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Caso de estudio: solicitud de permiso para la Liberacion al Medio
Ambiente de Algoddn Genéticamente Modificado.
(CASO FICTICIO CON PROPOSITOS DE CAPACITACION)

e o

ACLARACION:

La informacidn y datos aqui presentados han sido generados o extraidos de diferentes fuentes
de informacion publica, para crear un caso de estudio hipotético, ilustrativo y no
necesariamente con informacién exhaustiva, con propdsitos de capacitacion para los
participantes del taller.

Resumen de la Solicitud

Denominacion del evento: AGS001-1

Nombre cientifico del organismo Gossypium hirsutum L.

receptor:

Nombre comun: Algoddn, algodonero

Gen CP4 EPSPS de Agrobacterium sp. cepa CP4: confiere

tolerancia al herbicida glifosato al ser una enzima involucrada

en la penultima fase de la ruta bioquimica del shikimato para

la produccion de aminodacidos aromaticos en los cloroplastos.

Genes CrylAc y Cry2Ab de Bacillus thuringiensis: aportan

resistencia a insectos lepiddpteros mediante accidn toxica

selectiva en el intestino de insectos blanco.

Tolerancia al herbicida glifosato y resistencia a insectos

Fenotipo aportado: lepiddpteros como gusano rosado (Pectinophora gossypiella)
y gusano tabacalero (Heliothis virescens).

Elementos génicos y productos de
expresion:



Cruza convencional a partir de los eventos MON 15985
Método de transformacion: (algoddn Bollgard®ll) y MON 88913 (algoddn Solucién Faena
Flex®).
Regiones agricolas de Chihuahua y la Comarca que
comprende los estados de Coahuila y Durango.
Cultivo de algoddn para su aprovechamiento en la industria
Uso previsto: textil y el procesamiento de alimentos de acuerdo al uso del
algoddn convencional.

Sitios propuestos de liberacion:

1. Introduccion

El algoddn es un cultivo de gran importancia a nivel mundial. No solo es relevante
econdmicamente en el comercio internacional, sino que también se usa para vestir a una parte
sustancial de la poblacién. Dicho cultivo cuenta con una gran capacidad utilitaria ademas de
prendas de vestir y objetos domésticos, el algoddn se usa en productos industriales como filtros
para acondicionadores de aire, balsas salvavidas, cintas transportadoras, carpas, neumaticos de
automovil, piscinas, cascos de seguridad o ventiladores de mina). Como fibra natural y fuente
de alimento, el algoddn es un recurso agricola renovable, que puede ayudar a mantener su
competitividad con fibras sintéticas desde un punto de vista ambiental y ecolégico (Percival y
Kohel, 1990). Ademas, mas del 90% de la produccién mundial de algoddn se extiende por los
hemisferios Norte y Sur a latitudes subtropicales y templadas, donde dicha produccién fue de
es de 22.93 millones de toneladas para el ciclo 2016/17 en 32.3 millones de hectareas (CCIA,
2018).

El algoddn es Unico entre las plantas cultivadas, ya que cuatro especies han sido domesticadas
de forma independiente en distintas regiones del mundo: dos tetraploides: Gossypium hirsutum
L. en Mesoamérica y G. barbadense L. en América del Sur; y dos diploides: G. herbaceum L. en
Arabia y Siriay G. arboreum L. en el valle del Indo de India y Pakistan (Wendel et al. 2010). En el
proceso, se transformaron de arbustos erectos perennes o arbustos erectos sensibles, en
plantas cortas, compactas y anuales de longitud de dia neutral. Sus pequefias semillas
impermeables, escasamente cubiertas por pelos bien diferenciados, se volvieron mas grandes y
se cubrieron de pelusa blanca abundante y larga. Simultaneamente, sus semillas perdieron su
impermeabilidad y latencia. La gran diversidad de algoddn resulta de las sucesivas oleadas de
mejora agrondémica y difusién de germoplasma mediadas por humanos (Brubaker et al. 1999).

El algoddn es un cultivo comercial primordial para muchas economias en desarrollo, pues
respalda los medios de subsistencia de millones de hogares. En algunos paises, contribuye en
altas cifras (como el 40 por ciento) de las exportaciones de mercancias y en mas del 5 por ciento
del PIB (Baffes, 2005). Es por ello que es fundamental mantener un buen estado de los cultivos
para la garantia de las cosechas.

Dado que el algoddn es poco tolerante a la sal y a la sequia, es un cultivo muy atractivo para las
regiones aridas y semiaridas del mundo. Asimismo, los recursos hidricos sufren una disminucion
en todo el mundo, por lo que las economias que dependen de este cultivo se enfrentan a
dificultades y conflictos, asi como a posibles problemas ambientales (Chapagain et al. 2006). Las
fluctuaciones en la produccién de algoddn, incluso dentro de un mismo pais, son importantes.
Las causas de estas variaciones suelen deberse a condiciones ambientales tanto bidticas como
abidticas, como son la existencia de parasitos o las precipitaciones, y a condiciones econdmicas,
como los costos de produccion y la competencia de las fibras sintéticas. A pesar de ello, el



algoddn sigue siendo una materia prima importantisima para la industria textil. En este sentido,
el uso de algoddn genéticamente modificado se ha dado en varios paises productores, con
eventos de resistencia a insectos plaga para proteccién del cultivo, buscando un control de
plagas mas eficaz y, en consecuencia, una mejora del rendimiento y una reduccion en los costos
de produccidn; lo que de acuerdo a algunos autores ha resultado en una mejora de la
rentabilidad para los productores de algoddn (Edge et al. 2001).

2. Referencia sobre origen y diversificacion del organismo receptor

El género del algoddn (Gossypium), incluye aproximadamente 52 especies distribuidas en
regiones aridas y semiaridas de los tropicos y subtropicos (Ulloa et al. 2006). Las especies de
este género presentan una gran variedad morfolégica, citogenética y genémica, dada como
consecuencia de la radiacion global del género, que llevd a la evolucién de ocho grupos de
especies diploides (genomas A-G y K).

La historia evolutiva del género incluye eventos consecutivos de dispersiones trans-oceanicas,
invasién de nuevos nichos ecoldgicos, y una frecuencia sorprendentemente alta de hibridacion
entre los linajes. Los datos indican que el origen de Gossypium se remonta a hace 10-15 millones
de afios y que tuvo una diversificaciéon temprana rapida de la mayoria de los grupos gendmicos
(Wendel et al. 2003).

Existen cuatro linajes dentro del género, presentes en tres continentes: Australia (los del
genoma C, Gy K), América (genoma D) y Africa-Arabia (los del genoma A, B, F y E). Dentro de los
americanos hay 13 especies, cuyo centro de diversidad es México (Wendel et al. 2003), por lo
gue se sugiere que en esta region se haya originado y diversificado la seccion del genoma-D del
género (Wendel et al. 2003). Las especies diploides del género Gossypium del Nuevo Mundo,
comprenden un ensamble monofilético y citogenético, conocido taxonédmicamente como el
subgénero Houzingenia. Este grupo incluye 11 especies distribuidas en México, una en Perd y
otra en las Islas Galdpagos. Dentro de este grupo podemos encontrar a uno de los linajes
parentales del algoddn alotetraploide del algoddén cultivado: Gossypium hirsutum y G.
barbadense (Alvarez et al., 2005).

La historia evolutiva del género Gossypium, sugiere que los algodones alotetraploides
(2n=4x=52) se originaron hace aproximadamente 1.5 millones de afos, luego de la divergencia
de los progenitores diploides. Gossypium hirsutum, cuyo genoma es AD, es uno de los algodones
tetraploides de mayor importancia en México y el mundo. Entre las especies existentes, G.
herbaceumy G. arboreum son los parientes mds cercanos al progenitor del genoma-A, mientras
que G. raimondii es el mejor modelo como progenitor parental del genoma-D (Liu et al., 2001).
Sin embargo, ha habido opiniones opuestas respecto a la especie donadora del genoma-D en el
caso de las alotetrapoides, ya que, aunque la mayoria de las evidencias apoyan la hipdtesis de
que la especie parental es G. raimondii, hay otras que sugieren que podria ser la especie G.
gossypioides, endémica actualmente del estado de Oaxaca en México (Liu et al., 2001).

Las especies alotetraploides contienen la combinacién de los genomas AADD y tienen 26
cromosomas largos y 26 cromosomas cortos, aunque existe algun traslape en el tamafo entre
los cromosomas de los genomas A y D. El origen genético de las especies alotetraploides fue
demostrado experimentalmente cruzando G. arboreum (genoma A), especie diploide cultivada
en la India, y G. thurberi (genoma D), especie diploide silvestre de América, y duplicando los
cromosomas del hibrido estéril con colchicina. El hibrido anfidiploide (AADD, 2n=4x=52) produjo



hibridos fértiles cuando fue cruzado con especies tetraploides americanas. Dos especies
diploides y dos tetraploides de Gossypium son las especies cultivas actualmente:

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

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

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

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

3. Especies relacionadas con el OVM vy su distribucién

Las investigaciones filogenéticas en Gossypium distinguen a 45 especies diploides modernas
distribuidas entre tres linajes geograficos principales y ocho genomas. El linaje tetraploide
estadounidense se originé en los Ultimos 1-2 millones de afios a partir de un Unico evento de
hibridacidon entre un genoma A materno africano y un genoma D americano (Wendel et al.
2010). Se diversificd en cinco especies, tres especies silvestres endémicas, G. darwinii Watt
nativa de Galdpagos, G. tomentosum Nutt. ex Seem. de las islas hawaianas, G. mustelinum Miers
ex Watt restringido al noreste de Brasil, y las dos especies cultivadas G. barbadense y G.
hirsutum. Este ultimo proporciona mas del 90% del algoddn mundial, extendiéndose al norte y
al sur a latitudes subtropicales y templadas, mas de 30 ° como cultivo anual. Su rango indigena
(preindustrial) abarca la mayor parte de Mesoamérica y el Caribe, con dos centros de diversidad
morfoldgica y genética: uno en el sur de México-Guatemala, considerado un centro primario de
diversidad, y otro en el Caribe, donde se realizd cierta introgresion con G. Barbadense
(d'Eeckenbrugge y Lacape, 2014).

En estas dos regiones, G. hirsutum exhibe una gran variedad de formas perennes, que
Hutchinson (1951) clasifico en siete razas geograficas. La raza primitiva y altamente variable
‘punctatum’ se encuentra principalmente en Yucatdn y alrededor de las costas e islas del Golfo
de México. La raza 'latifolium' tiene un centro de diversidad en Guatemala y el sur de México,
pero su rango abarca desde la mayor parte de México hasta El Salvador y Nicaragua. La raza
'Marie-Galante' es distinta geograficamente y morfolégicamente, con su pronunciada
dominancia apical y habito arbéreo. Su rango incluye las Antillas y América Central, al sur de El
Salvador al norte y noreste de América del Sur. Su origen y difusidén parecen estar estrechamente
relacionados con las migraciones humanas que habrian resultado en la introduccién de G.
barbadense en Centroamérica y las Antillas y su introgresidon con G. hirsutum en estas areas. En
conjunto, estas tres razas mas extendidas, 'latifolium’, '‘punctatum'y 'Marie-Galante', abarcan la
mayor parte de la variacién morfoldgica en G. hirsutum. Las cuatro razas restantes presentan
una distribucion geografica mas restringida, con raza 'palmeri' en los estados mexicanos de
Oaxaca y Guerrero, raza 'morrilli' en la meseta central de México, raza 'richmondi' a lo largo del
lado Pacifico del Istmo de Tehuantepec, y raza 'yucatanense' limitada a la costa norte de
Yucatdn. Este ultimo se conoce solo como un arbusto extenso, pequefio y altamente ramificado
que forma un constituyente dominante de la vegetacién de playa no disturbada. Hutchinson
(1951) consideré a la raza 'yucatanense' como un caso extremo de poblaciones salvajes
derivadas de primitivos (d'Eeckenbrugge y Lacape, 2014).

La persistencia de las poblaciones silvestres de G. hirsutum ha sido objeto de considerable
debate. Por un lado, la mayoria de las colecciones de germoplasma provienen de habitats
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hechos por el hombre, como parcelas de campo y patios, o habitats altamente perturbados,
como bordes de caminos y vegetacion secundaria, lo que indica que las plantas de algoddn
espontdneas escaparon del cultivo. Ademas, la diferenciacion morfoldgica parece ser similar y
paralela tanto para variedades criollas como para plantas silvestres. Los materiales de prueba
de Yucatan, Hutchinson (1951) no observaron diferencias entre las progenies de 'punctatum' de
las plantas cultivadas en jardines y las plantas establecidas en la vegetacion natural. Por otro
lado, Sauer (1967) observd que los algodones silvestres del norte de Yucatan estan asociados
negativamente con los asentamientos humanos y forman un constituyente dominante de "un
complejo tipo de vegetacidon que ocupa un area coherente y extensa con limites naturales y
edaficos y climaticos". esta interpretacién en su estudio de la vegetacidn costera de las Islas
Caiman (d'Eeckenbrugge y Lacape, 2014).
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Figura 1. Distribucién potencial de algoddn feral, silvestre y cultivado de poblaciones de G. hirsutum en México y
América Central (Tomado de d'Eeckenbrugge & Lacape, 2014).

4. Especificacion de la existencia de especies sexualmente compatibles

No existen especies sexualmente compatibles con el algoddn cultivado (Gossypium hirsutum) en
el drea de liberacion propuesta. Fryxell (1984), 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), ya han reportado las especies de Gossypium para la regién
Norte de México, lo que confirma la no compatibilidad. Asimismo, de acuerdo a lo descrito por
la CONABIO (2011), no existe mas que un reporte dentro del poligono de liberacién, pero sélo
cercano a zonas de temporal donde no se siembra algoddn, lo cual impone una barrera fisica
para la ocurrencia de flujo de genético.

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 la situaciéon improbable de que pudieran quedar en contacto con
polen de G. hirsutum (tetraploide), el producto de la fecundacidén 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 otro lado, G. hirsutum puede hibridar y tener descendencia viable con G. barbadense,
aunque la distribucién de la especie alotetraploide se encuentra limitada principalmente al
sureste de México, lejos de las zonas productoras de algoddn comercial en el norte de la
Republica Mexicana.

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

Registros de colecta

e G barbadense

o G. hirsutum

Figura 2. Distribucion potencial de G. hirsitum L. y de sus parientes silvestres con los que puede hibridizar y tener
descendencia viable en México (Tomada de CONABIO, s.f).

5. Descripcion de los habitats donde el OVM puede persistir o proliferar en el ambiente
de liberacién

El algodén AGS001-1 modificado genéticamente, como el algoddn cultivado, podria persistir en
el mismo habitat que su contraparte convencional y requiere de la intervencién del hombre para
poder persistir. Las semillas de G. hirsutum normalmente requieren de alguna forma de
tratamiento para asegurar una adecuada germinacién: un tratamiento de calor y acido sulfurico
para eliminar la borra de la cubierta de la semilla. Las semillas que podrian escapar del cultivo
durante el transporte de la cosecha no necesariamente produciran poblaciones persistentes
debido a que requieren pre-tratamientos para poder germinar. La necesidad de humedad
suficiente también evita que la semilla pueda germinar en zonas de stress hidrico. Aln en dreas
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con alta precipitacién, las semillas que escapan tendran una baja posibilidad de establecerse
debido a su relativamente baja capacidad de colonizacién. Son embargo, existe la posibilidad de
que algodones ferales llegaran a interactuar con poblaciones de algoddn silvestre de la misma u
otra especie tetraploide. En caso de que ocurriera flujo de genes el efecto podria diluirse en
ambientes silvestres debido a procesos como deriva meidtica, falta de presiones selectivas que
favorezcan su persistencia en comunidades complejas,0 o por el costo que pudiera representar
la presencia de los transgenes (Rocha Munive et. al. 2018)

Las caracteristicas nuevas en el algoddn modificado AGS001-1, son la resistencia al ataque de
insectos lepidépteros y la tolerancia al herbicida glifosato, son las uUnicas diferencias con
respecto al algodén convencional.

La lluvia, la latitud, y la elevacidn son tres factores dominantes que influencian el clima durante
el desarrollo de este cultivo. Siendo el algodonero una planta tropical, es altamente sensible a
temperaturas por debajo de los 10°C, produciendo poco o nulo crecimiento a temperaturas por
debajo de los 15.6°C. La temperatura dptima para el crecimiento de brotes del algoddn es
aproximadamente 30°C; para crecimiento de raices la temperatura dptima del suelo es entre
29.4°Cy 35°C.

El algoddn es tipico de zonas cdlidas, por lo que su adecuado desarrollo requiere de 160 dias con
temperaturas por encima de los 15°C, adecuada iluminaciéon solar y un minimo de 50
centimetros cubicos de agua durante la época de crecimiento. Es importante enfatizar que dicho
cultivo no resiste grandes periodos de sequia, aunque se puede cultivar en casi cualquier tipo
de suelo, destacandose los de textura media (franco-arenosos finos, francos, franco-limosos y
franco-arcillosos gruesos). No se espera que el algodon AGS001-1 presente algin cambio en
estos rangos de tolerancia a factores abiéticos.

Método de transformacion

El algodon AGS001-1 se obtuvo mediante cruza convencional a partir de los eventos MON 15985
(algoddn Bollgard®ll) y MON 88913 (algoddn Solucién Faena Flex®).

El algoddn Solucidn Faena Flex® fue obtenido mediante transformaciéon mediada por
Agrobacterium tumefaciens empleando el plasmido PV-GHGT35. La linea parental del
algodonero Solucion Faena Flex® (evento MON 88913) es la variedad de algodonero Coker 312
y el evento MON 88913 es transferido a variedades comerciales mediante cruzamiento
convencional. Se utilizé la variedad Coker 312 debido a su respuesta positiva al sistema de
cultivo de tejidos usando en el proceso de produccidn de plantas transgénicas. Varios
investigadores (Trolinder and Goodin, 1987, Umbeck et al., 1987) han demostrado que la
variedad Coker 312 y un grupo de variedades relacionadas a esa linea tienen una caracteristica
de respuesta favorable al cultivo de tejidos. La variedad Coker 312, aunque no se cultiva
ampliamente, es un cultivar aceptado comercialmente (Australian Government, 2013).
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Figura 3. Mapa del plasmido PV-GHGT35 usado para crear el evento de algodén MON 88913 tolerante a glifosato.

Por otro lado, el algoddn Bollgard®ll evento 15985 se obtuvo mediante la transferencia de los
genes cry2Ab y uidA al algoddn Bollgard® variedad DP50 B (que contenia los genes CryAc, nptll
y aad). El método utilizado para introducir el gen cry2Ab dentro del tejido de la variedad de
algodon DP50 B fue el de biobalistica, utilizando el plasmido B1579 (ANZFA, 2002).
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Figura 4. Representacion esquematica del ADN plasmidico introducido en el evento de algodén MON 15985

resistente a insectos lepiddpteros.

Adicionalmente, para generar el algoddn Bollgard® se introdujo el gen CryAc a las plantas de
algodon de la variedad Coker 312 utilizando la cepa ABI de Agrobacterium (ANZFA, 2002). Los
procedimientos utilizados para la transformacion de explantes de hipocotilos de algoddn con
Agrobacterium fueron de acuerdo a los descritos por Umbeck et al. (1987). La regeneracion de
las plantas se llevé a cabo siguiendo el procedimiento de Trolinder y Goodlin (1987).



6. Organismo receptor y organismos donadores de la construccién genética

Organismo receptor: Gossypium hirsutum L.: cultivar con varias variedades y lineas de
mejoramiento.

Organismos e Los genes CrylAcy Cry2Ab fueron aislados de la bacteria Bacillus

donadores: thuringiensis subsp. kurstaki. Bacillus thuringiensis es una bacteria

gram-positivo que habita de manera natural en el suelo y ha sido
utilizada comercialmente durante casi 40 afios para el control de
insectos. Produce una proteina (endotoxina) que actua
especificamente sobre las larvas de insectos lepiddpteros al
destruir su sistema digestivo.

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

hombre y los animales.

7. Patogenicidad o virulencia de los organismos donadores y receptores

El organismo receptor de la transformacién, el algoddn cultivado, no se considera un organismo
patdgeno. Sin embargo, la planta produce gosipol y acidos grasos ciclopropenoides (CPFA,
cyclopropenoid fatty acids), los cuales son toxicos naturales.

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria gram-positiva, facultativa anaerdbica que forma
inclusiones de proteina adyacente a la endospora. Las subespecies de Bt pueden sintetizar mas
de una inclusiéon parasporal. La proteina producida en el algoddn es 99.4% idéntica a la proteina
producida por Bacillus thuringiensis subespecies kurstaki (B.t.k.) de la cepa HD-73. Esta cepa
controla insectos plagas por la produccidén de las proteinas cristal insecticida conocidas como
delta-endotoxinas. La proteina delta-endotoxina producida por varias subespecies de Bt exhiben
diferencias en la secuencia de aminoacidos para el dominio terminal amino de las proteinas.
Estas diferencias son importantes en la accién selectiva contra ciertas insectos plagas. Lo mas
importante, la accién de la proteina de Bt no tienen efecto contra organismos no blanco tales
como los peces, aves y mamiferos debido a que no tienen los receptores en el intestino medio.
Esto explica la ausencia de toxicidad de la proteina delta endotoxina de B.t.k. a los organismos
no blanco. La proteina B.t.k. expresada muestra especificidad solamente a los insectos del orden
lepiddptera y no tiene ningun efecto dafiino sobre los organismos no blanco. La proteina Cry2Ab
es una version sintética del gen nativo de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki. La modificacion
fue necesaria para proveer secuencias controladoras que permitieran una mejor expresion del
gen en las plantas de algoddn (Bravo, 1997).

La bacteria Agrobacterium sp. cepa CP4 es un microorganismo presente comiunmente en el
suelo y en la rizosfera de las plantas. Si bien esta bacteria puede causar enfermedades y es
considerada una especie patdgena, ninguna de las secuencias genéticas que producen los
sintomas de la enfermedad forman parte de las secuencias en el algoddn modificado
genéticamente. Unicamente el gen CP4 EPSPS de esta bacteria fue transferido para producir las
lineas de algoddn tolerantes a herbicidas. La secuencia del ADN transferido y de la proteina
producida es completamente conocida y se encuentra presente en todas las plantas y en la
mayoria de los microorganismos que comunmente son parte de la dieta humana, y no existe
evidencia de que esta proteina pueda causar algun efecto negativo en la salud humana o de
cualquier otro vertebrado (Fuchs, 1994; Hammond et al. 2004).



8. Integridad del inserto

Los datos individuales de cruzamientos con otras variedades comerciales de algoddn
demuestran la estabilidad de la transferencia del inserto funcional, de generacién en
generacion. Basandose en andlisis moleculares, datos sobre la expresién fenotipica y patrones
de herencia, se ha demostrado la integracién estable del gen CrylAc dentro del cromosoma del
algodén. Los resultados de dichos estudios se resumen a continuacioén:

- Analisis por Southern blot de numerosas generaciones de algoddn llevados a cabo durante
ocho afios, han dado como resultado un patrén de Southern blot idéntico, lo que indica la
estabilidad del inserto funcional del gen crylAc.

- Andlisis ELISA de semilla obtenida de ensayos en multiples localidades, durante ocho afos,
mostraron niveles similares de las proteinas CrylAcy NPTIL.

- Se ha confirmado la produccién de la proteina CrylAc por deteccidn inmunoldgica y/o datos
de eficacia bajo diferentes condiciones ambientales, en numerosas variedades de algoddn.

- Se observa herencia mendeliana de las caracteristicas aportadas después de autopolinizacion
o retrocruzamientos con otras variedades de algoddn.

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

- La calidad de la semilla del algoddn se ha mantenido después de la transferencia del gen crylAc
dentro de distintas variedades comerciales.

De acuerdo con estos resultados, no existe evidencia o probabilidad de inestabilidad genética o
de ineficacia. Ademas, estos datos confirman que la caracteristica AGS001-1 estd integrada
establemente en el genoma del algoddn.

9. Maecanismo de accion de los genes CP4 EPSPS, CrylAc y Cry2Ab

La funcién de la EPSP es unir el acido shikimico con el acido fosfoenolpiruvico (PEP). Como la
estructura de PEP y del glifosato son muy similares, el glifosato actia como inhibidor
competitivo y se une fuertemente al complejo formado por el shikimato y la EPSPS, resultando
en una acumulacién de shikimato en concentraciones toxicas. El glifosato se transporta
simpldsticamente hacia los meristemas de la planta en crecimiento y, al actuar como inhibidor
competitivo de la EPSPS, resulta en la acumulacién de shikimato y el bloqueo de la sintesis de
los aminodacidos aromaticos. El mecanismo de accién del herbicida es a través de la inhibicion
de la enzima 5-enolpiruvilshykimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS), impidiendo la biosintesis de los
tres aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina). En consecuencia, la presencia
de glifosato determina la supresion de crecimiento y muerte (Villalba, 2009).

Para el desarrollo de plantas transgénicas resistentes a glifosato, se aislé el gen que codifica una
EPSPS resistente a glifosato de la cepa CP4 de Agrobacterium tumefaciens (CP4 EPSPS) y se clond
el gen gox, que codifica la enzima glifosato oxidoreductasa (responsable del proceso de
degradacion del glifosato por la ruta del acido aminometilfosfonico), a partir de la cepa LBAA de
Achromobacter sp. El gen CP4 EPSPS, derivado de la cepa CP4 de Agrobacterium tumefaciens,
codifica la enzima C4-EPSPS altamente insensible al glifosato. Esta enzima sélo difiere en el
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aminodcido de la versidn de las plantas (alanina por glicina). En presencia de glifosato, las plantas
gue expresan C4-EPSPS contintan la sintesis de aminoacidos aromaticos (Villalba, 2009).

En cuanto a las proteinas Cry, el resultado final en que ejecutan su actividad letal conlleva la
formacidn de poros liticos en la membrana apical del intestino medio del insecto susceptible,
mediada por el reconocimiento de un receptor proteico. El mecanismo consiste en que,
posterior a la ingestidn de la espora y el cristal de Bt, estos Ultimos se solubilizan bajo la fisiologia
alcalina del intestino medio de la larva susceptible, liberandose la protoxina que a su vez es
cortada por proteasas (tripsinas o quimiotripsinas), dejando un fragmento activo de
aproximadamente 60-70 kDa. La toxina activa reconoce un receptor tipo caderina (CADR) en la
microvellosidad apical intestinal del insecto blanco (plaga). Luego, la hélice a-1 es cortada por
proteasas asociadas a vesiculas de membrana de la microvellosidad apical, con lo cual se forman
oligdmeros que interactian con otros receptores de la membrana apical. Esto genera poros
liticos en las balsas lipidicas de la membrana celular, que permiten el paso de iones y agua
causando hinchazon, lisis y la posterior muerte del insecto susceptible (Pigott y Ellar, 2007).

10. Toxicidad y alergenicidad de las proteinas expresadas

La proteina CP4 EPSPS y las proteinas CrylAc y Cry2Ab no tienen efectos sobre el metabolismo
normal de la planta. Asimismo, la secuencia de aminodacidos de la proteina CP4 EPSPS no
muestra homologia con ninguna de las secuencias de los alérgenos en las tres bases de datos de
proteinas actuales (Mitsky, 1993) y, por lo tanto, se concluye que la proteina CP4 EPSPS no
presenta ningun potencial de alergenicidad para los humanos. Ademas, la EPSPS es ubicua en la
naturaleza y no se espera que sea toxica o alergénica.

11. Estabilidad fenotipica.

El algodén AGS001-1 contiene una copia completa de los genes transferidos, mismos que se
integraron de manera estable el genoma del algodonero. Se compararon datos de segregacion
a través de cuatro generaciones y la frecuencia de los individuos esperados con los observados
que expresaban la proteina Cry2Ab. La expresion de la proteina Cry2Ab se analizé mediante
ELISA. Todas las generaciones segregaron una sola insercidn del gen Cry2Ab. La presencia de la
proteina Cry2Ab a través de multiples generaciones siguié el patron de herencia mendeliana. La
presencia del gen cry2Ab fue confirmada mediante analisis Southern blot.

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

El algodén AGS001-1 se ha llevado por cinco generaciones de retrocruzas sin pérdida del
fenotipo de tolerancia a glifosato o rearreglo de los elementos genéticos transferidos. El
material genético y los segregantes del material transferido no presentan el fenotipo de
tolerancia al herbicida. Datos obtenidos de andlisis de hibridacidon Southern indican que todos
los elementos genéticos transferidos, incluyendo regiones codificantes, promotores y regiones
no codificantes, se encuentran presentes como insertos Unicos de manera estable en el algoddn
y de que no se encuentran secuencias del vector no requeridas.

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

12. Sitio de liberacion.

El poligono donde se realizara la liberacién esta ubicado en las regiones agricolas de Chihuahua
y la Comarca Lagunera que comprende los estados de Coahuila y Durango. El poligono se
muestra a continuacion.

Figura 2. Poligono de liberacidn en Chihuahua, Coahuila y Durango.

Dicho poligono estd ubicado en las regiones algodoneras de Chihuahua y de La Comarca
Lagunera. Los municipios comprendidos son: Ahumada, Aldama, Allende, Aquiles Serdan,
Ascension, Buenaventura, Camargo, Casas Grandes, Coronado, Coyame del Sotol, La Cruz,
Chihuahua, Delicias, Galeana, Guadalupe, Ignacio Zaragoza, Janos, Jiménez, Juarez, Julimes,
Lépez, Manuel Benavides, Matamoros, Meoqui, Namiquipa, Nuevo Casas Grandes, Ojinaga,
Praxedis G. Guerrero, Riva Palacio, Rosales, San Francisco de Conchos, Saucillo, Valle De
Zaragoza (Chihuahua); Cuatrociénegas, Francisco |. Madero, Matamoros, Parras, San Pedro,
Sierra Mojada, Torredn, Viesca (Coahuila) y Gémez Palacio, Lerdo, Mapimi, Tlahualilo (Durango).

Asimismo, dentro del poligono se localizan las ecorregiones nivel IV: “Lomerios y planicies con
matorral xerdfilo, pastizal y bosques de encino y coniferas”, “Lomerios y Sierras bajas del
Desierto Chihuahuense Norte con matorral xerdfilo micréfilo-rosetdfilo”, “Lomerios y Sierras
bajas del Desierto Chihuahuense Sur con matorral xeréfilo micréfilo-rosetéfilo”, “Piedemontes
y Planicies con Pastizal, matorral xerdfilo y bosques de encinos y coniferas”, “Planicies del
Altiplano Zacatecano Potosino con matorral xerdfilo micréfilo-crasicaule”, “Planicies del centro
del Desierto Chihuahuense con vegetacidn xeréfila microfila-haldfila”, “Sierra con bosques de
coniferas, encinos y mixtos”, “Sierra con bosques de encinos, coniferas y mixtos”, y “Valles
endorreicos de Cuatrociénegas con vegetacion xeroéfila microfila-halofila-gipsofila”.
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Figura 3. Ecorregiones Nivel IV presentes dentro de los poligonos de liberacion propuestos.
13. Método de Deteccidn.
Evento MON 88913

Para la deteccion especifica del ADN gendmico del evento MON 88913, se amplifica un
fragmento de 94 pb de la regiéon que abarca la unién 5' usando dos cebadores especificos. Los
productos de PCR se miden durante cada ciclo (en tiempo real) por medio de una sonda
oligonucleotidica especifica del objetivo, marcada con FAM como colorante informador en su
extremo 5 'y MGBNFQ como colorante extintor en su extremo 3' (Delobel et al. 2009).

Para la cuantificacidn relativa del evento ADN MON 88913, un sistema de referencia especifico
de algoddn amplifica un fragmento de 76 pb de acp1 (un gen enddgeno de algoddn que codifica
un portador de acilo proteina), usando dos cebadores especificos del gen acpl y una sonda
especifica del gen acp1 marcada con Colorante FAM y TAMRA como colorante extintor (Delobel
et al. 2009).

Las curvas estandar se generan para los sistemas especificos MON 88913 y acpl trazando los
valores de Ct medidos para los puntos de calibracién contra el logaritmo de los nimeros de copia
de ADN vy ajustando una linea de regresion en estos datos. A partir de entonces, las curvas
estandar se utilizan para estimar los nimeros de copias en el ADN de muestra desconocido
mediante la interpolacién de las curvas estandar (Delobel et al. 2009).

Para la cuantificacion relativa del ADN del evento MON 88913 en una muestra de prueba, el
numero de copia MON 88913 se divide por el nimero de copia del gen de referencia del algodén
(acpl) y se multiplica por 100 para obtener el valor porcentual (GM% = MON 88913 / acpl x
100) (Delobel et al. 2009).
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La muestra de calibracién S1 se preparé mezclando la cantidad apropiada de ADN de MON
88913 en ADN de algoddn no GM de control para obtener un MON 88913 GM al 10%. La muestra
S2 se preparé mediante dilucién doble de la muestra S1; la muestra S3 se preparé mediante una
dilucién de cinco veces desde la muestra de S2; la muestra S4 se prepard mediante una dilucidn
de tres veces de la muestra S3 y la muestra S5 se preparé mediante diluciéon cuadruple a partir
de la muestra de S4 (Delobel et al. 2009).

Los nimeros de copia absoluta en las muestras de la curva de calibraciéon se determinan
dividiendo el peso del ADN de la muestra (nanogramos) por el valor promedio publicado de 1C
para el genoma del algodén (Delobel et al. 2009).

Evento 15985

Para la deteccién especifica del ADN gendmico del evento MON 15985, se amplifica un
fragmento de 82 pb de la regidon que abarca la unidn 3' usando dos cebadores especificos. Los
productos de PCR se miden en cada ciclo por medio de una sonda oligonucleotidica especifica
para el objetivo marcada con colorante FAM y TAMRA como colorante extintor (Savini et al.
2008).

Para la cuantificacidn relativa del evento ADN MON 15985, un sistema de referencia especifico
de algoddn amplifica un fragmento de 76 pb de acpl (un gen enddgeno de algoddn que codifica
un portador de acilo proteina), usando dos cebadores especificos del gen acpl y una sonda
especifica del gen acpl marcada con Colorante FAM y TAMRA como colorante extintor (Savini
et al. 2008).

Las curvas estandar se generan para los sistemas especificos MON 15985 y acpl trazando los
valores de Ct medidos para los puntos de calibracién contra el logaritmo de los nimeros de copia
de ADN vy ajustando una linea de regresién en estos datos. A partir de entonces, las curvas
estandar se utilizan para estimar los nimeros de copias en el ADN de muestra desconocido
mediante la interpolacién de las curvas estandar (Savini et al. 2008).

Para la cuantificacion relativa del ADN del evento MON 15985 en una muestra de prueba, el
numero de copia MON 15985 se divide por el nimero de copia del gen de referencia del algodén
(acpl) y se multiplica por 100 para obtener el valor porcentual (GM% = MON 15985 / acpl x
100) (Savini et al. 2008).

La muestra de calibracién S1 se preparé mezclando la cantidad apropiada de ADN de MON
15985 en ADN de algoddn no GM de control para obtener un MON 15985 GM al 10%. La muestra
S2 se prepardé mediante dilucién doble de la muestra S1; la muestra S3 se preparé mediante una
diluciéon de cinco veces desde la muestra de S2; la muestra S4 se prepard mediante una dilucidn
de tres veces de la muestra S3 y la muestra S5 se prepard mediante dilucién cuadruple a partir
de la muestra de S4 (Savini et al. 2008).

Los numeros de copia absoluta en las muestras de la curva de calibracion se determinan
dividiendo el peso del ADN de la muestra (nanogramos) por el valor promedio publicado de 1C
para el genoma del algoddn (Savini et al. 2008).
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