
la denominada franja algodonera, la cual comprende cuatro grandes regiones: sureste, oeste medio,
suroeste y oeste (Figura 24). El ambiente a través de estas regiones es muy diverso, desde la costa
himeda del sureste hasta el desierto del suroeste y oeste (Zeng et al., 2014). Sin embargo, debido
a los requerimientos ambientales del algodén, una de las principales caracteristicas de esta franja
es que la temperatura media en verano es mayor de 25 °C y la precipitacion media anual fluctua
entre 500 y 1,270 mm; asimismo, en las regiones productores de algodén mas importantes, los
meses que coinciden con la etapa de madurez y cosecha son relativamente secos lo que previene
el dano a la fibra. Las épocas de siembra y cosecha también son diversas, con un periodo de
siembra que comprende desde marzo a junio y un periodo de cosecha entre agosto y diciembre
(ERS-USDA, 2010).

Las variedades de algoddon modificadas genéticamente que expresan diferentes caracteristicas de
resistencia a insectos y tolerancia a herbicidas se siembran a lo largo de toda la franja algodonera
de Estados Unidos desde 1996. Actualmente, el algoddén biotecnolégico representa alrededor del
81% del total de la superficie destinada al cultivo del algodon en ese pais (Cuadro 16).

Los principales tipos climaticos que atraviesan la franja algodonera son clima humedo subtropical
(Cfa), clima semiarido (BSKk) y clima desértico (BWh) (Figura 25).

40 Hérouet, C.; Esdaile, D.J.; Mallyon, B.A.; Debruyne, E.; Schulz, A.; Currier, T.; Hendrickx, K.; van der Klis, R.; Rouan,
D. 2005. Safety evaluation of the phosphinothricin acetyltransferase proteins encoded by the pat and bar sequences that
confer tolerance to glufosinate-ammonium herbicide in transgenic plants. Regulatory Toxicology and Pharmacology
41:134-149.
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Cuadro 16. Superficie sembrada con algodén en Estados Unidos 2013 — 2014.

Sureste (AL, GA, NC, SC, VA, FL) 1,073,631.0 958,573.3 89.3
Oeste medio (MS, LA, MO, AR, TN) 499,786.8 444,891.6 89.0
Suroeste (TX, OK, KS) 2,412,735.8 1,442,619.1 59.8
Oeste (CA, NM, AZ) 115,740.1 101,964.9 88.1

Total 4,101,893.6 2,948,048.9 81.5

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

Figura 24. Regiones productoras de algodon de los Estados Unidos (Cotton belt).

Suroeste " Oeste medio
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Figura 25. Principales tipos climaticos de Estados Unidos.

Il Savanna (A
B Semi-arid (B5k)
[ ] Desert (BWh)
I Humid subtropical (Cfa) [ Mediterranean (Csa) [l Humid continental (Df)
Il Cceanic (Cfb) [] Hurnid continental (Dfa) [ Alpine (ET/H)

V.b. Efectos de la liberacion sobre la flora y fauna
1. Tecnologia GlyTol® (GHB614).

El potencial de cruzamiento se puede definir como la capacidad de escape de genes a parientes
silvestres de algodén. En la evaluacién de impacto ambiental de algodén biotecnolégico realizado
por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos, se indica que la posibilidad de que la
introgresién de genes a partir de lineas de algodén Roundup Ready® transgénico, en plantas
sexualmente compatibles silvestres o cultivadas es muy baja (USDA 1995). En los Estados Unidos
se encuentran dos especies de Gossypium silvestre: G. thurberi Todaro, el cual se ha ubicado e en
la region de montafa en Arizona a altitudes de 760 a 1500 m y G. tomentosum que se encuentra
en Hawai. De estas especies sblo G. tomentosum es capaz de cruzarse con el algodén cultivado
(G. hirsutum) y que podria producir descendencia fértil. No existe ninguna ventaja conferida por el
evento GHB614 que permita que esta cruza ocurra. Gossypium hirsutum es considerado un cultivo
de autopolinizacion. El polen de algodon es pesado y pegajoso por lo que la polinizacidén cruzada
por el viento es poco probable. Sin embargo, puede ser polinizado por insectos, donde las abejas
(Apis mellifera) y abejorros (Bombus spp.) son los polinizadores primarios. EI movimiento del polen
fue rastreado por medio de particulas fluorescentes. McGregor (1976) encontré que de 45 a 60 m
de distancia de la planta de origen, s6lo el 1.6% mostro la presencia de las particulas fluorescentes.
Otros grupos de investigacion han establecido distancias mas cortas para que pueda ocurrir
polinizacidn cruzada (Kareiva et al., 1994; Sundstrom, 2001; Van Deynze et al., 2005).

El algodén (G. hirsutum) no es considerado una maleza y no tiene parientes silvestres sexualmente
compatibles excepto quizas G. tomentosum en Hawai, el USDA ha determinado que "el algodén no
es considerado como maleza en USA" (USDA, 1995). Resultados anteriores de la USDA durante
la evaluacion ambiental de algodén tolerante a herbicidas no muestran ningun cambio en el
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potencial de convertirse en maleza. La mayor preocupacion es la de plantas voluntarias que podrian
convertirse en maleza en los afios siguientes. Las plantas voluntarias también estan limitadas por
la geografia en los que pueden existir ya que el algodon no sobrevive como una planta perenne por
las temperaturas de congelacién durante el invierno. Las plantas voluntarias pueden ser facilmente
controladas por la rotacion de cultivos, la labranza y/o control manual en post-emergencia.

Por otro lado, un analisis de la composicion de las plantas que contienen proteina 2mEPSPS indica
que no hay cambios significativos en el contenido de gosipol de las plantas o niveles de anti
nutrientes entre algodén GHB614 y su contraparte convencional. Esto indica que el algodoén
biotecnoldgico no es mas téxico que su contraparte convencional. Asimismo, las observaciones en
campo indican que no han existido cambios en las poblaciones de aves, polinizadores y otras
especies de vida silvestre. El algodoén tolerante a herbicidas ha hecho mas viables practicas de
siembra como labranza de conservacion, lo que resulta en un agroecosistema menos perturbado
debido a la reduccion de labores de mantenimiento del cultivo. Un mejor desarrollo del cultivo del
algodén también contribuye a mejorar el habitat para los pajaros, los insectos y otros animales que
se desarrollan en el cultivo (Fawcett & Towery, 2004). En resumen, la adopcién de practicas de
minima labranza o labranza de conservacion contribuyen a reducir la erosion del suelo, el consumo
de combustible y otros insumos, y tiene un impacto positivo directo en el bienestar de las especies
que se encuentran en entornos agricolas.

Debido a que la proteina 2mEPSPS esta contenida dentro de la planta, el potencial para la
exposicion a la proteina se limita a la alimentacion directa del algodon GHB614. La exposicion del
suelo no es una preocupacion ya que la produccion de proteinas termina con la senescencia de la
planta, y es muy probable que haya ocurrido una degradacion significativa de las proteinas en el
momento en que el material de algoddn residual se incorpora en el suelo al final de la temporada.
Pruebas de toxicidad oral aguda de la proteina se describen en Rouquie (2006a)*', y la proteina
2mEPSPS no se considera que sea téxica para mamiferos aves o insectos. Ademas, la exposicion
al polen de algodon que contiene la proteina 2mEPSPS no es una preocupacion para los
organismos no blanco debido a la baja expresion de la proteina en el polen y al hecho de que no
se observaron efectos en un estudio de toxicidad aguda en niveles muy altos de la proteina (2000
mg de proteina/kg de peso corporal).

En cuanto a la toxicidad del algodéon GHB614 para las aves y mamiferos no se detectaron cambios
significativos en el contenido de gosipol y antinutrientes en los niveles generales de la planta, por
tal razén no se prevé que el algodon GHB614 tenga un mayor grado de riesgo que el algodén
convencional. Para los organismos polinizadores no se encontraron diferencias significativas entre
el algodon transgénico y el algodén no transgénico en la morfologia de la flor o el tiempo de
floracion. Ademas, la proteina 2mEPSPS se expresa a un nivel muy bajo en el polen de algodén y
debido a que no se encontraron otros cambios en el patrén de floracion o la toxicidad de la planta,
no se prevé que las especies polinizadoras, principalmente insectos, se vean afectados por el
algodén GHB614.

Los organismos foliares benéficos no se ven afectados ya que no se encontraron diferencias
significativas en el desarrollo o en la morfologia entre el transgénico y las lineas de algodén
convencional. La reduccion en la perturbacién del ecosistema en el campo algodonero en realidad
puede aumentar el suministro de habitat y alimento para los insectos benéficos.

41 Rouquie, D. 2006. 2mEPSPS protein. Acute toxicity by oral gavage in mice. Bayer CropScience. Sophia Antipolis Cedex,
France. M-276952-01-1
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2. Tecnologia LibertyLink® (LLCotton25).

Las plantas de algoddn que expresan el evento LLCotton25 producen por accién del gen bar la
proteina fosfinotricina-N-acetil transferasa (PAT) (Thompson et al., 1987) que cataliza la acetilacion
del grupo amino libre de L-Fosfinotricin (L-PPT) a N-acetil glufosinato (N-acetyl-L-PPT), un
compuesto que no inactiva la glutamina sintetasa y no tiene actividad herbicida. Por su uso tan
extendido en cultivos biotecnoldgicos, tanto como marcador de seleccion como evento de tolerancia
herbicidas, la seguridad de la proteina PAT ha sido ampliamente evaluada. Los datos presentados
muestran que la proteina PAT expresada en las plantas GM tiene un impacto insignificante sobre
el fenotipo de dichas plantas, mas alla de conferirles tolerancia al herbicida glufosinato.

Un analisis de la composicion de algodon que expresa la proteina PAT evalud nutrientes
importantes y basicos de algodén (proximales), micronutrientes (minerales y vitamina E), anti
nutrientes (gosipol libre y total), aminoacidos totales, acidos grasos totales (acidos grasos
ciclopropenoides) y acido fitico. Se midié en las semillas y los productos de borra de algodon,
cascos, harina, harina tostada, aceite crudo y refinado. Al realizar analisis de la composiciéon
semillas LLCotton25 con sus contrapartes convencionales demostré que no hay un solo compuesto
detectable que supere o llegue a la gama de bio-equivalencia de 20% en las tres comparaciones
dentro de las muestras analizadas. La diferencia absoluta entre los valores para el LLCotton25 y
las muestras no transgeénicas es tan pequefa que no tiene importancia nutricional. Los compuestos
analizados estan en el rango de nutrientes determinados para las variedades de algodén
comerciales actualmente en el mercado*?.

Debido a que la proteina PAT esta contenida dentro de la planta, el potencial para la exposicion a
la proteina se limita a la alimentacién directa del algodén LLCotton25. La exposicién del suelo no
€s una preocupacion ya que la produccién de proteinas termina con la senescencia de la planta, y
es muy probable que haya ocurrido una degradacion significativa de las proteinas en el momento
en que el material de algodon residual se incorpora en el suelo al final de la temporada. Pruebas
de toxicidad oral aguda de la proteina se describe en Garcin, J.C. (2010)*3, y la proteina PAT no se
considera que sea toxico para mamiferos, aves o insectos. Ademas, la exposicién a polen de
algodén que contiene la proteina PAT no es una preocupacion para los organismos no blanco
debido a la baja expresion de la proteina en el polen de algodon.

Las evaluaciones de riesgo ambiental indican que la expresion de PAT no modifica el potencial de
persistencia ni la propagacion de plantas que expresan dicha proteina en el ambiente, no modifica
la biologia reproductiva ni el potencial de flujo de genes y no aumenta el riesgo de provocar efectos
adversos en otros organismos. Si bien la introduccién de la proteina PAT puede complicar el control
de las voluntarias que toleran los herbicidas o las familiares que son maleza agricola, no hay
evidencia que indique que la expresion de PAT haya tenido un impacto sobre la efectividad o la
disponibilidad de medidas de control alternativas, como son otros herbicidas o el control mecanico
de malezas*.

En la practica, las plantas tolerantes a glufosinato de amonio que contienen estas proteinas PAT
se han cultivado ampliamente en los EE.UU. y Canada desde hace casi una década sin ningun

42 Oberdorfer, R. 2006. Amendment to the Nutritional Impact Assessment Report on LibertyLink® Cotton Transformation
Event LLCotton25. Bayer CropScience GmbH. Germany. M-217437-03-1

4 Garcin, J.C. 2010. LLCotton25 90-Day toxicity study in the rat by dietary administration of toasted meal. Bayer
CropScience. Sophia Antipolis Cedex, France. M-384718-01-1

44 |LSI. 2013. Revision de la seguridad ambiental de la proteina PAT. Center for Environmental Risk Assessment, ILSI
Research Foundation. Washington D.C.
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registro de efectos adversos para la alimentaciéon humana o animal. Ademas, numerosas agencias
reguladoras la han aprobado para consumo humano y animal en muchos paises como Australia,
Argentina, México, Japén, Sudafrica y la Unién Europea. En el contexto de una armonizacién de la
descripcion de la normativa en materia de biotecnologia, OCDE publicé un documento de consenso
sobre la informacién general relativa al gen bary de su respectiva proteina (OCDE, 1999). Toda la
informacioén recopilada en este informe converge hacia las caracteristicas inocuas de las enzimas
PAT. Sobre la base de este tipo de informacioén, la EPA establece una exencion del requisito de una
tolerancia en todos los productos agricolas crudos (EPA, 1997).

V.c. Estudio de los posibles riesgos de la liberacion de los OGMs presentado en el
pais de origen (descripcion de las medidas y procedimientos de monitoreo de
bioseguridad)

Para otorgar la desregulacion de los eventos GHB614 y LLCotton25, el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA) evalué los efectos de las proteinas expresadas por dichos eventos
(2mEPSPS y PAT/bar), sobre factores bioticos (organismos no blanco, fauna, como alimento para
ganado, etc.) y abidticos (suelo y mantos acuiferos). Como resultado de las evaluaciones, la
autoridad antes citada autoriz6 la desregulacion para los eventos GHB614 y LLCotton25.

Dentro de los estudios de riesgo que se pueden analizar se encontraron algunos estudios que
evaluaron la posibilidad de flujo de polen entre las especies de algoddn. Van Deynze et al. (2005)
midieron el flujo de genes mediado por el polen (PGF) en cuatro direcciones durante 2 afos;
ademas, tomaron muestras de los campos de variedades convencionales a diferentes distancias
de los campos sembrados con variedades transgénicas para evaluar el flujo de polen en
condiciones de produccion comercial. Los resultados mostraron que el flujo era independiente de la
direccion de la fuente de polen y disminuyd exponencialmente con el aumento de la distancia desde
7.65% a 0.3 m, a menos de 1% mas alla de 9 m, cuando habia una alta actividad de los
polinizadores. En ausencia de poblaciones de polinizadores (abeja, Apis mellifera L.). El flujo fue
inferior al 1% mas alla de 1 m. El flujo de polen en campos comerciales fue consistente con los
datos experimentales, con solo 0.04% de flujo detectado en 1625 m. Este estudio confirma que el
flujo de genes disminuye exponencialmente con la distancia en algodén cultivado y es baja en
ausencia de polinizadores, aunque se puede detectar ocurrencia esporadica de flujo hasta 1625 m.

Adicionalmente se ha estudiado la posible alergenicidad y toxicidad de las proteinas PAT que
confieren tolerancia al herbicida glufosinato de amonio. A partir de una revision de la literatura
publicada y estudios experimentales sobre la valuacion de la seguridad, se apoya la conclusion de
que los genes (pat y bar), asi como los microorganismos donantes (Streptomyces) son inocuos. Las
enzimas PAT son altamente especificas y no poseen las caracteristicas asociadas con las toxinas
o alérgenos, es decir, no tienen ninguna homologia de secuencia con alérgenos o toxinas
conocidas, no tienen sitios de N-glicosilacién y se degradan rapidamente en acidos gastricos e
intestinales. No se encontraron efectos adversos en ratones después de la administracion
intravenosa de una dosis alta. En conclusion, existe una certeza razonable de que las proteinas
PAT que confieren tolerancia al herbicida glufosinato de amonio, no representan un riesgo
significativo en la alimentacion humana o en la alimentacion animal (Hérouet et al., 2005).

La tolerancia al glifosato puede ser conferida por la disminucion de la capacidad del herbicida para
inhibir la enzima 5-enol pyruvylshikimate-3-fosfato sintasa (EPSPS), que es esencial para la
biosintesis de aminoacidos aromaticos en todas las plantas, hongos y bacterias. En el caso del
algodén GHB614, la tolerancia a glifosato se basa en la expresién de la proteina mutante doble 5-
enol pyruvylshikimate-3-fosfato sintasa (2ZmEPSPS). La proteina 2mEPSPS, con una menor
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afinidad de unién para el glifosato, es altamente resistente a la inhibicién por glifosato y por lo tanto
otorga la actividad enzimatica suficiente para que las plantas se desarrollen en la presencia de
herbicidas a base de glifosato. Con base en una revision de la literatura publicada y estudios
experimentales, se evaluaron los posibles efectos relacionados con la proteina 2mEPSPS. La
evaluacién de seguridad determiné que la proteina expresada es inocua. La enzima 2mEPSPS no
posee ninguna de las propiedades asociadas a toxinas o alérgenos conocidos, como la falta de
similitud con secuencia de aminoacidos de toxinas y alérgenos conocidos, una rapida degradacién
en los fluidos gastricos e intestinales simulados, y sin efectos adversos en ratones después de ser
expuestos por via intravenosa o via oral (a 10 o 2000 mg/kg de peso corporal, respectivamente).
En conclusion, existe certeza cientifica razonable de la ausencia de dafos derivados de la
exposicion a la proteina 2mEPSPS en la alimentacion humana o en la alimentacién animal
(Herouet-Guicheney et al., 2009).

Rouquie (2006b)* evalu6 el potencial de similitud de la secuencia de aminoacidos de la proteina
doble mutante del maiz 5-enol pyruvylshikimate-3-fosfato sintasa (2mEPSPS) con toxinas o
alérgenos conocidos. La comparacién de la secuencia completa de aminoacidos de la proteina
2mEPSPS se llevé a cabo mediante un estudio en general de homologias de la secuencia de
aminoacidos con todas las secuencias de proteinas presentes en las siguientes bases de datos de
referencia: Uniprot_Swissprot, Uniprot TrEMBL, PIR, NRL-3D, DAD y Genpept. El algoritmo
utilizado fue BLASTP 2.2.2 y la matriz de puntuacion usada fue BLOSUMG62. El criterio que indica
la posible toxicidad o alergenicidad era una identidad del 35% en una ventana de 80 aminoacidos
con una toxina o proteina alergénica. Los resultados de la busqueda general de homologia con la
proteina 2mEPSPS no mostraron ninguna identidad con toxinas o alérgenos conocidos, sélo con
otras proteinas EPSPS de diversos origenes que tienen un excelente historial de seguridad. En
conclusion, los resultados apoyan que es poco probable que el gen 2mepsps codifique proteinas
téxicas o alergénicas.

Como se desprende del inciso anterior, el algodon GHB614 y el algodén LLCotton25 no representan
riesgo alguno para el ambiente, la flora o la fauna. Por lo tanto, los resultados de liberaciones
experimentales tanto en el pais de origen como en otros, muestran que el algodén GlyTol®
LibertyLink® es igual que sus progenitores y por consiguiente seguro.

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

La combinacion de las proteinas 2mEPSPS (GHB614) y PAT/bar (LLCotton25) confiere tolerancia
a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio, permitiendo el uso de dos mecanismos de accién
herbicida para un manejo mas eficiente de la maleza en el cultivo del algodén. Uno de los mayores
beneficios ha sido la adopcion de sistemas de labranza reducida, es decir, menos pasos de
labranza. Esta reduccién hace que el suelo esté mas protegido, se erosione menos, conserve la
humedad y que 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
adopcidén 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).

45 Rouquie, D. 2006b. 2mEPSPS PROTEIN. Overall amino acid sequence homology search with known toxins and
allergens. In silico Study report SA 06103. Bayer CropScience. Sophia Antipolis Cedex. France. M-273792-01-1.
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Los cambios que la biotecnologia agricola ha inducido por el volumen y toxicidad de los herbicidas
no son todavia bien conocidos; sin embargo, un estudio muy reciente concluye que los cultivos
tolerantes a herbicidas tienen el potencial de reducir la contaminacion y mitigar el impacto ambiental
de otros pesticidas en la produccién agricola (Hoyle, 1993; Conko, 2003; Margriet, 1998 y Brookes
y Barfoot, 2005).

El herbicida glufosinato de amonio componente del sistema LibertyLink® en algodén tiene ventajas
competitivas con relacion a otros herbicidas como el glifosato, paraquat y diquat. Sin embargo,
también compite con otros herbicidas residuales que se usan en cultivos perennes y hortalizas. El
glufosinato de amonio tiene muchas ventajas competitivas sobre dichos herbicidas para el manejo
de maleza. Esto es debido a sus propiedades moleculares y a su modo de accién particular.

En cuanto al comportamiento del herbicida en el ambiente, se sabe que después de la aplicacion
en plantas ocurre una rapida degradacion del ingrediente activo en el suelo. La absorcion de los
productos de degradacién por las plantas en suelos tratados es muy pobre. El mayor metabolito
encontrado es el MPP (3-methylphosphinico-propionic acid). Se ha encontrado (en estudios con
carbono 14) que estos productos de degradacién se incorporan al metabolismo de las plantas y
producen compuestos naturales. En plantas tolerantes, la sustancia activa se detoxifica
rapidamente por acetilacion y formacién de N-acetyl-glufosinate (NAG).

En el suelo, en presencia de microorganismos, el glufosinato de amonio es rapidamente degradado
a dos metabolitos principales: 3-methylphosphinico-propionic acid (MPP) y 2-
methylphosphinicoacetic acid (MPA). Estudios de laboratorio han demostrado que el glufosinato de
amonio se degrada rapidamente en el suelo a 20 °C bajo condiciones aerobias, con una
degradacion media de 2 a 8 dias. En el caso de los metabolitos MPP y MPA, la vida media es de
13 dias (rango 6 a 38) y 8 dias (rango 1 a 19 dias) respectivamente. Basados en estos valores, ni
el ingrediente activo ni los principales metabolitos pueden considerarse como persistentes. En el
agua, el metabolismo es el mismo que el que se presenta en el suelo.

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

Por otro lado, en Brookes, G. and P. Barfoot. (2006), se presenta una extensa revision de lo que ha
sucedido en diez afos de cultivos GM en el mundo. De las conclusiones mas importantes se
destaca que para el caso de tolerancia a herbicidas:

¢ Existe un incremento en la flexibilidad de manejo que viene de la combinacion de la facilidad
de uso de los herbicidas asociada con la ventana de aplicacion postemergente de herbicidas
de amplio espectro.

e Comparado con cultivos convencionales, donde la aplicacion postemergente resulta muy
complicada y riesgosa, en los cultivos tolerantes GM, esto no representa un problema.

e En general, el hacer mas eficiente el manejo de maleza resulta en menores costos de
produccién.
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o 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 debido al uso de cultivos GM desde 1996. El volumen total de ingrediente activo
aplicado a los cultivos se ha reducido en 7%, en el cuadro 17 se resume de manera concisa los
beneficios ambientales obtenidos por el uso de los cultivos GM en el mundo. En el caso del algodén
resulta evidente la baja adopcién de la tecnologia (HT cotton) en los paises en desarrollo, evitando
tener los beneficios ambientales a los que ya acceden los paises desarrollados (99% de reduccién
en el impacto ambiental).

Cuadro 17. Beneficios ambientales de los cultivos GM derivado del uso bajo de insecticidas y herbicidas
en 2005: paises en vias de desarrollo versus paises desarrollados.

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

GM HT Soya 53 47

GM IR Maiz 92 8

GM HT Maiz 99 1

GM IR Algodén 15 85

GM HT Algodén 99 1

GM TH Canola 100 0

Total 46 54

Paises en desarrollo incluye todos los paises en Suramérica
* Brookes, G. and P. Barfoot. (2006).

El algoddn genéticamente modificado con el evento LL25® (LibertyLink®) de tolerancia al herbicida
glufosinato de amonio y el algodén con el evento GlyTol® no presentan diferencias con respecto a
su contraparte convencional en cuanto a su comportamiento agronoémico, morfologia, desarrollo
fenolodgico, calidad de la semilla y calidad de fibra.

La tecnologia LibertyLink® (evento LL25) ha sido evaluada sin observarse algun efecto adverso al
ambiente, alteracion o dafio en la diversidad biolégica; asi como ningun efecto danino a la sanidad
animal, vegetal y acuicola. Esto se ha dado consistentemente en todas las regiones del mundo
donde se ha sembrado y se siembra el algodén LL25® (ej. Estados Unidos, Australia).

Los beneficios de las tecnologias de tolerancia a herbicidas que se han reportado corresponden a
la facilidad y seguridad del cultivo para los agricultores del sistema comparado con otros controles
como el manual, mecanico y herbicidas selectivos o residuales, ademas de que los costos de
produccién también han decrecido ya que los agricultores utilizan menos pasos de maquinaria en
el cultivo, menos limpias manuales y aplicacién de otros herbicidas con menor espectro de control
y eficacia (Sankula, 2006¢). Otra ventaja es que el cultivo del algodén no se dafia, mientras que el
convencional puede dafarse con una mala aplicacién de herbicidas selectivos o residuales, pasos
de maquinaria y limpieza manual con azadén que llegan a dafiar las raices del cultivo.

46 Sankula S. 2006. Quantification of the impacts on US agriculture of biotechnology-derived crops planted in 2005.
National Center for Food and Agricultural Policy. Washington, DC 20036. www.ncfap.org
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Otra de las ventajas que presenta el utilizar variedades de algodon tolerantes a herbicides es que
se pueden necesitar menos aplicaciones de herbicidas que con el algoddén convencional, pues los
herbicidas que se utilizan son de amplio espectro y pueden aplicarse a cualquier altura o etapa de
desarrollo del cultivo, de tal forma que la aplicacién esta en funcion del problema (la maleza) por lo
que son mas efectivos.

Tanto glifosato como glufosinato son herbicidas post-emergentes, no residuales, no selectivos, de
aplicacion total al cultivo que tienen las respectivas tecnologias. Sin embargo, hay grandes
contrastes entre los dos sistemas de control de malezas. El herbicida glufosinato de amonio
presenta un espectro de control diferente al glifosato; es decir, su efectividad es menor contra
algunas especies de hoja angosta como el zacate Johnson (Sorghum halepense, Fam. Poaceae),
el Coquillo (Cyperus esculentus, Cyperus rotundus, Fam. Cyperaceae) y bajo ciertas circunstancias
contra el Quelite (Amaranthus retroflexus, Amaranthus hybridus, Fam. Amaranthaceae). Por otro
lado, Glufosinato de amonio presenta un amplio espectro de control contra especies de hoja ancha
que Glifosato, por ejemplo, contra malezas como Correhuela (Convolvulus arvensis, Fam.
Convolvulaceae), Malva (Malva parviflora, Fam. Malvaceae), Cadillo (Xanthium strumarium, Fam.
Asteraceae) y Amargosa (Parthenium hysterophorus), Fam. Asteraceae) entre otras.

La combinacion de las proteinas 2mEPSPS (GHB614), PAT/bar (LLCotton25) y sus mecanismos
de accion es particularmente importante para el manejo y prevencion de resistencia de las especies
de maleza a los herbicidas.

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

El pais de origen del algodon GlyTol® LibertyLink® (GHB614 x LLCotton25) es los Estados Unidos
de América y de acuerdo con la legislacion del pais de origen y a la autoridad encargada de su
aprobacion Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés), el
algodén GL por ser un producto de cruzamiento convencional de dos eventos independientes, no
necesita una aprobacion como evento apilado en el pais de origen. Se han presentado a la
Autoridad los documentos legalizados que acreditan la autorizacion en el pais de origen de los
eventos GHB614 y LLCotton25.

Cuadro 18. Resumen de aprobaciones internaciones para consumo, procesamiento y cultivo del
algodén GHB614 (OECD: BCS-GH@@2-5).

Pais Consumo humano Consumo animal Cultivo

Australia 2009

Brasil 2010 2010 2010
Canada 2008 2008

China 2010 2010

Colombia 2012

Costa Rica 2009
Unién Europea 2011 2011

Japon 2010 2010

México 2008
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Pais Consumo humano Consumo animal Cultivo
New Zealand 2009
South Korea 2010
Estados Unidos de América 2009 2009 2009

Fuente: www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/; www.accessdata.fda.gov/; www.aphis.usda.gov/biotechnology/

Cuadro 19. Resumen de aprobaciones internaciones para consumo, procesamiento y cultivo del

algodén LLCotton25 (OECD: ACS-GHJJ1-3).

Pais Consumo humano Consumo animal Cultivo

Australia 2006

Brazil 2008 2008 2008
Canada 2004 2004

China 2006 2006

Colombia 2008

Costa Rica 2009

European Union 2008 2008

Japan 2004 2006 2006
Mexico 2006

New Zealand 2006

South Africa 2011 2011

South Korea 2005 2005

Taiwan 2015

United States of America 2003 2003 2003

Fuente: www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/; www.accessdata.fda.gov/; www.aphis.usda.gov/biotechnology/

Cuadro 20. Resumen de aprobaciones internaciones para consumo, procesamiento y cultivo del
algodén GHB614 x LLCotton25 (OECD: BCS-GH@@2-5 x ACS-GHJJ1-3).

Pais Consumo humano Consumo animal Cultivo

Argentina 2015 2015 2015
Brazil 2012 2012 2012
Colombia 2013
European Union 2015 2015

Japan 2010 2010 2010
Mexico 2010

South Korea 2012 2011

Taiwan 2015

Fuente: www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/; www.accessdata.fda.gov/; www.aphis.usda.gov/biotechnology/
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VL. 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

a) Malezas en el cultivo del algodén.

La presencia de malezas es uno de los principales problemas que limitan la produccion del cultivo
de algodén. Las malezas presentan una alta adaptacion a las areas disturbadas por las labores
agricolas y, si no son controladas oportuna y eficientemente, disminuyen significativamente el
rendimiento y la calidad de fibra del algoddn (Rosales y Sanchez, 2010).

La competencia de la maleza afecta el desarrollo y rendimiento del algoddn y su severidad depende
de las malezas presentes, densidad del cultivo, época de emergencia de la maleza, sistema de
siembra, condicion de humedad, nivel de fertilidad del suelo y duracién del periodo de competencia,
entre otros. En general, la competencia es mas critica durante la primera etapa del desarrollo
vegetativo del cultivo. Lo anterior ha dado como resultado la definicion de este lapso como el
periodo critico de competencia (PCC): el tiempo maximo que el cultivo tolera la competencia de
maleza sin reducciones significativas de su rendimiento y el tiempo minimo de ausencia de maleza
que requiere el cultivo para expresar su maximo rendimiento. En este aspecto, se considera que
las reducciones significativas o umbral econdmico ocurren cuando las pérdidas de rendimiento
igualan al costo de control de maleza. Con fines practicos se ha considerado un 5% de reduccion
de rendimiento como el umbral econémico en la mayoria de los cultivos anuales (Rosales y
Sanchez, 2010).

Se ha determinado que el periodo critico de competencia de maleza anual en algodon se presenta
en los primeros 50 a 60 dias después de la emergencia del cultivo, en los cuales si no se controlan
eficientemente las malezas se reduce el rendimiento de 30 a 50%. Ademas, es necesario mantener
un buen control de maleza hasta la cosecha del algodén con el fin de obtener una fibra libre de
impurezas, ya que la recoleccion se realiza en forma mecanica (Rosales y Sanchez, 2010).

Al conjunto de dafios causados por la maleza a los cultivos se le denomina interferencia. La
interferencia incluye la reduccion del rendimiento por competencia, la disminucion en la calidad del
producto cosechado, el aumento en los costos de cosecha y la mayor incidencia de plagas y
enfermedades. Las pérdidas de rendimiento son ocasionadas principalmente por la competencia
entre las malezas y cultivo por luz, agua y nutrimentos, factores basicos para el desarrollo de las
plantas (Rosales y Sanchez, 2010).

Ademas de la competencia, existe otro tipo de dafios causados por la presencia de maleza en
algodén, comunmente llamados dafios indirectos. Estos dafios incluyen: mayor incidencia de
insectos y patdgenos que utilizan a las malezas como hospederas alternantes; disminucion en la
calidad de la produccién por el incremento de humedad e impurezas en la fibra; dificultad de
cosecha mecanica y depreciacion de los terrenos agricolas por altas infestaciones de maleza
(Rosales y Sanchez, 2010).

b). Algodon genéticamente modificado tolerante a herbicidas.
Antes de 1996, el algodén era el unico cultivo extensivo que no contaba con un herbicida

postemergente efectivo para el control de malezas dicotiledéneas, que no causara dafios al cultivo,
retrasos en su maduracion o reduccién de su rendimiento (Paulsgrove et al., 2005). La falta de un
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herbicida postemergente para controlar malezas de hoja ancha se agravaba por ser el algodén un
cultivo poco competitivo en sus primeras etapas de desarrollo. Por medio de la biotecnologia ha
sido posible desarrollar variedades de algodén con resistencia a varios herbicidas, que ofrecen un
buen control de maleza y selectividad al cultivo (Rosales y Sanchez, 2010).

1. Algoddn tolerante a glifosato.

El glifosato es un herbicida con accién sistémica que controla zacates y hojas anchas anuales y
perennes. Su modo de accion es la inhibicion de la sintesis de los aminoacidos fenilalanina, tirosina
y triptéfano al inhibir la enzima EPSPS (5-enolpiruvilshikimato-3- fosfato sintasa). El glifosato se
comercializd a partir de 1974, principalmente para el control no selectivo de malezas en terrenos
sin cultivo. Sin embargo, sus caracteristicas de alta sistemicidad, poca toxicidad a animales y al
hombre, asi como su ausencia de residuos en el suelo, lo convirtieron en el herbicida ideal para el
desarrollo de cultivos genéticamente modificados con tolerancia a su accion.

En 1983, se aislo la bacteria de suelo Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 que es altamente
tolerante al glifosato porque su enzima EPSPS es menos sensitiva que la enzima EPSPS
encontrada en las plantas. Para 1986 se desarrollaron cultivos resistentes a glifosato (RG) y en
1997 se desarrollaron las primeras variedades de algodén RG. Sin embargo, la selectividad en
estas variedades era marginal, pues solo se podia aplicar el algodén hasta la etapa de cuarta hoja,
ya que aplicaciones en etapas posteriores se asociaban con el aborto de frutos y la pérdida de
rendimiento. Actualmente existen variedades de algodén que permiten la aplicacion de glifosato
hasta siete dias antes de la cosecha (Rosales y Sanchez, 2010).

2. Algodoén tolerante a glufosinato de amonio.

El glufosinato es un inhibidor de aminoacidos que mata a las plantas sensibles al inhibir a la enzima
glutamina sintetasa, que cataliza la conversion del acido glutamico y el amoniaco en glutamina. La
inhibicion de la glutamina sintetasa provoca una acumulacion de amoniaco y glioxilato que causa
dafos a la estructura de los cloroplastos, disminucién de la fotosintesis y finalmente la muerte de
los tejidos. El algodon resistente a glufosinato fue comercializado por primera vez en 2004 como
algodon Liberty Link (LL) y fue creado a través de la insercion del gen bar aislado de la bacteria del
suelo Streptomyces hygroscopicus. El algodén LL transformado con el gen bar expresa resistencia
a glufosinato a través de la inactivacion de la accion del herbicida. El algodén LL tiene una excelente
tolerancia al glufosinato, que es un herbicida no selectivo con accién primordialmente de contacto
y puede aplicarse desde la emergencia hasta los inicios de la floracion. El glufosinato controla tanto
malezas gramineas como de hoja ancha, pero requiere aplicarse en malezas en sus primeros
estados de desarrollo, pues su accién es de contacto y no deja residuos en el suelo que puedan
afectar a cultivos sembrados en rotacion (Rosales y Sanchez, 2010).

La tecnologia GlyTol® LibertyLink® (GL) brinda tolerancia a la aplicacién de los herbicidas glifosato
y glufosinato de amonio, en las variedades de algodon de BASF.

Con relacién al manejo de maleza en algodon, las variedades GlyTol® LibertyLink® son tolerantes a
los herbicidas glufosinato de amonio y glifosato mediante la expresion de las proteinas PAT de
Streptomyces hygroscopicus y 2mEPSPS del maiz, permitiendo el uso de dos mecanismos de
accién herbicida para un manejo mas eficiente de la maleza en el cultivo del algodén. Esta
combinacién de mecanismos de accién es particularmente importante para el manejo y prevencién
de resistencia de las especies de maleza a los herbicidas.
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Adicionalmente, el uso de cultivos tolerantes a herbicidas ofrece una serie de ventajas de caracter
agronomico y ambiental:

e Reduccion significativa en el uso de herbicidas (kg de I.A.) y utilizacién de productos con
menor impacto ambiental (EIQ). En 2013, el efecto global de la utilizacién de tecnologias de
tolerancia a herbicidas en los paises en los que se han adoptado ha sido una reduccion del
15.6% de |.A. y una disminucion del impacto ambiental de 18.9%. En conjunto, desde 1997
el uso de herbicidas se ha reducido en 7.2% (- 21milones de kg) y el impacto ambiental
disminuy6 9.5% (Figura 26).

o Disminucién de la contaminacién del suelo y mantos freaticos al utilizar herbicidas con
menor impacto ambiental.

e Mayor flexibilidad en el control de maleza comparado con el uso de herbicidas en el algodén
convencional: en los cultivos tolerantes a herbicidas, estos son aplicados en post
emergencia a la maleza y al cultivo. Las aplicaciones se realizan solo cuando las
poblaciones de maleza superan los umbrales econémicos y durante el periodo critico de
competencia del cultivo con la maleza.

e Control de un amplio espectro de maleza: glufosinato de amonio y glifosato poseen modos
de accién distintos y controlan una gran variedad de especies de maleza de diferentes
familias botanicas (Cuadro 21 - 24).

o Eliminacion de labores de control manual y aplicaciones tempranas dirigidas, de herbicidas
que requieren equipo especial para su aplicacion.

e Disminucion de los costos para el control de maleza en comparacién con las alternativas
tecnoldgicas.

o Compatibilidad con practicas de manejo integrado de plagas (MIP) y técnicas de
conversacion de suelo como agricultura de conservacién. La “labranza cero”, también
conocida como “siembra directa”, implica reemplazar la labranza convencional por la
aplicacién de un herbicida no selectivo en presiembra. La semilla es sembrada
posteriormente directamente en el suelo atravesando el rastrojo del cultivo anterior. Entre
los beneficios de la labranza cero se pueden mencionar la conservacion de la humedad del
suelo, la reduccion en la erosion del suelo, una mejora en la estructura del suelo, incremento
en el contenido de carbono y reduccién en el uso de combustible.

e Reduccion de la emisién de gases de efecto invernadero (disminucion en el uso de
combustibles necesarios para la fabricacion, transporte y aplicacion de insecticidas).
Cuando se realiza labranza convencional, la cantidad de combustible aumenta, lo que
directamente implica mayor emision de gases a la atmodsfera (Cuadro 21).
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Figura 26. Reduccién en el uso de herbicidas y la carga ambiental derivado del uso del algodéon GM
tolerante a herbicidas en Estados Unidos, Australia, Argentina y Sudafrica 1997-2013 (Brookes y

Barfoot, 2015).
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Cuadro 21. Coeficiente de Impacto Ambiental (EIQ) de los principales herbicidas recomendados
para el control de maleza en algodon.

Ingrediente activo (I.A.) Grupo quimico ElQ
Oxifluorfen Difenileter 33.82
Pendimetalin Dinitroanilina 30.17
Fluazifop-p-butil Arilofenoxi propionato 28.71
Diuron Dimetilurea 26.47
Bensulide Organofosforado 26
Quizalofop-etil Arilofenoxi propionato 22.14
Piritiobac sodio Pirimidincarboxy 21.7
Setoxidim Ciclohexanediona 20.89
Glufosinato de amonio Acidos fosfinicos 20.2
Clomazone Isoxazolidinona 19.63
Linuron Fenilurea 19.32
Trifluralina Dinitroanilinas 18.83
MSMA Arsénico organico 18
Alaclor Cloroacetamida 17.86
Clethodim Ciclohexanediona 17
Prometrina Triazina 15.37
Glifosato Glicinas 15.33
Fluometuron Fenilurea 14.27

Fuente: A method to measure the Environmental Impact of Pesticides, Table 2: list of Pesticides, Part 3: Herbicides 2012.

Integrated Pest Management. Disponible en: www.nysipm.cornell.edu
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Cuadro 22. Espectro de control de maleza del herbicida glufosinato de amonio.

Nombre cientifico

Familia botanica

Clasificacion morfolégica

Brachiaria plantaginea Poaceae Hoja angosta
Digitaria ciliaris Poaceae Hoja angosta
Paspalum virgatum Poaceae Hoja angosta
Setaria parviflora Poaceae Hoja angosta
Rottboellia cochinchinensis Poaceae Hoja angosta
Panicum fasciculatus Poaceae Hoja angosta
Echinochloa colona Poaceae Hoja angosta
Urochloa fasciculata Poaceae Hoja angosta
Leptochloa mucronata Poaceae Hoja angosta
Echinochloa crus-galli Poaceae Hoja angosta
Chloris virgata Poaceae Hoja angosta
Setaria grisebachii Poaceae Hoja angosta
Eleusine indica Poaceae Hoja angosta
Eragrostis mexicana Poaceae Hoja angosta
Cyperus esculentus Cyperaceae Hoja angosta
Bidens pilosa Asteraceae Hoja ancha
Melampodium perfoliatum Asteraceae Hoja ancha
Aldama dentata Asteraceae Hoja ancha
Melampodium divaricatum Asteraceae Hoja ancha
Simsia eurylepis Asteraceae Hoja ancha
Tridax procumbens Asteraceae Hoja ancha
Anoda cristata Asteraceae Hoja ancha
Bidens odorata Asteraceae Hoja ancha
Tagetes lunulata Asteraceae Hoja ancha
Tithonia tubiformis Asteraceae Hoja ancha
Simsia amplexicaulis Asteraceae Hoja ancha
Ambrosia psilostachya Asteraceae Hoja ancha
Croton lobatus Euphorbiaceae Hoja ancha
Euphorbia heterophylla Euphorbiaceae Hoja ancha
Acallypha ostryfolia Euphorbiaceae Hoja ancha
Amaranthus palmeri, A. hybridus Amaranthaceae Hoja ancha
Ipomoea purpurea Convolvulaceae Hoja ancha
Priva lappulacea Verbenaceae Hoja ancha
Cissus sicyoides Vitaceae Hoja ancha
Borreria brownii Rubiaceae Hoja ancha
Cardiospermum halicacabum Sapindaceae Hoja ancha
Solanum erianthum Solanaceae Hoja ancha
Rivina humilis Petiveriaceae Hoja ancha
Physalis ixocarpa Solanaceae Hoja ancha
Portulaca oleracea Portulacaceae Hoja ancha

Fuente: Etiqueta Finale Ultra® (280 g de i.a) - Bayer CropScience.
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Cuadro 23. Espectro de control de maleza del herbicida glifosato.

Nombre cientifico

Familia botanica

Clasificacién morfolégica

Rottboellia chochinchinensis Poaceae Hoja angosta
Eragrostis mexicana Poaceae Hoja angosta
Chloris virgata Poaceae Hoja angosta
Brachiaria plantaginea Poaceae Hoja angosta
Echinochloa crus-galli Poaceae Hoja angosta
Sorghum halepense Poaceae Hoja angosta
Cynodon dactylon Poaceae Hoja angosta
Panicum maximum Poaceae Hoja angosta
Leptochloa filiformis Poaceae Hoja angosta
Bromus carinatus Poaceae Hoja angosta
Eleusine indica Poaceae Hoja angosta
Leptochloa filiformis Poaceae Hoja angosta
Cenchrus echinatus Poaceae Hoja angosta
Cyperus esculentus Cyperaceae Hoja angosta
Tithonia tubiformis Asteraceae Hoja ancha
Flaveria trinervia Asteraceae Hoja ancha
Bidens pilosa Asteraceae Hoja ancha
Galinsoga parviflora Asteraceae Hoja ancha
Parthenium hysterophorus Asteraceae Hoja ancha
Melampodium divaricatum Asteraceae Hoja ancha
Anoda cristata Asteraceae Hoja ancha
Aldama dentada Asteraceae Hoja ancha
Helianthus ciliaris Asteraceae Hoja ancha
Taraxacum officinale Asteraceae Hoja ancha
?;’rll;r:r?thus spinosus, A. hybridus, A. Amaranthaceae Hoja ancha
Capsella bursa-pastoris Brassicaceae Hoja ancha
Lepidium virginicum Brassicaceae Hoja ancha
Ipomonea purpurea Convolvulaceae Hoja ancha
Convolvulus arvensis Convolvulaceae Hoja ancha
Euphorbia hirta Euphorbiaceae Hoja ancha
Acalypha alopecuroide Euphorbiaceae Hoja ancha
Sida acuta Malvaceae Hoja ancha
Malva parviflora Malvaceae Hoja ancha
Melilotus indicus Fabaceae Hoja ancha
Oxalis latifolia Oxalidaceae Hoja ancha
Portulaca oleracea Portulacaceae Hoja ancha
Solanum nigrum Solanaceae Hoja ancha
Chenopodium album Chenopodiaceae Hoja ancha
Commelina serrulata Commelinaceae Hoja ancha

Fuente: Etiqueta Faena® Fuerte (363 g de i.a) - Monsanto, Etiqueta Glyfos® (360 g de i.a.) — Cheminova

Agro, Etiqueta Durango™ (480 g de i.a) — Dow AgroSciences.
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Cuadro 24. Consumo de combustible por el uso de tractor por tipo de labranza en Estados Unidos.

Tipo de labranza Soya (L/ha) Maiz (L/ha)
Labranza intensiva del suelo 49.01 545
Labranza de conservacion - labranza 38.62 46.98
reducida

Cero labranza 21.89 30.09

Fuente: USDA Fuel Estimator 2012.

3. Resistencia de maleza a herbicidas.

Los cultivos tolerantes a herbicidas pueden obtenerse por medio de técnicas de mejoramiento
convencionales, tales como la mutagénesis y el cultivo in vitro, o por medio de las técnicas
biotecnoldgicas de modificacion genética. Los cultivos tolerantes a herbicidas derivados de la
biotecnologia moderna se han cultivado desde el afio 1996 e incluyen la soja, la canola, el maiz, el
algodon, la alfalfa y la remolacha azucarera. Estos cultivos le ofrecen al productor algunas ventajas
diferenciales en el control de las malezas, incluyendo un control mas simple, mas eficiente, mas
econémico y con menor dano al cultivo y menor residualidad, ademas de un control de las malezas
resistentes existentes, menos labranza y la reduccion del impacto ambiental. Sin embargo, los
cultivos tolerantes a herbicidas también pueden presentar algunos desafios para su manejo, como
el desarrollo de malezas resistentes a herbicidas (CropLife, 2012).

La dependencia de un unico herbicida sin un enfoque de control integrado de malezas puede llevar
al cambio de especies de malezas y al desarrollo de malezas resistentes a herbicidas. Los cambios
de maleza y los desafios para el manejo de la resistencia de las malezas en estos cultivos tolerantes
a herbicidas son resultado del modo en que se usan dichos herbicidas (CropLife, 2012).

La resistencia a herbicidas se define como la habilidad heredada de una maleza para sobrevivir a
una dosis de herbicida con la cual normalmente se tendria un control efectivo. En este contexto, la
resistencia es un proceso evolutivo en el que una poblacion cambia de ser susceptible a ser
resistente. Las plantas individuales no pasan de ser susceptibles a ser resistentes, sino que es la
proporcion de individuos originalmente resistentes dentro de la poblacion la que se incrementa a lo
largo del tiempo (Esqueda, et al., 2011).

La resistencia a herbicidas puede deberse a una absorcion o translocacion diferencial del
compuesto quimico, a la transformacién metabdlica del herbicida en compuestos no téxicos, al
secuestro de las moléculas herbicidas en el apoplasto o a una alteracién en el sitio de accion. La
gran mayoria de los casos de resistencia que se han observado en malezas, se relacionan con una
modificacion en el sitio de accion (Esqueda, et al., 2011).

Por lo general, la sospecha inicial de resistencia esta relacionada con un control deficiente o no
satisfactorio de las malezas después de una aplicacion de herbicidas. Antes de considerar a la
resistencia como causante de la falla, deben descartarse otros factores como: dosis o época de
aplicacion, aplicacion deficiente del herbicida, nivel de humedad y preparacion del suelo, adsorcién,
condiciones climaticas no favorables, tamafio de malezas, germinacién posterior a la aplicacion y
alta infestacion (Esqueda, et al., 2011).
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La resistencia a los herbicidas no es un problema que se presente en forma subita en un terreno en
particular, ni es la falta de control de malezas en un solo afio. Puede ocurrir primero en una pequefia
area o areas, especialmente en donde se han utilizado herbicidas con el mismo modo de accion
por varios anos consecutivos. La resistencia a herbicidas se presenta cuando la aplicacion repetida
de un herbicida selecciona a plantas individuales con tolerancia natural a dicho herbicida. Esta
resistencia se hereda de padres a hijos. Ademas del uso de herbicidas con el mismo modo de
accioén, otros factores que favorecen el desarrollo de la resistencia incluyen: uso de herbicidas con
alta residualidad en el suelo, alta densidad de poblacién de malezas y frecuencia inicial de plantas
resistentes dentro de la especie, algo que generalmente no se conoce. Se piensa que las malezas
cambian o mutan para llegar a ser resistentes, sin embargo, desde el punto de vista biolégico, se
considera que en las poblaciones de malezas en que se desarrolla resistencia, siempre hubo unos
pocos biotipos resistentes presentes y que al utilizar un herbicida, los biotipos susceptibles fueron
controlados, y luego las poblaciones resistentes pequefias se incrementaron e infestaron el area
(Esqueda, et al., 2011).

Esta demostrado que las malezas tienen la capacidad de evolucionar resistencia a herbicidas, sin
importar su modo de accion, cuando se someten a suficiente presion de seleccién bajo condiciones
apropiadas. Sin embargo, también es claro considerando la prevalencia de algunos modos de
accion sobre otros, que en la evolucion de resistencia hay algunos que tienen un menor riesgo
(Valverde y Heap, 2009).

A nivel mundial, existen 32 especies de maleza resistentes a glifosato y la mayor cantidad ha sido
reportada en Estados Unidos. En México solo Leptochloa virgata ha sido reportada como resistente
en huertos de limén en Veracruz en 2010. Respecto a glufosinato de amonio, sélo se han reportado
dos casos de resistencia en Malasia y Estados Unidos en hortalizas y huertos. En la figura 27 se
puede observar que existen 157 malezas resistentes a herbicidas inhibidores de ALS, 73 malezas
resistentes a inhibidores del fotosistema Il, 47 malezas resistentes a inhibidores de ACCasa, etc.,
los cuales no estan relacionados con cultivos GM (Heap, 2015).

Es de vital importancia que el manejo de maleza en cultivos genéticamente modificados y cultivos
convencionales se realice dentro de una estrategia de manejo integrado de maleza, que considere
el uso de todas las técnicas de control econédmicamente disponibles sin depender exclusivamente
de una de ellas. Los mecanismos de control de malezas incluyen medidas preventivas, el monitoreo
de los lotes, las rotaciones de cultivos, la rotacion de herbicidas, la labranza, la competencia de
cultivos, las practicas de fertilizacion, el riego, etc. (CropLife, 2012).
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Figura 27. Incremento cronoldgico en el numero de malezas resistentes a herbicidas pertenecientes
a distintos grupos (Heap, 2015).
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4. Alternativas al uso de algodon tolerante a herbicidas.

Usualmente el manejo de maleza en los cultivos se realiza mediante la combinacion de diferentes
practicas agronémicas, en donde el uso de herbicidas juega un papel muy importante.

Control preventivo. Se refiere a aquellas medidas tomadas para prevenir la introduccion,
establecimiento y desarrollo de maleza en areas no infestadas. Estas medidas incluyen: uso de
semilla certificada libre de maleza; limpieza de canales de riego y caminos; control del pastoreo de
ganado y limpieza de maquinaria después de su uso en zonas infestadas de maleza, especialmente
durante la cosecha, cuando existe un gran numero de plantas de maleza con semilla madura
(Rosales y Sanchez, 2010).

Control cultural. Incluye las practicas de manejo, tales como: rotacion de cultivos; uso de diferentes
fechas de siembra; fertilizacion oportuna y adecuada y uso de surcos estrechos, que promueven un
rapido desarrollo del algodon para hacerlo mas competitivo hacia la maleza (Rosales y Sanchez,
2010).

Control manual. Consiste en la utilizacion del azadén para controlar la maleza que se desarrolla
entre las plantas de algodonero. 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 (Rosales y Sanchez, 2010).
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El control manual se facilita en las siembras en surcos, camas o bordos y se sugiere realizarlo
después del control mecanico, sobre todo cuando existen malezas como zacate Jhonson o
correhuela o bien si la poblacion de maleza es baja y no se justifica la aplicacion de herbicidas
(Herrera et al., 1988).

Control mecadnico. El control mecanico de maleza en algoddn se inicia con la preparacion de la
cama de siembra. La labranza primaria se realiza por medio de arado de discos, subsuelo o
bordeadores y posteriormente, la labranza secundaria se efectua con pasos de rastra.

El sistema de siembra en humedo o a "tierra venida" elimina el primer flujo de emergencia de maleza
y permite establecer el algoddon en suelo “limpio”. Posteriormente, el paso de escardas con
cultivadora rotativa o de picos elimina a la maleza que emerge después de la siembra. El nimero y
época de las escardas depende de factores tales como: presencia de maleza, humedad del suelo
y disponibilidad de equipo (Rosales y Sanchez, 2010).

Estas practicas contribuyen eficazmente en el control de la maleza presente en el terreno, hasta
que la altura del cultivo permita el paso de maquinaria, con lo cual se resuelve el problema presente
en las calles; sin embargo, el problema de la maleza que se desarrolla entre las hileras de plantas
de algodonero permanece. El control mecanico es una practica de control razonablemente efectivo
contra especies anuales, siempre y cuando evite la floracion y producciéon de semillas de las
mismas; sin embargo, es relativamente inefectivo contra especies perennes.

Control quimico. El control quimico de maleza mediante el uso de herbicidas es muy comun en
algodon, ya que tiene la ventaja de eliminar a la maleza en grandes extensiones de una manera
eficiente, rapida y econémica. Sin embargo, para evitar problemas de selectividad al cultivo o fallas
en el control de maleza, el control quimico requiere de conocimientos técnicos para la eleccién y
aplicacion eficiente y oportuna de los herbicidas y debe efectuarse sélo cuando los otros métodos
de control no son factibles de utilizarse o cuando su uso representa una ventaja econémica para el
productor (Rosales y Sanchez, 2010).

El manejo tradicional de malezas en algodén incluye la siembra en suelo humedo, el paso de
escardas, el uso de herbicidas de pre-siembra incorporados (PSl), pre-emergentes (PRE) y post-
emergentes (POST) y los deshierbes manuales. El programa tipico de uso de herbicidas en algodén
incluye la aplicacion de herbicidas como frifluralina y pendimetalina en PSI para el control de
gramineas anuales y malezas de hoja ancha de semilla pequefia como quelite (Amaranthus spp.)
y verdolaga (Portulaca oleracea). Posteriormente, es comun la aplicacion de fluometuron, el
herbicida PRE mas comun contra malezas de hoja ancha en algodén. Sin embargo, el fluometuron
no controla eficientemente a algunas especies de los géneros Ipomoea y Amaranthus, que son de
las malezas mas comunes en este cultivo. El control de malezas gramineas en POST es faciimente
llevado a cabo con la aplicaciéon de herbicidas como sethoxidim, clethodim y fluazifop que muestran
una buena selectividad al algodon y un control eficiente de gramineas anuales y perennes
(Culpepper y York, 1998).

La parte mas dificil del manejo de malezas en algodén es el control POST de malezas de hoja
ancha. Hasta 1995, el control POST de hojas anchas se efectuaba con aplicaciones POST dirigidas
a la base de las plantas de algodén de MSMA, DSMA vy fluometuron, ya que estos herbicidas
aplicados sobre el algodéon comunmente le causan retraso en su madurez y bajas de rendimiento
(Culpepper & York, 1998).
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Con la aparicion de pirithiobac vy trifloxisulfuron para el control POST de hojas anchas en algodén
se aumentaron las posibilidades de un manejo eficiente de maleza para los productores (Dotray et
al., 1996; Askew y Wilcut, 2002; Richardson et al., 2006). Sin embargo, se descubrié que pirithiobac
controla eficientemente a quelites Amaranthus spp., suprime Cyperus, pero tiene escapes de
Ipomoea, Chenopodium album y Acalypha ostryifolia y trifloxisulfuron controla eficientemente a
chayotillo Xanthium strumarium, chual blanco Chenopodium album, altamisa Ambrosia artemisiifolia
y quelite A. hybridus, pero no controla eficientemente a hoja de terciopelo Abutilon theophrasti,
alache Anoda cristata y toloache Datura stramonium (Richardson et al., 2006). Ademas, ambos
herbicidas causan danos fitotéxicos al algodén, por lo que la aplicacion de ftrifloxisulfuron se
recomienda después del estado de 5% hoja del algoddn, imposibilitandolo asi para el control
temprano de malezas de hoja ancha.

El control quimico requiere de conocimientos técnicos para la eleccion y aplicacion eficiente y
oportuna de un herbicida (Rosales et al., 2002). El control quimico tiene ventajas importantes sobre
los otros métodos de control de maleza: oportunidad en el control de malezas, pues la elimina antes
de su emergencia o en sus primeras etapas de desarrollo; amplio espectro de control; control de
maleza perenne; control residual de la maleza (Rosales y Medina, 2008).

En el cuadro 25 se presentan los herbicidas recomendados para el control de maleza en el cultivo
de algodén en México (PLM, 2014).

Cuadro 25. Ingrediente activo, formulacién, dosis, categoria toxicologica y grupo quimico de los
principales herbicidas recomendados para el control de maleza en algodén.

Ingrediente Formulacién @ Dosis Grupo quimico Epoca de Tipo de maleza
activo (i.a.) (g i.a./ha) peq aplicacién P
Alaclor EC 47.29% (480 g/1) 960 - 2,400 Cloroacetamida PRE Hoja angosta
Bensulide EC 46% (480 g/l) 5,760 - 6,720 Organofosforado PSly PRE Hoja angosta
Clomazone EC 46.7% (480 g/l) 720-960  Isoxazolidinona PRE Hoja ancha y
angosta
Clortal dimetil o Derivado del .
(DCPA) WP 75% (750 g/kg) 7,500 - 9,000 acido benzoico PRE Hoja angosta
Diuron GD 80% (800 g/kg) 640 - 1,000 Dimetilurea PRE-y POST Hoja ancha
Fluazifop-butil EC 12.5% (125 g/l) 125-500  Arilofenoxi POST dirigido - angosta
propionato a la maleza
Fluometuron SC44% (500 g/l) 1,200 -3,000 Fenilurea PRE Hoja anchay
angosta
Linuron WP 50% (500 g/kg) ~ 500-1,500  Fenilurea PRE Hoja anchay
angosta
MSMA SL483% (336.8gl) 1,010-1347 rsenico POST dirigido 4 - angosta
organico a la maleza
Oxifluorfen EC 22% (240 g/l) 360-480  Difenileter POST dirigido  Hoja ancha y
a la maleza angosta
Pendimetalin EC 37.4% (396 g/l) 1,386 Dinitroanilina PSly PRE Hoja angosta
Piritiobac sodio SP 85% (850 g/kg) 8 c:;/?l;.w Pirimidincarboxy POST Hoja ancha
Prometrina SC 46.7% (500 g/l) 750 - 1,250 Triazina PRE Hoja ancha
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o . . s

Quizalofop-etil EC 10.3% (105.45 42.18 - 73.81 Arllofenom POST dirigido Hoja angosta
all) propionato a la maleza

Setoxidim EC 20% (184 g/l) 276 - 552 Ciclohexanediona POST Hoja angosta

Clethodim EC 12.5% (118 g/l) 59.0-118.0 Ciclohexanediona POST Hoja angosta

Trifluralina EC44.5% (480 g/l)  576-1,344  Dinitroanilinas PSI Hoja anchay

angosta

2 SL: concentrado soluble; WP: polvo humectable; SC: suspension concentrada; SP: polvo soluble; EC: concentrado emulsionable; P:
pellets; GD: Granulos dispersables.
b POST (Aplicacién post-emergente); PRE (Aplicacion pre-emergente); PSI (Pre-siembra incorporado).

Desde el punto de vista ambiental, algunos de los herbicidas utilizados para el manejo de maleza
en algodon convencional poseen indices de Impacto Ambiental (EIQ) mayores a los herbicidas
glufosinato de amonio y glifosato a utilizarse en el algodén GlyTol® LibertyLink® (Cuadro 26).

Cuadro 26. Coeficiente de Impacto Ambiental (EIQ) de los principales herbicidas recomendados
para el control de maleza en algodon.

Ingrediente activo (I.A.) Grupo quimico ElQ
Oxifluorfen Difenileter 33.82
Pendimetalin Dinitroanilina 30.17
Fluazifop-p-butil Arilofenoxi propionato 28.71
Diuron Dimetilurea 26.47
Bensulide Organofosforado 26
Quizalofop-etil Avrilofenoxi propionato 22.14
Piritiobac sodio Pirimidincarboxy 21.7
Setoxidim Ciclohexanediona 20.89
Glufosinato de amonio Acidos fosfinicos 20.2
Clomazone Isoxazolidinona 19.63
Linuron Fenilurea 19.32
Trifluralina Dinitroanilinas 18.83
MSMA Arsénico organico 18
Alaclor Cloroacetamida 17.86
Clethodim Ciclohexanediona 17
Prometrina Triazina 15.37
Glifosato Glicinas 15.33
Fluometuron Fenilurea 14.27

Fuente: A method to measure the Environmental Impact of Pesticides, Table 2: list of
Pesticides, Part 3: Herbicides 2012. Integrated Pest Management. Disponible en:

www.nysipm.cornell.edu

El uso inapropiado de los herbicidas representa algunos riesgos a la agricultura. Sin embargo, todos
estos danos son posibles de evitar con una buena seleccion y aplicacion de estos productos y con
el conocimiento de sus caracteristicas especificas (Rosales et al., 2002). Algunos de los posibles
riesgos por el uso inadecuado de herbicidas son: dafios al cultivo en explotacidn por dosis excesiva
0 a cultivos vecinos por acarreo del herbicida; dafios a cultivos sembrados en rotacién por residuos
de herbicidas en el suelo; cambios en el tipo de maleza por uso continuo del herbicida; desarrollo
de resistencia de malezas a herbicidas (Rosales y Medina, 2008).
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Como se menciond anteriormente, el desarrollo de resistencia es un fendmeno natural que no esta
restringido a los cultivos genéticamente modificados tolerantes a herbicidas. En la figura 28 puede
observarse el nimero de especies resistentes a diferentes herbicidas de acuerdo al tipo de cultivo

en los que se han utilizado.

Figura 28. Numero de especies resistentes a herbicidas por cultivo (Heap, 2015).
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En la figura 29 se puede apreciar que algunos herbicidas son mas propensos a generar resistencia
en las poblaciones de maleza debido a sus modos de accion. De los herbicidas mostrados, sélo el
glifosato esta asociado con cultivos genéticamente modificados tolerantes a herbicidas y del numero
total de especies resistentes reportadas (32), algunos casos han sucedido en cultivos

convencionales.
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Figura 29. Numero de especies resistentes a herbicidas individuales (Heap, 2015).
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Los métodos de control anteriormente descritos tienen ventajas y desventajas y se utilizan de
acuerdo a las condiciones particulares de cada agricultor, por lo que antes de elegir uno de los
meétodos o combinacidn de los mismos, se debe realizar un analisis de la situacién para asegurarnos
de elegir la mejor alternativa (Cuadro 27).

Cuadro 27. Ventajas y desventajas de los métodos de manejo de maleza.

Método Ventajas Desventajas
o Meétodo lento.

Arranque e Bajo costo inicial. ¢ Gran necesidad de mano de obra.

o Posibilidad de rebrote.
Manual e No controla las malezas, las poda.
Corte manual !\/I_enor inversion . Gfaq nece3|dag de ma.(lo de obra.

inicial. e Réapida reinfestacion (rebrotes
vigorosos).
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Método Ventajas Desventajas
e Rapidez en la e Meétodo no selectivo
o Barbecho y operacion. _ e No controla maleza en la linea del
Mecanico e Menor necesidad de surco.
Rastreo ’
mano de obra. e Su uso depende de la topografia y
e Costo final alto. grado de mecanizacion del area.

¢ Disminucion de la fertilidad potencial del

Fisico Quema e e Bajo costo suelo.
Inundacion ) ' e Favorece la germinacion e instalacion
de malezas.
e Selectivo. e |nversion alta.
. . e Versatil. e Personal calificado.

Quimico Herbicidas . .,
e Econdmico. e Contaminacion.
e Alta efectividad. e Desarrollo de resistencia.

Fuente: Métodos de control de maleza. Dow AgroSciences. http://www.dowagro.com/ar/

c). Plagas del cultivo de algodén.

Entre las principales plagas del cultivo de algodon se tienen al picudo del algodon Anthonomus
grandis Boheman, gusano rosado Pectinophora gossypiella (Saunders), gusano bellotero
Helicoverpa zea (Boddie), gusano tabacalero Heliothis virescens (Fabricius), chinche ligus Lygus
hesperus Knight., L. Lineolaris (Palisot de Beauvois) L. elisus, Van Duzee chinche apestosa Nezara
viridula (L.) y Chlorochroa spp, y mosquita blanca Bemisia argentifolii Bellows and Perring. Existe
ademas un complejo de otros insectos chupadores y gusanos que en ocasiones se pueden convertir
en serios problemas para el algodonero (Martinez, 2004).

1. Complejo bellotero (Helicoverpa zea) | tabacalero (Heliothis virescens).

Este complejo de insectos se puede observar en algodén desde inicio de cuadreo hasta bellotas
maduras. Las hembras de gusano bellotero y tabacalero ponen sus huevos en la terminal de la planta
de uno en uno, seleccionan normalmente hojas tiernas de un tercio de desarrollo y botones florales o
cuadros. Las larvas emergen e inician su alimentacion en la hoja con pequefas perforaciones luego
se mueven para alimentarse de los botones florales y conforme se desarrollan se mueven hacia la
parte inferior de la planta. Normalmente se localizan en los primeros cinco nudos de la parte superior
de la planta. Pupan en el suelo y de ahi emergen los adultos para realizar migraciones entre cultivos o
pueden emprender migraciones a grandes distancias (Westbrook, 1998).

Figura 30. Gusano bellotero (Helicoverpa zea).
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2. Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda).

El gusano cogollero normalmente emigra al algodon de otros cultivos o pastos, se le puede encontrar
en algodon desde la emergencia del cultivo, pero es mas frecuente en el periodo de floracion y
desarrollo de bellotas. Las hembras ponen sus huevos en las hojas de la parte terminal en masas
cubiertas con escamas como en el caso de gusano soldado, de hecho, ademas de gusano cogollero
se le conoce como gusano soldado de otofio. Las larvas recién emergidas presentan habitos gregarios
y canibalismo, conforme se desarrollan emigran a plantas contiguas observandose focos de infestacion
de esta plaga. Las larvas son de color café claro variando de acuerdo con la alimentacion desde verde
hasta negro, alcanzan una longitud de hasta 4 cm, las larvas presentan en los costados tres lineas de
color amarillo palido, con bandas de color oscuro y una amarilla y manchas rojizas. En la cabeza se
observa una sutura en forma de Y invertida que la distingue de otras especies de lepidépteros. En el
octavo segmento abdominal por la parte superior se distinguen ocho protuberancias o tubérculos, de
color oscuro cuatro grandes y cuatro mas chicos cada uno con una seta o pelo que pueden servir como
ayuda para distinguir este insecto de otros lepiddpteros. Pupan en el suelo de donde emergen las
palomillas para iniciar migraciones de corto o largo alcance como en el caso de gusano bellotero y
tabacalero.

Figura 31. Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda).

3. Gusano soldado (Spodoptera exigua).

El gusano soldado generalmente se presenta en las primeras etapas de desarrollo del cultivo desde
que tiene una hoja verdadera hasta inicio de cuadreo, en ocasiones se llega a presentar durante la
floracién. Las hembras ponen sus huevos en masas cubiertas con escamas de la palomilla, las larvas
son de color verde con lineas longitudinales de color claro amarillento y dos puntos negros en el
segundo segmento toracico, emergen en forma gregaria y comienzan a dafar las hojas,
posteriormente emigran a plantas cercanas, en plantas chicas dafian el follaje y en plantas grandes de
algoddn pueden encontrase comiendo en las bellotas y perforando las bellotas.

Figura 32. Gusano soldado (Spodoptera exigua).
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4. Gusano rosado (Pectinophora gossypiella).

El gusano rosado, al igual que otras plagas ha disminuido su importancia como plaga principal del
algodonero, esto puede deberse a las campafas de erradicacion que se han establecido entre México
y Estados Unidos. En ellas se incluyen monitoreo, materiales de algodon Bt, liberacion de palomillas
estériles, feromonas y aplicacion de insecticidas.

El adulto de gusano rosado es una palomilla de color café-grisaceo con manchas oscuras y mide 1.8
cm de extensioén alar. Las alas son angostas y llevan un fleco de pelos largos en el borde anal, las
antenas son filiformes, los palpos labiales son largos y curvos. Viven en promedio 15 dias; son de
habitos nocturnos o crepusculares. Cada hembra oviposita de 100 a 200 huevecillos en un periodo de
una semana, estos son de color blanco verdoso recién ovipositados y posteriormente adquieren una
coloracion rosada. Al inicio de la temporada los huevecillos son colocados en las yemas terminales o
en los cuadros; cuando ya existen capsulas los huevecillos son colocados en la parte inferior de las
bracteas en pequefios grupos. Las larvas emergen en 5 dias siendo en los primeros instares de color
blanco cristalino con la cabeza oscura. Cuando se desarrolla en los cuadros se alimenta de la columna
estaminal y une con hilos de seda la punta de los pétalos provocando la apertura anormal de la flor
formando lo que se conoce con el nombre de flor rosetada. Cuando se desarrolla en las capsulas, a
las cuales penetra inmediatamente después de la eclosion se alimentan de las semillas, dafian la fibra
reduciendo su calidad al cortarla 0 mancharla. Las bellotas danadas no forman capullo o lo hacen
parcialmente. Para completar su desarrollo pasan por cuatro instares larvarios, con una duracién de
10 a 15 dias. Las larvas de cuarto instar llegan a medir hasta 12 mm de largo; son de color rosado con
la cabeza café. En este instar, pueden salir de la capsula haciendo una perforacion para pupar en el
suelo, en residuos de cosecha, basura y en otros lugares protegidos. Ocasionalmente pupan en el
interior de las bellotas de algodoén. La duracién del ciclo completo es de 25 a 30 dias. Las larvas pueden
entrar en un periodo de “diapausa” debido a condiciones desfavorables o para hibernar. Los adultos
que emergen después de la “diapausa” tienen un amplio periodo de emergencia, lo que les permite
atacar la planta de algodon en diferentes etapas de su desarrollo (Martinez-Carrillo et al., 2002).

Figura 33. Gusano rosado (Pectinophora gossypiella).

5. Mosquita blanca (Bemisia argentifolii).

La mosquita blanca es una plaga polifaga; es decir que afecta un rango amplio de cultivos
hospedantes, entre ellos al algodén. En la Comarca Lagunera la mosquita blanca se constituy6 en
un problema fitosanitario a partir de 1995, causando pérdidas en la producciéon (40 al 100%) en
cultivos horticolas y un incremento en el nimero de aplicaciones en meldn, calabaza, tomate y
algodon.

La mosquita blanca presenta metamorfosis incompleta pasando por las etapas biolégicas de
huevecillo, ninfa y adulto. Pueden presentarse seis generaciones durante el ciclo de crecimiento del
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cultivo. A una temperatura de 30 °C, el huevecillo dura 5.0 dias y las ninfas de 1°, 2°, 3°y 4° instares
duran 3.2, 1.5, 1.7 y 4.8 dias (total estado ninfal, 11.2 dias), por lo que el ciclo biolégico completo
requiere de 16.2 dias.

Figura 34. Mosquita blanca (Bemisia argentifolii).

P

lifo

6. Picudo del algodon (Anthonomus grandis Boheman).

El picudo del algoddn es nativo de México y Centroameérica y es considerado como la plaga mas
destructiva de este cultivo, ya que las pérdidas provocadas por esta plaga pueden ser de 20 a 40%
de la fibra cosechada.

El picudo del algodon posee metamorfosis completa, es decir, presenta las etapas de huevecillo,
larva (gusano), pupa y adulto (picudo). Sobrevive de un ciclo del algodén, hiberna como adulto en
refugios, tales como residuos de cosecha y vegetacion aledafia a los predios de algodén. Ademas
de los adultos de origen hibernante, se presenta cuatro generaciones normales durante el ciclo del
cultivo.

El ciclo biologico completo, desde huevecillo a emergencia del adulto, dura de 19 a 24 dias en el
verano en la Comarca Lagunera. El periodo de pre-oviposicion de las hembras dura de 3 a 5 dias.
El tiempo de una generacion requiere de 292 UC > 12°C.

El picudo tiene una alta preferencia para alimentarse en cuadros y bellotas pequenas.

Figura 35. Picudo del algodonero (Anthonomus grandis).

7. Conchuela del algodén (Chlorochroa ligata Say).

Esta especie es de importancia primaria en el algodon en la Comarca Lagunera y es la chinche que
mas comunmente se detecta en la regién. Las principales plantas hospederas de conchuela, son
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mezquite, alfalfa, maiz, sorgo, tomate, frijol, nogal y algunas especies de maleza comunes en la
region.

La conchuela posee metamorfosis gradual (insecto hemimetabolo); es decir, presenta las etapas
de huevecillo, ninfa y adulto (conchuela). Hiberna como adulto en areas con maleza o basura.
Pueden presentarse cinco generaciones por afio y solo se puede completar una generacién durante
el periodo critico del cultivo (80 a 120 dias de la siembra). Los huevecillos duran alrededor de 5
dias y las ninfas pasan por cinco mudas durante 39 dias. Los adultos pueden vivir hasta 55 dias.

Tanto las ninfas como los adultos se alimentan succionando los jugos de las bellotas. Las bellotas
chicas atacadas se caen y las mas grandes permanecen en la planta, y al madurar la fibra se
observa manchada y las semillas se chupan (semillas vanas). La conchuela produce verrugas en
la cara interna de la pared de la bellota, las cuales son de color blanco e irregulares.

Figura 36. Conchuela del algodén (Chlorochroa ligata Say).

8. Chinche Lygus (Lygus spp.).

La chinche lygus (Lygus spp.) es un insecto chupador de 6 mm de largo, oval y color café verdoso,
con una marca de color amarillo en el escutelo y varias lineas longitudinales oscuras y claras en el
pronoto (Greene et al., 2006). Las ninfas y adultos de estos insectos se alimentan de la savia
principalmente en hojas terminales, cuadros y bellotas tiernas. Cuando los danos son intensos al
inicio de cuadreo, ocasionan la caida de los cuadritos recién formados provocando un desarrollo
excesivo de ramas y follaje; también causan la mala formacion de bellotas, manchan la fibra, bajan
el rendimiento y retrasan la cosecha. Este insecto también ataca otros cultivos como alfalfa y
cartamo y cuando alcanza altas infestaciones, puede emigrar al algodén durante la etapa del
cuadreo, complicando asi el manejo del cultivo (Herrera Andrade et al., 2010).

Figura 37. Chinche Lygus (Lygus spp.).
\
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9. Thrips.

Los trips son insectos pequefos de alrededor de 1 mm. Existen mas de 5000 especies reportadas
pero solo algunas son consideradas plagas de cultivos; son de cuerpo delgado y alargado, aparato
bucal raspador chupador y alas con flecos en los bordes. Las especies que se han reportado en
algoddén son Frankliniella tritici, Frankliniella occidentales, Frankliniella fusca, Neohydatothrips
variabilis y Thrips tabaci.

El ciclo de vida de los trips pasa por 6 instares: huevo, dos estados larvales, pre-pupa pupa y adulto.
Los estados de pre-pupa y pupa permanecen en el suelo, las larvas son las mas dafinas para las
plantas. Su ciclo varia con la temperatura de 15 hasta 60 dias; con frio los estados inmaduros duran
mas tiempo y producen mas dafo. Los trips hibernan como adultos o larvas en plantas de invierno
0 como pupas en el suelo. Comienzan su reproducciéon en maleza, cultivos de invierno entre otros
en trigo, después emigran a algodonero. La principal forma de dispersién es el viento; la direccién
y velocidad del viento tiene mucha influencia en las infestaciones en algodonero.

Afectan plantulas desde emergencia hasta la cuarta hoja. Los inmaduros son los mas daninos y el
frio prolonga ciclo y dafio. Dafian la yema terminal, interfieren con el desarrollo normal de la planta,
reduciendo su tamafo, deformando hojas y tallos y reduciendo la capacidad fotosintética de la
planta. Los cultivos sembrados bajo condiciones de frio son mas afectados.

Figura 38. Dafio por trips en el cultivo de algodon.

10. Pulgoén del algodon (Aphis gossypii).

El pulgdn del algoddn pasa la mayor parte del afio en la maleza y emigra al algodén al inicio del
ciclo del cultivo. La infestacion puede incrementarse a través del ciclo del algodén y causar
problemas de “enmielado” de hojas y fibra. Los pulgones se alimentan de la savia de hojas y ramas
y son vectores importantes de virus fitopatégenos. Solamente las hembras se encuentran en el
algodén y su reproducciébn es partenogenética, presentdndose una nueva generacion
aproximadamente cada 15 dias.
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Figura 39. Pulgon del algodén (Aphis gossypii).

d) Control quimico de insectos

El control de plagas en el cultivo de algodon se ha basado tradicionalmente en el uso de insecticidas
quimicos de amplio espectro (Cuadro 58), debido a que es el método mas efectivo que existe. Sin
embargo, el uso inadecuado de los mismos ha generado un impacto negativo en el agroecosistema,
ocasionando una disminucion drastica de los enemigos naturales y el desarrollo de resistencia a un
gran numero de insecticidas (Pacheco, 1994; Hake et al., 1996; Machain et al., 1988; Machain et
al., 1995).

Cuadro 28. Ingrediente activo, categoria toxicologica y grupo quimico de los principales insecticidas
recomendados para el control de insectos plaga en algodon (PLM, 2014).

:lgtjir:;liente Formulacién @ (gDi.O:Ii:a) ::i?c?«:gZica Grupo Quimico
Acefate P 97% (970 g/kg) 1,164 - 1,552  Ligeramente téxico Organofosforado
Azinfos metilico WP 35% (350 g/kg) 315-490 Altamente toxico Organofosforado
Betaciflutryn SC 11.8% (125 g/L) 18.75 - 25 Ligeramente toxico Piretoride
Bifentrina EC 12.15% (100 g/L) 40 -60 Ligeramente toxico Piretroide
Carbaril WP 80% (800 g’kg) 1,200 - 2,400 Moderadamente toxico Carbamato
Cipermetrina EC 19.6% (200 g/L) 80-120 Moderadamente toxico Piretroide
Clorfenapir SC 21.44% (240 g/L) 120 - 360 Ligeramente toxico Halogenado de Pirrol
Clorpirifos etil EC 44.5% (480 g/L) 480 - 840 Moderadamente toxico ~ Organofosforado
Cyflutrin EC 5.7% (50 g/L) 37.5-50 Ligeramente téxico Piretroide
Deltametrina EC 2.8% (25 g/L) 12.5 Ligeramente téxico Piretroide
Endosulfan EC 33.30% (360 g/L) 540 - 900 Altamente toxico Organoclorado
Fenpropatrin EC 38.50% (375 g/L) 168.75-225  Altamente toxico Piretroide
Fenvalerato EC 11.1% (100 g/L) 0.075 Ligeramente téxico Piretroide
Fluvalinato 9 4EO /oe(nzj,guga/l_) 72-120 Moderadamente toxico  Piretroide
Imidacloprid SC 21.4% (240 g/L) 103.2-208.8 Ligeramente toxico Neonicotinoide
Lambda cyalotrina EC 5 % (50 g/L) 20-30 Ligeramente toxico Piretroide
Malation EC 83.7% (100 g/L) 70 - 200 Ligeramente téxico Organofosforado
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o romuaent ot S, GrusoQunico
Metidation EC 40% (415 g/L) 415 - 830 Altamente toxico Organofosforado
Metomilo SP 90% (900 g/kg) 225 - 360 Altamente toxico Carbamato
Monocrotofos Lé%g}jgg:;;tl)e 300 - 900 Extremadamente toxico =~ Organofosforado
Paration metilico EC 47.4% (500 g/L) 500 - 1,500 Extremadamente téoxico  Organofosforado
Permetrina EC 33.66% (340 g/L) 136 - 204 Moderadamente toxico Piretroide
Profenofos EC 73.56% (960 g/L) 576 - 1152 Moderadamente toxico ~ Organofosforado
Derivado de
Spinosad SC 44.2% (480 g/L) 36 - 60 Ligeramente téxico fermentacién bacteriana
(Naturalyte)
Thiodicarb 33.8%(;38‘(%”7%8;/L) 562.5 - 1125 Moderadamente toxico Carbamato
Triazofos EC 40.0% (420 g/L) 630 Altamente toxico Organofosforado

aSL: concentrado soluble; WP: polvo humectable; SC: suspension concentrada; SP: polvo soluble; EC: concentrado emulsionable; P:
pellets.

En México, antes de la década de los 60°s, al algodonero se le conocia como el oro blanco debido
a que ocupaba una gran cantidad de mano de obra y representaba una fuente de ingresos
importante para los agricultores. En la década de los 60°s, solamente en el estado de Tamaulipas
se sembraban 630 ha (Vargas et al., 1979). Desafortunadamente, el combate de las plagas de este
cultivo se sustentd en aplicaciones calendarizadas de insecticidas, aumentos frecuentes en las
dosis y en el numero de aplicaciones por temporada. A principios de la década de los 70°s, al cultivo
de algodonero se le aplicaba el 80% de todos los insecticidas que se empleaban en la agricultura
mexicana. Este escenario favorecio el desarrollo de resistencia a insecticidas y por ende que este
cultivo entrara en fase de crisis a nivel nacional (Lagunes 1992).

En las décadas de los 60°s y 70’s la resistencia a insecticidas de varias plagas de insectos provoco
la desaparicion de las zonas algodoneras de Apatzingan, Michoacan, Tapachula, Chiapas,
Matamoros y Tamaulipas (Lagunes, 1992). La zona de Tamaulipas se recuperé lentamente para
sufrir otra crisis debido a la resistencia a insecticidas piretroides en el gusano tabacalero Heliothis
virescens (Fabricius) a mediados de la década de los 90°s (Teran-Vargas, 1996).

Dentro de un escenario de elevados niveles de resistencia a insecticidas convencionales, la
introduccion del algodonero transgénico, que expresa la d&-endotoxina Cry1Ac de Bacillus
thuringiensis var. Kurstaki Berliner (Bt) (Perlak et al., 1990, 1991) representé una alternativa viable
para cultivar algodonero (Teran-Vargas et al., 2005). Posteriormente se introdujo el algodén que
expresaba dos proteinas Bt (Cry1Ac y Cry2Ab) que contribuyé a mejorar el control de los
lepidopteros plaga del cultivo y a retrasar el desarrollo de resistencia.

g) Literatura consultada.

La literatura no confidencial se encuentra dentro del texto.
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VIl. NUMERO DE AUTORIZACION EXPEDIDA POR SALUD CUANDO EL OGM TENGA
FINALIDADES DE SALUD PUBLICA O BIORREMEDIACION
*En caso de no contar con dicha autorizacion al momento de presentar la solicitud
de permiso, el promovente podra presentarla posteriormente, anexa a un escrito
libre en el que se indiquen el Numero de autorizacién y el nimero de folio.

En México, el algodon GlyTol® LibertyLink® (GHB614 x LLCotton25), cuenta con la autorizacion No.
093300C0041536 de fecha 20 de enero de 2010 (COF - 10989), expedida por la Comisién Federal
para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), la cual determind que el algodén GL es
equivalente sustancialmente a su contraparte convencional y puede ser usado como pienso para
alimentacion en animales y subproductos para alimentacion humana.

El algodon GlyTol® LibertyLink® combina la expresién de las proteinas 2mEPSPS (GHB614) y
PAT/bar (LLCotton25) que confieren tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio,
permitiendo el uso de dos mecanismos de accion herbicida para un manejo mas eficiente de la
maleza en el cultivo del algodén. Esta combinacion de mecanismos de accion es particularmente
importante para el manejo y prevencion de resistencia de las especies de maleza a los herbicidas.

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

Se solicita el permiso para el ciclo agricola PV-2019. Este periodo incluye actividades previas a la
siembra del algodén GL: GlyTol® LibertyLink® (BCS-GH@@J2-5 x ACS-GHZJ1-3), tales como
planeacion de los estudios a realizar e importacion de la semilla, el ciclo agricola hasta la finalizacion
del ensayo.

INFORMACION ADICIONAL

A. La cantidad de semilla a movilizar (importar), la ruta, las medidas de bioseguridad y
condiciones de manejo durante el transporte.

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

1. Importaciéon y almacenamiento de la semilla.
La importacion de la semilla se realizara siguiendo el procedimiento que a continuacion se describe:

¢ Una vez que se cuenta con el permiso de liberacién al ambiente correspondiente, se consulta
el Médulo de Requisitos Fitosanitarios (http://www.senasica.gob.mx/?id=5145) y se imprimen
las Medidas Fitosanitarias de Importacion (MFI) de acuerdo al tipo de producto, origen y
procedencia del mismo. A la par de lo anterior, el departamento de Comercio Internacional
debera de realizar la “solicitud del tramite de importacion SENASICA” en la VU - Ventanilla tnica
(http://www.ventanillaunica.gob.mx/).

e Posteriormente se informa de la importacion de la semilla y se hace un monitoreo de las
cantidades y lotes.
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¢ Unavez que se cuenta con la liberacion de importacion, el Departamento de Logistica coloca
la orden de compra (Purchase Order) para el pais exportador en SAP*".

¢ Una vez que se cuenta con el permiso de siembra y el Certificado de Importacién generado
a través de la VU - Ventanilla Unica (http://www.ventanillaunica.gob.mx/), el Departamento
de Comercio Internacional comienza el proceso de importacion. De igual manera, realiza la
liberacion y el envio a la Aduana correspondiente de la cantidad de semilla solicitada,
acompafando el embarque con la documentacion necesaria y la establecida en la MFI.

o El Departamento de Comercio Internacional a través del Agente Aduanal contratado para tal fin,
realiza la liberacion de la semilla de la aduana; en caso de cualquier contratiempo o que se
requiera algun tipo de aclaracion, el Coordinador responsable del Dpto. de Comercio
Internacional lo comunicara inmediatamente a la Gerencia de Negocio y Asuntos Regulatorios.
En caso de ser necesaria documentacién adicional ésta sera provista por la gerencia
correspondiente.

e Una vez liberada la semilla de la aduana ésta se envia al almacén de BASF ubicado en
Delicias, Chih. Cuando la semilla llega a su destino, el responsable del almacén revisa el
embarque y procede a darle ingreso en el sistema SAP y en fisico.

e El almacenamiento se realiza siguiendo las siguientes acciones:

o Después de que la semilla es ingresada a la bodega se debera proceder a actualizar los
respectivos inventarios, tomando el peso bruto del material que ingresa, el estado del
paquete y la persona que lo hace.

o Los materiales a utilizar con fines experimentales deberan ser almacenados en un lugar
separado, con acceso restringido y bajo llave e indicando claramente: semilla regulada, la
variedad, el evento, el lote. Los materiales no experimentales podran ser almacenados en
el mismo sitio donde se tienen convencionales, pero separados y correctamente
identificados.

e Las personas autorizadas para ingresar a la bodega deberan llenar el formato de registro de
entrada y salida de personal e indicar el motivo de su ingreso.

o Cada vez que se realicen ingresos y salidas de semilla de la bodega, se debera actualizar
en el sitio de SharePoint correspondiente indicando las cantidades que se retiran, destino y
la persona que retira.

¢ Laidentificacion de las semillas, dependiendo del tipo de semilla genéticamente modificada
0 convencional, debera tener como minimo los datos que aparecen en la jError! No se
encuentra el origen de la referencia.. Deberan seguirse los lineamientos descritos en la
WI-RCM-002 Etiquetado y alamecenamiento de muestras de semillas reguladas
(confidencial).

47 SAP (Sistemas, Aplicaciones y Productos) es un sistema de gestion de recursos empresariales que integrar muchas o
todas las funciones de la empresa como finanzas, planificacion, costos, comercial, mercadeo, manufactura, logistica,
mantenimiento, control de calidad y Recursos Humanos.
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o El roétulo anterior debera colocarse a cada uno de los materiales de semillas
experimentales existentes en la bodega, con la suficiente proteccién a fin de que se
preserven estos datos durante el tiempo necesario en la bodega.

Figura 40. Informacion que deben contener las etiquetas para la identificacion de los materiales
experimentales.

O-BASF O=-BASF

We create chemistry We create chemistry
BASF MEXICANA, S.A. DE C.V. BASF MEXICANA, S.A. DE C.V.
Av. Insurgentes Sur 975, Col. Ciudad de los Deportes, C P. 03710 Ciudad de México. Av. Insurgentes Sur 975, Col. Ciudad de los Deportes, C P. 03710 Ciudad de México
Tel (55) 53 26 23 00 Tel. (55) 53 25 23 00
SEMILLA GENETICAMENTE MODIFICADA SEMILLA CONVENCIONAL
SEMILLA DE [Cultivo (Nombre cientifico)] VARIEDAD/CODIGO: SEMILLA DE [Cultivo (Nombre cientifico)] VARIEDAD/CODIGO:
Tecnologia: XXXXXXXXX Pais de origen: XXXXXXXX Tecnologia: NA Pais de origen: XXXXXXXX
Evento: Evento: NA
Identificador OCDE: XXXXXXXXXX Contenido neto “kg(: Identificador OCDE- NA Contenido neto “kg(:
No. Lote: No. Lote:
Fecha de ingreso a bodega Fecha de ingreso a bodega
ADVERTENCIA: ESTA SEMILLA HA SIDO TRATADA CON PLAGUICIDAS, por lo tanto: ADVERTENCIA: ESTA SEMILLA HA SIDO TRATADA CON PLAGUICIDAS, por lo tanto:
“Manténgase fuera del alcance de los nifios, mujeres en ia y animak “Manténgase fuera del alcance de los nifios, mujeres emb das, en |; ia y animale
domésticos™ domeésticos™
“No se transporte ni se junto a imenticios o forrajes” “No se transporte ni se junto a p icios o forrajes”
“No se almacene en casas habitacién” “No se almacene en casas habitacién”
“No se utilice como alimento ni para extraccion de aceite” “No se utilice como alimento ni para extraccion de aceite”

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS DE BIOSEGURIDAD
“Esta Semilla éti i no debe , cultivarse o pi irse fuera
de las zonas autorizadas para su liberacién™
“El uso de esta semilla genéticamente modificada implica cumplir las medidas de
i i y i en el permiso de liberacion al ambiente™
“Esta semilla no estd destinada para consumo”

“En caso de liberacion accidental, repértelo a:
i i i ica.gob.mx

CP. 04100, Tel. +52 (55) 50903000 Ext. 51533

Centro de Atencién Telefonica. Centro de Atencion Telefonica.
01 800 XXX XXXX LADA sin cesto. 01 800 XXX XXXX LADA sin costo.

2. Movilizacion de la semilla.

La semilla saldra del almacén sélo cuando BASF lo autorice y sera transportada via terrestre al sitio

de liberacion, siguiendo las recomendaciones del documento RG-WI-001-001 Registro de
movimiento de semilla (confidencial).

Una vez que la semilla sea entregada al investigador responsable con quien BASF tenga un
convenio de colaboracion vigente, se procedera a revisar el inventario de semilla y firmar de recibido
si las cantidades despachadas coinciden con las cantidades entregadas.

En caso de liberacion accidental de material de algodén genéticamente modificado durante el
transporte, se notificara al correo libaccidentalogm.dgiaap@senasica.gob.mx, dentro de las 24
horas siguientes que se tenga conocimiento de la misma, e informara de manera oficial en un
periodo de 3 dias habiles a la Direccion General de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera
(DGIAAP) y a la Direcciéon General de Sanidad Vegetal (DGSV) de la situacion, asi mismo, BASF
Mexicana implementara inmediatamente las siguientes acciones:

e Georreferenciar el sitio de la liberacion accidental y delimitar el area de dispersion.
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Recuperar toda la semilla que sea posible.

Realizar un balance entre la semilla transportada y la semilla recuperada para conocer la
cantidad de semilla no recuperada y documentarlo.

Recabar evidencia fotografica del sitio de liberacion y del material liberado.

Establecer un programa de monitoreo de plantas voluntarias en el sitio de liberacion.
Eliminacion de plantas voluntarias de manera manual o mediante el uso de herbicidas.
Entregar un reporte al SENASICA con la documentacion de las actividades realizadas.

B. El diseno experimental que se llevara a cabo durante la liberacién en etapa
experimental.

Dentro de la evaluaciéon que se pretende realizar del cultivo de algodén GlyTol® LibertyLink® (GL)
siguiendo el objetivo planteado de comparar la equivalencia fenotipica del algodén GL con su
contraparte convencional, asi como documentar los beneficios, el impacto ambiental y uso seguro
de la tecnologia del cultivo de algodén GlyTol® LibertyLink® en las regiones agricolas de los estados
de Chihuahua y Coahuila.

Se presenté a la Autoridad el protocolo detallado que se propone para la liberacion en etapa
experimental dentro de las zonas agricolas del estado de Chihuahua y Coahuila, durante el ciclo
agricola PV-2020.

C. Beneficio econémico y ambiental de los cultivos biotecnolégicos.
1. Adopcién de cultivos biotecnolégicos.

Durante 2015 la adopcion de cultivos biotecnoldgicos en el mundo alcanzé una superficie total de
179.7 millones de hectareas distribuidas en 28 paises, sobresaliendo por la superficie sembrada
Estados Unidos, Brasil, Argentina, India y Canada (Cuadro 29). Los cultivos biotecnolégicos mas
importantes son soya, maiz, algodén y canola, los cuales alcanzaron una superficie sembrada de
178.4 millones de hectareas, lo que represento alrededor del 49.3% de la superficie global destinada
a estos cultivos (Figura 41).

Cuadro 29. Superficie sembrada con cultivos biotecnoldgicos por pais durante 2015.

Pals (millones de hectéreas) Cultivos
Estados Unidos 70.9 g/laarig,yzc’n;]:é%c;i?rsacpinoIa, remolacha azucarera,
Brasil 44.2 Soya, maiz, algodon
Argentina 245 Soya, maiz, algodon
India 11.6 Algodon
Canada 11.0 Canola, maiz, soya, remolacha azucarera
China 3.7 Algodon, papaya, alamo (Populus)
Paraguay 3.6 Soya, maiz, algodoén
Pakistan 29 Algodoén
Sudafrica 2.3 Maiz, soya, algodon
Uruguay 1.4 Soya, maiz
Bolivia 1.1 Soya
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Filipinas 0.7 Maiz

Australia 0.7 Algodon, canola
Burkina Faso 0.4 Algodoén
Myanmar 0.3 Algodon

México 0.1 Algodon, soya
Espana 0.1 Maiz

Colombia 0.1 Algodoén, maiz
Sudan 0.1 Algodén
Honduras <01 Maiz

Chile <0.1 Maiz, soya, canola
Portugal <01 Maiz

Vietnam <01 Maiz

Republica Checa <01 Maiz
Eslovaquia <01 Maiz

Costa Rica <01 Algodon, soya
Bangladesh <0.1 Berenjena
Rumania <01 Maiz

Fuente: James, C. 2015. Global Status of Commercialized Biotech/GM Crops: 2015. ISAAA Brief No. 51. ISAAA: Ithaca, NY.
Figura 41. Adopcién global de los principales cultivos biotecnolégicos durante 2015.
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Fuente: James, C. 2015. Global Status of Commercialized Biotech/GM Crops: 2015. ISAAA Brief No. 51. ISAAA: Ithaca, NY.

La tolerancia a herbicidas ha sido consistentemente la caracteristica biotecnolégica dominante a
nivel global y los cultivos con tolerancia a herbicidas se sembraron en alrededor de 96.2 milllones
de hectareas. Asimismo, se ha observado un crecimiento consistente en la superficie sembrada con
cultivos que combinan las caracteristicas de tolerancia a herbicidas y resistencia a insectos (stack),
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alcanzado una superficie de 58.5 millones de hectareas. En tercer lugar se encuentra la
caracteristica de resistencia a insectos, con una superficie sembrada de alrededor de 25 millones
de hectareas durante 2015 (Figura 42).

La experiencia acumulada durante 20 afios de comercializaciéon de cultivos biotecnolégicos a nivel
global ha permitido confirmar el beneficio econdmico para los agricultores, el cual fue estimado en
$150 mil millones de doélares acumulados durante el periodo 1996 a 2015. Los cultivos
biotecnoldgicos han generado importantes beneficios agrondmicos, ambientales, econéomios para
los agricultores y para las sociedades de las regiones dondes éstos se cultivan. La rapida adopcién
de cultivos biotecnoldgicos por parte de pequefios y grandes agricultores en paises desarrollados
y en vias de desarrollo, es el resultado de los beneficios que esta tecnologia aporta a la sociedad.

Figura 42. Adopcion global de cultivos biotecnoldgicos por caracteristica 1996 - 2015.
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Fuente: James, C. 2015. Global Status of Commercialized Biotech/GM Crops: 2015. ISAAA Brief No. 51. ISAAA: Ithaca, NY.

En México también se cuenta con una experiencia acumulada durante los ultimos 20 afios de
siembra de algoddn biotecnolégico a nivel experimental, piloto y comercial con las caracteristicas
de tolerancia a herbicidas y resistencia a insectos lepidépteros. Durante este periodo se ha
realizado una gran cantidad de evaluaciones a través de instituciones de investigacion agricola
(como el INIFAP y diferentes Universidades) sobre la caracterizaciéon agrondmica, manejo de plagas
y maleza, efecto en insectos no blanco y monitoreo de susceptibilidad de insectos lepidopteros a
proteinas Cry. Los resultados de estas evaluaciones, asi como la experiencia del manejo del cultivo
en campo, permiten concluir que el algodon biotecnolégico no presenta ninguna diferencia en el
manejo agronémico, morfologia, desarrollo fenolégico y efecto en insectos no blanco respecto del
algodén convencional, excepto por su tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio
y resistencia a las plagas objetivo de las tecnologias: gusano tabacalero (Heliothis virescens
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Fabricius), gusano bellotero (Helicoverpa zea Boddie) y gusano rosado (Pectinophora gossypiella
Saunders).

2. Beneficio econémico y ambiental.

Qaim & Klumper (2014) realizaron un metaanalisis mediante el andlisis de estudios identificados a
través de busqueda en ISI Web of Knowledge, Google Scholar, EconLit y AgEcon Search. Los
estudios fueron elegidos con base en los criterios de contener una fuente orginal de datos obtenidos
de encuestas con agricultores 0 de ensayos de campo y cuando se reportaban impactos de la
siembra de soya, maiz o algoddn biotecnologicos en el rendimiento de los cultivos, uso de
agroquimicos y/o utilidades econémicas para los agriculatores. En total se incluyeron 147 estudios
y se analizaron los factores que influyen en los beneficios observados en los cultivos
biotecnoldgicos mediante la técnica estadistica de meta-regresion, asi como la determinacion de
las diferencias promedio entre cultivo GM y no-GM, diferencias absolutas o en porcentaje, o
coeficientes estimados de modelos de regresién para calcular el porcentaje de diferencia entre un
cultivo GM y no-GM.

Los resultados del estudio de Qaim & Klimper (2014) contribuyen de manera importante a
consolidar la evidencia en relacion con los beneficios econémicos derivados de la adopcion de
cultivos GM. El incremendo en rendimiento promedio ha sido de 21.5% debido a un control mas
eficiente de insectos plaga y reduccién de dafio en los cultivos GM. Asimismo, se ha reducido la
liberacion de plaguicidas al ambiente en un 36.9% y su costo en un 39.1%. El efecto en el costo
total de produccién no es significativo, sin embargo, el costo de las semillas GM se compensa a
través del ahorro en costo de compra de plaguicidas y su aplicacion. La utilidad promedio para lo
agricultores ha sido 68.2% mayor que en los cultivos convencionales (Figura 43).

Figura 43. Impacto de la adopcion de cultivos biotecnoldgicos 1996 - 2014.
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Fuente: Klimper, W.; Qaim, M. 2014. A Meta-Analysis of the Impacts of Genetically Modified Crops. PLoS ONE 9 (11): e111629. doi:
10.1371/journal.pone. 0111629, NY.

La siembra de cultivos biotecnolégicos también ha contribuido significativamente a reducir la
emision de gases de efecto invernadero por las actividades agricolas. La disminuciéon en las
aplicaciones de insecticidas y herbicidas ha permitido una reduccion en el uso de combustibles
necesarios para su fabricacion, transporte y aplicacion, al tiempo que la adopcion de cultivos
tolerantes a herbicidas facilita la adopcion de sistemas como la labranza de conservacion,
contribuyendo a su vez con el ahorro de energia necesaria para el laboreo del suelo (Brookes and
Barfoot, 2005). Brookes y Barfoot (2005) estimaron una reduccién global en la emisién de didxido
de carbono de 61 millones de kilogramos por la siembra de algoddn biotecnoldgico resistente a
insectos.

En el caso de México, Traxler y Godoy-Avila (2004) analizaron los aspectos econdémicos y
ambientales del algodén biotecnoldgico en la region de la Comarca Lagunera. Los resultados del
estudio indican que el algodon biotecnoldgico es una importante herramienta para la produccion de
algodon contribuyendo a la reduccion en el uso de insecticidas al menos en un 50% con relacion al
algodén 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 utilizaciéon de la tecnologia fueron para los agricultores.

Los agricultores que utilizaron la tecnologia de algodoén resistente a insectos obtuvieron un beneficio
economico promedio de $2,950/ha superior al obtenido por los agricultores que sembraron algodén
convencional. El algodon biotecnoldégico 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 del de algoddn resistente a insectos contribuyé significativamente al éxito de la campafia
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 ofras regiones algodoneras del mundo. En Argentina, Qaim y de Janvry (2003)
reportan una reduccion en las aplicaciones de insecticidas de 50% con relacién al algodén
convencional, principalmente de insecticidas altamente toxicos, con el beneficio correspondiente
para el ambiente y la salud de los agricultores. Adicionalmente los agricultores que adoptaron la
tecnologia de algoddn resistente a insectos obtuvieron un rendimiento significativamente superior
al obtenido en algoddén convencional. La estimacién 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 algoddn biotecnoldgico.

ESTUDIO Y EVALUACION DEL RIESGO.

INFORMACION CONFIDENCIAL
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