DIRECTRICES TECNICAS UTILIZADAS PARA LA EVALUACION DEL RIESGO
DE ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS

MINISTERIO DE AGRICULTURA'Y GANADERIA
DIRECCION DE SERVICIOS DE PROTECCION FITOSANITARIA
SOLICITUD DE PERMISO DE IMPORTACION, LIBERACION Y/O MOVILIZACION
ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE (O.V.M.)

BIO-02

1. Nombre y direccién de la empresa o institucién s olicitante:

BAYER CENTRAL AMERICA, S.A.

Edificio Eurocenter 11, 5to Piso. 400 m E del Mall Real Cariari, Barreal de Heredia (frente a CENADA).

2. Teléfono: 2589-8900 Fax: 2589-8999
3. TIPO DE ACTIVIDAD 4. ESTA SOLICITUD ES: 5. MEDIOS DE
REQUERIDA Nueva MOVILIZACION
Movilizacion Extension Correo
K| Importacién Suplementaria Equipaje de mano

Liberacion al medio ambiente
Importacién y liberacion
K Movilizacién y liberacién

Otro, especifique:
Aéreo

6. COMPLETAR Nombre Cientifico Nombre comun | Nombre comercial

a. Organismo donador: Bacillius thuringiensis Bt

b. Organismo receptor: Gossypium hirsutum Algodon

c. Agente vector o vectores: Se transformé mediante Agrobacterium

Agrobacterium tumefaciens

d. Organismo vivo modificado Gossypium hirsutum Algodoén Algodon  Glytol
(transgénico) Cotton BCS

7. CANTIDAD TOTAL DEL ORGANISMO VIVO 8. FECHA DE IMPORTACION O
MODIFICADO MOVILIZACION

Importador: Bayer Central America, S. A.

Liberar: Aeropuerto Juan Santamaria

Itinerario propuesto:
N°introducciones:

9. PAIS DE ORIGEN DEL ORGANISMO VIVO 10.

MODIFICADO
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

DESTINO FINAL DE LA IMPORTACION,
MOVILIZACION O LIBERACION
Liberia-Guanacaste

11. ADJUNTO LA INFORMACION QUE COMPLETA LA PRESENTE SOLICITUD:

12. FIRMA DEL RESPONSABLE 13. NOMBRE Y CARGO QUE 14. FECHA

OCUPA EN LA EMPRESA

Erwin Gamboa Segura
Especialista en
Regulatorios y Operaciones

Asuntos

PARA SER LLENADO POR LA DIRECCION DE SERVICIOS DE PROTECCION FITOSANITARIA

Informacién completa: Fecha de recepcion de la solicitud: Fecha de inicio del analisis
Si No de solicitud:
Fecha de expiracion: Certificado ylo requisitos | Firma de la DSPF

fitosanitarios
Si

No




INFORMACION COMPLEMENTARIA DE LA SOLICITUD:

PARTE A: DATOS GENERALES DEL SOLICITANTE

1. Nombre, direccion particular, nidmero telefénico, namero de cédula y curriculum de la
persona responsable.

Responsable Técnico :

Erwin Gamboa Segura

Residencias Piedra y Navarro, Casa No. 3, 25 m N. del Puente sobre Rio Seco, Los Angeles,
Cartago.

Tel. 8932-2770, céd 1-949-744

Responsable Legal:

Omar Arias Lépez

Del Final del Boulevard de Rohrmoser 500 mts. Norte,
Tel. 88210889, céd 1-594-353

2. Nombre, direccién del importador y/o fabricantes

BAYER CENTRAL AMERICA, S.A.
Edificio Eurocenter Il, 5to Piso. 400 m E del Mall Real Cariari, Barreal de Heredia (frente a
CENADA).

3. Nombre, direccién y nimero telefénico de otras p  ersonas involucradas en los ensayos.

Art Simpson, Director Cotton Supply Chain
3223 South Loop 289, Suite 325. Lubbock, Texas 79423. EEUU.
Tel. 806-765-8844

Ali Scott, Gerente de Asuntos Regulatorios para las Ameéricas.
2 T.W. Alexander Drive, Research Triangle Park, NC 27709. EEUU.
Tel. 919-549-2159

Steve Miller, Parent Seed Cotton Supply Chain
# 7 Seed Plant Road. Stoneville, MS 38776. EEUU.
Tel. 662-686-2334

Omar Arias Lépez, Gerente Técnico Regional CA & C

Del Final del Boulevard de Rohrmoser 500 mts. Norte,
Tel. 88210889

Compaiiia contratada para la produccion de semillas

Compaifiia: Semillas Olson
Responsable Legal: James Olson
Responsable Técnico: Adam Olson
Teléfonos: 2665-1671

e-mail: aolson@semolson.com

Responsable de Bayer a contactar en caso de accidente o imprevisto:

Erwin Gamboa, Oficinas Centrales Bayer. Tel. 8932-2770 / 2589-8962



4. Nombre, direccion y numero telefénico de la(s) p  ersona(s) que haya(n) desarrollado o
facilitado el organismo vivo modificado.

EL GEN 2m epsps LA SEMILLA
Bayer BioScience N.V. Bayer CropScience -David Becker
Technologiepark 38 Route 1, Box 152.
9052 Gent 38 Lubbock, TX USA
Belgium Tel: 001(806)762-6021.

Bayer Cotton Seed International -Steve Hague
Transgenic Cotton Breeder

117 Kennedy Flat Rd

Leland, MS 38756

Tel:001-662-686-9235

Cell: 001-662-822-352

Bayer CropScience -Linda Trolinder-Wright
Cotton Development Manager

Rt 1 Box 152

Lubbock, Texas 79401

Tel 001-806 765 8844

Fax 001-806-763-2564



5. Nombres cientificos, comunes, comerciales y toda s las designaciones para identificar el o
los organismos receptores, agentes vectores emplead 0s en la construccion de cada
organismo vivo modificado.

Nombre Cientifico Nombre Comun
a. Organismo donador Zea mays Maiz
b. Organismo receptor Gossypium hirsutum Algodon
c. Vector o agente vector Agrobacterium tumefaciens Agrobacterium
d. Organismo regulado Gossypium hirsutum Algodon Glytol Cotton BCS

El "nimero Unico de identificacion de organismos transgénicos”, segun la guia emitida por la OECD,
es el BCS-GH@Z@2-5.

PARTE B: MOVILIZACION

1. Descripcion del envase o empaque que se usara pa ra movilizar el producto.
Envases:

La semilla se envia usualmente en una bolsa doble de polietileno o, dependiendo de la cantidad,
dentro de sobres embalados dentro de una caja. Todos los contenedores o envases, sean cajas,
sobres o bolsas, contaran con etiquetas que identifican claramente el producto que contienen,
siguiendo el formato Bio-04 segln el Articulo 122 del Reglamento N° 26921 a la Ley Fitosanitaria
7664.

2. Cantidad de organismo vivo modificado a moviliza  r, calendario propuesto de movilizacién
Informacién disponible en el registro de este evento.

3. Descripcion del sustrato que acompafia al organis mo vivo modificado durante su
movilizacién y una descripcion detallada del método gue se empleara para su construccion.

El material transgénico sera transportado en forma de semilla. No habra ningun sustrato ni otro
material biolégico que acompafie al producto manipulado durante su movilizacion.

4. Ruta de movilizacion, desde el lugar de origen h  asta su destino propuesto, incluyendo
destinos intermedios y destinos finales.

Toda la semilla que ingresa viene en envases contenedores de plastico con su respectiva
etiqueta. En dicha etiqueta se indica el nimero y/o nombre del material o linea que contiene y que
se trata de material regulado. Esta identificacion se mantendra durante todo el proceso del
ensayo.

En caso de no poder sembrar inmediatamente después de que el material sea trasladado al sitio
del ensayo, el mismo se almacenara en la Planta de Bayer en Liberia hasta el momento de la
siembra.

Todo el material a ser importado provendra de los Estados Unidos y llegara por via aérea al
Aeropuerto Juan Santamaria.

5. Descripcion del procedimiento y medidas de biose guridad que deben ser utilizadas para
prevenir el escape y diseminacién del organismo viv 0 modificado durante su movilizacién



Embarque de semillas: Las semillas seran transportadas en sacos de papel o bolsas de alta
resistencia sellados herméticamente para prevenir cualquier derrame desde el origen hasta el
sitio de su liberacion en campo. Al documentar los embarques de semilla, se haran todas las
especificaciones pertinentes a la compafiia transportadora para que el material sea manipulado
con cuidado y evitar rompimiento de los sacos. En caso de derrame accidental de semilla durante
el transporte, la empresa transportadora tendra indicaciones para que se recoja la semilla
derramada y mantengan el material bajo resguardo hasta que Bayer sea notificado y en conjunto
con las autoridades reguladoras de Costa Rica se tomen las medidas conducentes. Todos los
sacos con semilla estaran debidamente etiquetados en forma visible para prevenir cualquier
confusién en su manejo.

PARTE C: INFORMACION ESPECIFICA DEL ORGANISMO VIVO
MODIFICADO

1 Objetivo o propésito de la introduccion, moviliza cion y/o liberacién al medio ambiente del
organismo vivo modificado.

El Unico objetivo de la introduccion del organismo vivo es el incremento de semilla para luego
exportar ésta a su pais de origen. No se van a realizar cruces de ningun tipo ni cualquier otra
actividad diferente al incremento de semilla con este material en Costa Rica.

2. Descripcion del material antes de la modificaci6 n genética: Ciclo de vida con énfasis
especial sobre autocruzas, polinizacion, habitat, e  species silvestres y distribucion de estas,

mecanismos y frecuencia de autocruzas con miembros de la especie y especies
filogenéticamente cercanas, y cuando se trate de or  ganismos de origen microbiano: Ciclo de
vida, caracteristicas de patogenicidad, hospederos, descripcion de etapas de desarrollo

(indculo, tipos de inoculo, penetracion, etc.) dise minacién, invernacion e interacciéon con otros
microorganismos.

El cultivo del algodonero ( Gossypium hirsutum  L.).

El algodén ha sido cultivado en climas tropicales y subtropicales del mundo desde tiempos
prehistéricos. Aunque las especies de algoddn silvestre en la mayoria de los casos son perennes, las
especies de algodon domesticadas son cultivadas generalmente como cultivos anuales. En el ambito
mundial el algodon es la fuente de fibra mas importante para la industria textil y la segunda fuente de
aceite de origen vegetal, ubicaAndose después de la soya.

Origen y especies del género  Gossypium.

Las especies silvestres y cultivadas del género Gossypium pertenecen a la familia Malvaceae. Este
género contiene 50 especies con un nimero 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
(Poehlman y Sleper, 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 combinacién de los genomas AADD Yy tienen 26 cromosomas
largos y 26 cromosomas chicos, aunque existe algun traslape en tamafio entre los cromosomas de
los genomas A y D. El origen genético de las especies alotetraploides fue demostrado
experimentalmente cruzando G. arboreum (genoma A), especie diploide cultivada en la India, y G.
thurberi (genoma D), especie diploide silvestre de América, y duplicando los cromosomas del hibrido
estéril con colchicina. El hibrido anfidiploide (AADD, 2n=4x=52) produjo hibridos fértiles cuando fue
cruzado con especies tetraploides americanas. Dos especies diploides y dos tetraploides de
Gossypium son las especies cultivadas actualmente:



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

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

Floracion y polinizacion del algodén

Las flores del algodonero son bisexuales; nacen en las axilas foliares a lo largo de las ramas
fructiferas. Cada rama puede producir hasta 10 botones. Cada flor estd compuesta por un caliz
tubular, ligeramente pentalobulado, corola de cinco grandes pétalos que son de color blanco cremoso
por las mafianas, 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 6vulos; el estilo termina en un estigma lobulado.

El androceo es un tubo corto que se inicia en la base del gineceo envolviéndolo, dando origen - en
toda su longitud -, a estambres filamentosos que terminan en anteras bilobuladas.

Cada botdn floral esta protegido por tres a cinco bracteas triangulares formando lo que se conoce
comunmente como cuadros. Las bracteas persisten hasta la maduracioén 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 liberacion de polen. El algodén se considera una especie autdgama. La polinizaciéon ocurre
durante unas pocas horas de la mafiana del dia de la apertura de la flor. La corola se torna de color
rojo un dia después de la antesis y mas tarde se cae de la planta. El periodo de floracién puede ser
de 20 dias en promedio.

Potencial de polinizaciéon cruzada

El potencial de polinizacion cruzada o “outcrossing” puede definirse como la habilidad de los genes de
escapar hacia parientes silvestres del algodon. El flujo de genes puede ocurrir de manera vegetativa,
por semilla o por polen. La propagacion vegetativa es poco comun para el algodén y la dispersion de
semillas por viento y animales es raramente exitosa debido a las propiedades de la estructura del
capullo. El polen de algodén no se transfiere por el viento debido a su naturaleza grande, pesada y
pegajosa (Niles y Feaster, 1984). La polinizaciéon cruzada natural se debe al traslado del polen por
insectos, siendo las abejas los polinizadores mas importantes de algodén (McGregor, 1976).

Algunos estudios de polinizacion cruzada sugieren que el movimiento de polen disminuye muy rapido
a medida que aumenta la distancia a la fila donde se encuentra el polen marcado, y la transferencia
de polen més alla de 12 metros es muy baja. Vaissiére (1990) preparé un estudio conteniendo una
revision de la literatura sobre polinizacion de algodén y un resumen de su estudio, “Dispersion y
Traslado de Polen en Algodén Upland”, conducido en Texas en 1983. (Ver folio 000204 a 000214). El
estudio de Texas se llevd a cabo utilizando una linea macho estéril rodeada por plantas masculinas
fértiles. Se suministraron sesenta colonias de abejas. Los resultados mostraron que el traslado de
polen en algodon upland disminuye en proporcion a la inversa de la distancia a la fila polinizadora
mas cercana y no hubo un traslado significativo de polen mas alla de los 12 metros. Meredith y Bridge
(1973) no detectaron outcrossing entre plantas adyacentes en un estudio realizado en Stoneville, MS;
el limite aproximado de deteccién para el tamafio de la muestra y los métodos fue de
aproximadamente 0.046%. En otros estudios mencionados por Hutmacher, et al., (2006), se reafirma
que la frecuencia de polinizacién cruzada natural disminuye conforme aumenta la distancia entre las
plantas donadoras y receptoras. Segun estos autores, se ha visto que la frecuencia de polinizacion
cruzada natural puede disminuir desde 2,17% en hileras adyacentes a 1,42 en hileras con 2 m de
separacion y cero en hileras a 10 m de distancia.



A pesar de que no se cuenta con datos de estudios hechos a nivel local, estas investigaciones
sugieren que independientemente de la localidad, se mantiene la tendencia de disminucién del
porcentaje de polinizacion cruzada conforme aumenta la distancia desde la fuente de polen.

Segun la base de datos del INBio, a la fecha en Costa Rica se han identificado ocho especimenes de
Gossypium hirsutum y un espécimen de G. barbadense en la Vertiente Pacifica
(http://www.inbio.ac.cr/bims/k03/p13/c045/00250/f01572/9008192/s024849.htm). Sin embargo,
ninguno de estos hallazgos se reporta en la localidad donde se realizardn los ensayos. Ya se ha
iniciado el levantamiento de especies vegetales asociadas al cultivo de algodon en las areas de
siembra y produccion y sus alrededores. Estos estudios se completaran en coordinacion con el
Programa de Biotecnologia y los expertos aprobados por las autoridades pertinentes.

Es experiencia de Bayer que, por razones climaticas y condiciones de suelo, cualquier semilla de
algodén remanente germinaria en el campo fuera de época de cultivo y se eliminara durante la época
de monitoreo. De no ser asi, se pudriria en el suelo y por lo tanto quedaria sin viabilidad.

En el caso de nuestros ensayos, el algodon sera plantado en areas mas bajas que los alrededores
(lowland) 0-100 msm, rodeado ya sea por pastizales o por arboles. Los cerros y la vegetacién
circundante actuaran como barreras naturales al flujo de polen, en caso que algo de polen fuera a ser
transportado por el viento, aunque como ya se mencion0, naturalmente el polen de algodén no se
transporta de esta forma.

3. Descripcidon de las caracteristicas genéticas del organismo donador, organismo receptor y
vector, asi como el pais y localidad de origen.

Organismo donador

El organismo donante de la secuencia del gen 2mepsps fue el maiz (Zea mays L.). El mismo fue
generado a través de la introduccion de dos mutaciones puntuales en el gen de tipo silvestre epsps
(wtepsps) clonado de maiz (Zea mays L.) utilizando técnicas in vitro. Estos cambios al gen dieron
como reultado la produccién de una proteina EPSPS doble mutante (2mEPSPS) que tiene menor
afinidad de unién por el glifosato, permitiendo asi una suficiente actividad enzimatica para que la
planta crezca de manera normal en presencia del este herbicida.

Organismo vector

Las lineas de algodén Glytol Cotton BCS fueron obtenidas utilizando el sistema de transformacion
genética mediado por Agrobacterium, usando una cepa inhabilitada para infeccion (desarmada) que
contiene una copia simple de T-DNA.

El organismo receptor

La linea parental de Glytol cotton BCS es la variedad de algodonero Coker 312. Esta vieja variedad
de algodon se cultiva todavia en superficies reducidas. Bayer CropScience y sus compafiias de
semillas estan transfiriendo las caracteristicas de la linea Glytol Cotton BCS a variedades comerciales
mediante técnicas de mejoramiento convencional. Se utilizé la variedad Coker 312 debido a su
respuesta positiva al sistema de cultivo de tejidos usado en el proceso de produccion de plantas
transgénicas.

Coker 312 es una variedad comdn encontrada en productos alimenticios e industriales. La variedad
Coker 312 corresponde a una variedad de algodon vieja que aun se cultiva en superficies reducidas.
Bayer CropScience y sus compafiias de semillas utilizan las variedades Coker 312 y 315 debido a su
respuesta positiva al sistema de cultivo de tejidos usado en el proceso de produccion de plantas
transgénicas y luego cruzan por métodos convencionales las variedades con aquellas variedades en
el mercado hoy. Las variedades Coker 312 y 315, aunque no se cultivan en forma extensiva, son
cultivares aceptados comercialmente.

(ILSI database on cotton composition : http://www.cropcomposition.org/)




En plantas y microorganismos, la enzima EPSPS esta involucrada en la biosintesis de aminoacidos
aromaticos, vitaminas, y varios metabolitos secundarios. Esta enzima no se encuentra presente en
animales. El glifosato interfiere con el metabolismo vegetal normal a través de la inhibicién de la
enzima 5-enolpyruvyl-3-phosphoshikimic acid synthase (EPSPS).

La funcion del ADN introducido es conferirle a la planta tolerancia al herbicida glifosato. El glifosato
actla inhibiendo la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS). Esta enzima esta
involucrada en la ruta del acido shikimico para la biosintesis de aminoacidos aromaticos en plantas y
microorganismos.

La tolerancia al herbicida se logré por la integracion de la region codificante del gen modificado de
maiz (Zea mays L.) 2mepsps, codificante para una proteina doble mutante EPSPS (2mEPSPS). La
substitucién de dos aminoacidos da como resultado una proteina con una alta tolerancia a glifosato
pero que mantiene una actividad especifica lo suficientemente alta.

Uso seguro del organismo donante

La enzima transgenica procede de Zea mays que es un cultivo alimenticio con una larga historia de
uso seguro. El maiz es uno de los pocos cultivos indigenas principales del Hemisferio Occidental y
se cultiva en casi todas las areas del mundo sobre una amplia gama de condiciones climaticas
(Hallauer et al. 1988). Literalmente, miles de productos alimenticios humanos y animales y productos
industriales dependen de ingredientes en base a maiz. A lo largo de los afios, el maiz ha demostrado
un excelente record de uso seguro.

El maiz es consumido como grano de maiz entero o procesado. El maiz es una excelente materia
prima para la fabricacién de almidon (Anderson y Watson 1982), el cual es convertido en un ndmero
de productos de primera y segunda generacién. Adicionalmente, el aceite de germen de maiz que es
procesado comercialmente representa un porcentaje significativo de la produccién de aceite vegetal
(Orthoefer and Sinram 1987).

Ademas del grano de maiz utilizado para el consumo humano, el uso del maiz esta ampliamente
impulsado por la demanda para alimento animal como ensilaje de maiz entero. El maiz es facilmente
consumido por el ganado. La mayoria de la produccién anual en los Estados Unidos de América es
para alimentar ganado, pollos y cerdos (Hodge 1982, Watson 1988, Perry 1988).

El maiz (Zea mays L.) tiene una larga historia de uso seguro. No es patogénico o toxico para
mamiferos. Expertos en alergia, consideran al maiz como un alergeno alimenticio muy raro; por lo
que como la fuente de origen del gen puede ser considerado seguro.

Mas importante todavia, la proteina 2mEPSPS es una proteina de 47 kDa que no pertenece a las
familias de toxinas identificadas de maiz (acido fitico o inhibidores de proteinasa). Mas aun, no
presenta homologia con otras familias de otras fuentes que se sabe son toxicas o alergénicas. Por lo
tanto, la probabilidad que la proteina 2mEPSPS induzca una respuesta toxica o alergénica es
insignificante.

4. Descripcién de la modificacion actual o anticipa  da conferida por el material genético
incorporado en el organismo vivo modificado y de co mo difiere del organismo no modificado.
Anexar mapas de dicha construccion genética.

Bayer CropScience ha desarrollado una nueva version de algoddn tolerante a glifosato. Esta
generacion de algodén denominada algodén Glytol Cotton BCS fue producida mediante la insercion
estable de la secuencia del transgen en el genoma del algodén convencional, usando un sistema
mediado por Agrobacterium tumefaciens. El gen 2mepsps codifica la enzima EPSPS del maiz,
tolerante a glifosato. La expresion de la enzima 2m EPSPS en algodon le confiere tolerancia al
glifosato, ingrediente activo de la familia de herbicidas agricolas Roundup. El uso de variedades de
algoddn Glytol Cotton BCS permitira al agricultor la aplicacién del herbicida glifosato sobre el cultivo,
para obtener un excelente control de un amplio espectro de maleza con minimos riesgos para el
cultivo.



Elementos genéticos de la construccién

Elemento Donante Funcién

LB Agrobacterium tumefaciens | Borde izquierdo del ADN-T de Agrobacterium
tumefaciens

Ph4a748At Arabidopsis thaliana Secuencia promotora. Incluye la region del gen de
histona H4 de Arabidopsis thaliana.

Intron1h3At | Arabidopsis thaliana Secuencia que contiene el primer intron del gen |l
de la variante H3.lIl de histona de Arabidopsis
thaliana.

TPotp C Zea mays Péptido de transito optimizado.

Helianthus annuus
2mepsps Zea mays Tolerancia a herbicida. Secuencia codificante del

gen con mutacion doble de 5-enolpiruvil-shikimato-
3-fosfato sintasa de Zea mays.

3’histonAt Arabidopsis thaliana Secuencia terminadora. Incluye la region 3' no
traducida del gen de la histona H4 de Arabidopsis
thaliana.

RB Agrobacterium tumefaciens | Repeticién del borde derecho del ADN-T de

Agrobacterium tumefaciens.

5. Explicar detalladamente la biologia molecular de | sistema (p.e. donador-receptor-vector) que
sustenta la obtencion del producto manipulado.

Las lineas de algodon Glytol Cotton BCS fueron obtenidas utilizando el método de transformacion
mediado por Agrobacterium. El plasmido vector pTEM2 que transporta el T-DNA fue generado
mediante técnicas de clonacién en E. coli, transferido a Agrobacterium tumefaciens y utilizado para la
transformacion del algodén para producir la nueva generaciéon de algodoén tolerante a herbicida
glifosato.

La porcion de T-DNA del vector (figura anterior) fue incorporada en el genoma del algodén utilizando
el sistema de transformacion mediado por Agrobacterium y usando cultivo de tejidos de la variedad
de algodén Coker 312. Las plantas de algoddn obtenidas mediante cultivo de tejidos fueron
seleccionadas para tolerancia a glifosato. Las plantas tolerantes fueron también probadas y
seleccionadas bajo condiciones de campo en los Estados Unidos. Las lineas Glytol Cotton BCS son
los eventos transgénicos seleccionados para las actividades de campo propuestas en esta solicitud.

Métodos de deteccion

La caracteristica puede ser detectada tanto a nivel genético molecular o a nivel de bioquimica de
proteinas.

La deteccion genética molecular puede realizarse con un método basado en PCR para confirmar la
presencia del material introducido en el material vegetal de Gossypium hirsutum L. La reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica utilizada para amplificar una pequefia cantidad del
ADN de interés de manera de hacerlo detectable. La mayoria de las reacciones de PCR pueden
llevarse a cabo como reacciones muiiltiples, lo cual significa que involucran mas de una reaccion PCR
y por lo tanto mas de un blanco. Un par esta focalizado en la secuencia de ADN endégeno de la
planta; el otro par se focaliza en la secuencia de ADN especifica del transgén insertado. La reaccién
enddgena actlla como un control para determinar si el ADN de la planta esta presente y si las
condiciones de reaccion son suficientes para permitir la amplificaciéon. La reaccién con el transgén
solo amplificard el producto del ADN insertado, haciendo posible distinguir entre muestras
transgénicas y no transgénicas. La empresa cuenta con técnicas de PCR para determinar la
presencia del material genético insertado en estos eventos.

Las técnicas de deteccion para el nivel de proteina estan basadas en inmunoensayos. Estos ensayos
son el Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) basado en la interaccion especifica
entre el anticuerpo y el antigeno. Los pocillos de la fase sélida se recubren con anticuerpos
policlonales purificados por afinidad (anticuerpos de captura) que reconocen especificamente la



proteina de interés del gen insertado. La proteina del gen introducido presente en las muestras se
une al anticuerpo de captura. La proteina inmobilizada puede ser detectada entonces por la
incubacion secuencial con anticuerpos mono y policlonales (anticuerpo de detecciéon o segundo
anticuerpo) que reconocen la proteina a ser evaluada y un anticuerpo policlonal conjugado con
peroxidasa de rabanito (anticuerpo conjugado) contra el segundo anticuerpo. Se agrega luego el
sustrato de la peroxidasa, tetrametilbenzidina, el cual es convertido por la peroxidasa en un producto
azul en proporcién con la cantidad de proteina evaluada presente en la muestra. Luego de la adicion
de una solucion de stop, el producto azul se torna amarillo. La densidad 6ptica del producto amarillo
a 450 nm refleja proporcionalmente la cantidad de proteina presente en la muestra.

Otro método de deteccion de proteinas son las tiras de flujo lateral. Este método permite la deteccion
cualitativa de la proteina introducida y puede ser realizado bajo condiciones de campo y/o laboratorio.

Para la deteccion en campo, se puede utilizar la caracteristica de resistencia al herbicida incorporada
como marcador en todas las construcciones, a través del pintado de hojas con herbicida o rociado de
plantas.

6. Declaracion sobre la existencia del impacto pote  ncial en el medio ambiente que se pueda
derivar de la liberacion del organismo.

No se esperan impactos en el medio ambiente que pudieran derivar de la liberacion del OGM en el
sitio especifico. La Unica maodificacién que ha sido introducida en estas plantas comparadas con sus
contrapartes convencionales es la tolerancia al herbicida glifosato. Se espera que el comportamiento
sea el de una planta de algodon normal (morfologia, fenologia, productividad, etc.).

No se han observado efectos secundarios 0 no intencionados en los ensayos con variedades de
Algodén Glytol cotton BCS bajo condiciones de invernadero o campo en los Estados Unidos.

Observaciones de comportamiento agronémico, rendimiento y morfologia ha sido observado en el
campo desde la temporada 2001 en EEUU. La apariencia y comportamiento es el esperado por
plantas de algodén no transformadas.

El algodon GlyTol Evento GHB614 fue evaluado y comparado con su contraparte convencional, la
variedad Coker 312, en las areas productoras del sur de los Estados Unidos de América. El
comportamiento agronémico se estudio en ensayos de campo conducidos bajo las practicas comunes
de cultivo, incluyéndose en el manejo de maleza la aplicacion de los herbicidas usados regionalmente
tanto en pre-emergencia como en post-emergencia. Adicionalmente, el manejo de maleza con
aplicacién de glifosato fue evaluado en el algodén GlyTol Evento GHB614. Por lo tanto, se comparé
agronémicamente al algodén GlyTol Evento GHB614 en un sistema de manejo de maleza
convencional con respecto al manejo de maleza con glifosato.

También fueron evaluadas las caracteristicas de la semilla en busca de ventajas adaptativas como
resultado de la maodificacion genética.

Las conclusiones de dicho estudio se pueden resumir en los siguientes puntos:

a. No se observaron diferencias significativas consistentes cuando se compar6 la linea de
algodén Evento GHB614 con su contraparte convencional, la variedad Coker 312, después de
cultivarse bajo las practicas de cultivo convencional.

b. El cultivo manifesté tolerancia a glifosato; no se observé dafio a la planta o efectos adversos en
los parametros de crecimiento del algodén después de las aplicaciones de glifosato.

C. El desempefio general del algodén GlyTol Evento GHB614 fue agrondmicamente igual o mejor
que el de su contraparte convencional, la variedad Coker 312.

d. No existieron diferencias significativas en el porcentaje de germinacion tanto del algodoén
GlyTol Evento GHB614 como de la contraparte convencional, el algodén Coker 312 y ademas
no se encontro evidencia de la presencia de dormancia en la semilla.



e. Analizando la informacién de las diferentes localidades se observd que el algodon GlyTol
Evento GHB614 presenté una maduracion y rendimiento similares a la variedad parental no
transformada Coker 312 y con relacion a las variedades comerciales evaluadas.

f. No se identificaron, después de la evaluacion del comportamiento agronémico del algodén
GlyTol Evento GHB614, preocupaciones con respecto a la seguridad del medio ambiente.

Potencial toxicolégico o alergénico del material

El Unico producto nuevo expresado a partir de la secuencia insertada es la proteina doble mutante
EPSPS (2m 5-Enol-piruvilshikimato-3-fosfato sintasa).

Para poder evaluar cualquier potencial efecto adverso para los humanos o animales resultantes de la
liberacién del cultivo conteniendo la proteina 2mEPSPS al ambiente, Bayer CropScience realizé una
detallada evaluacion de inocuidad en base a la Comision del Codex Alimenticius (Codex; Alinorm
03/34). Como una base, BCS realizd una serie de estudios de inocuidad con la proteina 2mEPSPS,
incluyendo busquedas de homologia de secuencias de aminoacidos en comparaciéon con todos los
alergenos y toxinas conocidos presentes en bases de datos publicas, un estudio de digestibilidad in
vitro de la proteina y un estudio de toxicidad aguda en ratén. Mas aln, documentos publicos emitidos
por autoridades regulatorias, los cuales indican que miembros de la familia de proteinas EPSPS
similares son inocuos, han sido utilizados para sustentar este andlisis. Los restulados de los estudios
realizados por BCS son consistentes con la informacién publicada, confirmando que los cultivos
conteniendo esta proteina pueden ser utilizados de manera segura como alimento humano o animal.

Se realizé un estudio global de homologia de secuencia de aminoacidos comparando la secuencia
completa de aminoacidos de la proteina 2mEPSPS con todas las secuencias de proteinas presentes
en las siguientes bases de datos de referencia: SwissProt, trEMBL, GeneSeq-Prot, PIR, PDB, DAD y
GenPept. Estos estudios in silico muestran que no hay homologia entre la proteina 2mEPSPS vy
alguna toxina o alergeno conocidos.

7. Debe sefalarse detalladamente el disefio experime  ntal propuesto para la liberacion al medio
ambiente y sistema de produccion

Informacién disponible en el registro de este evento.

8. Cantidad total del organismo vivo modificado gen éticamente que se va a liberar y que
cantidad se utilizara para cada ensayo en caso de q ue se establezcan varios. Elaborar un
calendario en el que se indiquen las practicas agronémicas (p.e. siembra, transplante) y

ensayos propuestos.

Informacién disponible en el registro de este evento.

9. Anexar un mapa del sitio del ensayo indicando lo  calizacion geogréfica y la localidad exacta
donde se establecen los ensayos del organismo vivo modificado, tomando en cuenta lo
siguiente:

v' Cuando varias construcciones genéticas sean probada s en diferentes localidades,
indicar cuales construcciones son probadas para cad a sitio.

v/ Cuando varios ensayos son aplicados para la misma |  ocalizacién, indicar la localidad
especifica para cada ensayo.

v Describir los usos que ha tenido o tienen los terre nos aledafios y el lugar donde se
establecen los ensayos. En caso de organismos vivos modificados anexar un listado y
descripcion de las plantas tanto silvestres como cu ltivadas filogenéticamente
relacionadas a la planta que pudiera ser receptores de polen transgénico.



v Especificar cuales son las dimensiones y area que o cupan los ensayos (no incluyendo
bordes e hileras de material no modificado genética  mente). Asi como descripcion de
los lugares de distribucién del organismo vivo modi ficado (p.e. invernadero,
laboratorio, camaras de crecimiento).

Informacién disponible en el registro de este evento.

10. Detallar los procedimientos y medidas de bioseg uridad que se usaran para prevenir la
contaminacion, escape y diseminacién sin control de | producto.

Durante todo el proceso, personal de Bayer mantendra una estricta supervision, a la vez se procedera
a capacitar a los trabajadores y otros involucrados para que estos velen por las medidas de seguridad
necesarias.

Todo el material que se importe sera sembrado en los campos que para ese fin se escogieron, en el
caso de eliminar plantas estas seran desvitalizadas por labranza, herbicida o por eliminacion manual,
recogidas en sacos de polipropileno e incineradas en el mismo campo donde se planté.

Todo el material cosechado sera transportado en sacos de polipropileno cerrados desde el campo,
contenidos estos en un vagoén (trailer) o camion totalmente cerrados, los cuales seran escoltados por
otro vehiculo donde sus ocupantes velaran por evitar una diseminacion.

Todos los tractores e implementos que ingresen en el campo seran profundamente limpiados antes y
después de ingresar al campo, sera rutinaria la inspeccion de estos equipos.

11. Descripcion detallada del método propuesto de d  isposicion final del organismo vivo
modificado al término del experimento, asi como la disposicion final o limpieza de otros
materiales que hayan tenido contacto con el materia | transgénico durante el ensayo.

Toda la semilla cosechada sera exportada hacia Los Estados Unidos y los rastrojos seran destruidos.
Durante la estacion lluviosa los campos permaneceran en barbecho o con arroz, donde se les
mantendra roturados eliminando asi las plantas voluntarias, si las condiciones del tiempo no permiten
roturar se procedera a controlar plantas voluntarias con aplicaciones de herbicidas hormonales o
mediante control manual.

Todos los equipos que ingresen en los campos plantados seran limpiados antes de abandonar estos
campos. Para esto el personal de Bayer establecera un sistema de inspeccién de equipos y se
mantendran capacitaciones periédicas en Bioseguridad al personal involucrado.

El personal que trabaje con ese material estar4 previamente capacitado por personal debidamente
autorizado por el Programa de Biotecnologia, con la actualizacién de los protocolos de bioseguridad
de la compafiia. Se incluird tanto personal de Bayer como de la empresa colaboradora Semillas
Olson, S. A.

12. Historial de liberaciones anteriores, indicando : lugar, nimero de permiso y fecha de
autorizacion

El material ha sido liberado al ambiente en EEUU para ensayos de campo desde el afio 2001.

En relacion a las autorizaciones concedidas a Bayer CropScience en los Estados Unidos para la
realizacion de pruebas de campo con el evento Glytol Cotton BCS por parte del USDA, se puede
acceder directamente a través del sitio en internet http://www.nbiap.vt.edu/cfdocs/fieldtestsl.cfm (en
la pagina incluir la lista de “organism” y cuando ésta se despliega seleccionar “cotton”). Se adjunta
una tabla de los resultados.

Cdbdigo / N°de Entidad que otorg6

Pais Tipo de autorizacion Fecha o o
autorizacion la autorizacion




USA Notification 2001-2006 |01-282-03n; 02-072-04n; 02- APHIS, USDA
296-01n; 03-064-14n; 03-
255-03n; 04-061-10n; 04-
247-01n, 05-060-03n; 05-
091-07n; 05-217-05n
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