SEGUNDA FASE DE EVALUAQION
DOCUMENTO DE DECISION

Maiz genéticamente modificado MON-89034-3xMON-88017 -3 (MON 89034 x
MON 88017) que contiene la acumulacion de eventos M ON 89034 y MON
88017 los cuales confieren resistencia a insectos L  epiddpteros, insectos
Coledpteros vy tolerancia al herbicida glifosato, pr esentado por la empresa
Monsanto Argentina S.A.I.C.

Sobre la base del analisis de la informacion presentada por el solicitante y
del conocimiento cientifico disponible, los suscriptos, miembros de la Comision
Nacional Asesora de Biotecnologia Agropecuaria (CONABIA) y de la Direccion de
Biotecnologia recomiendan dar por concluida satisfactoriamente la gestion de la
Segunda Fase de Evaluacién del maiz genéticamente modificado (GM) MON
89034 x MON 88017, atendiendo a que los riesgos de bioseguridad derivados de
la liberacion del organismo vegetal genéticamente modificado (OVGM) en el
agroecosistema, en cultivo a gran escala, no son significativamente diferentes de
los inherentes al cultivo de maiz no GM.

Este maiz GM contiene la acumulacién de los eventos de transformacién
individualmente denominados MON 89034 y MON 88017 y fue obtenido mediante
cruzamiento convencional de los parentales conteniendo cada uno de los eventos
de transformacién en forma separada. Dichos parentales fueron obtenidos por
transformacién con Agrobacterium tumefaciens cepa ABI. El maiz GM MON
89034 x MON 88017 ha sido ensayado desde 2004 hasta 2009 a campo en
Argentina y para tal fin fueron solicitados y evaluados por la CONABIA 27
(veintisiete) permisos para experimentacion y/o liberaciéon confinada al medio
agropecuario que han cumplido con la normativa vigente para los OVGM, y han
sido autorizados por la actual Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca
(SAGYP).

El presente Documento de Decision incluye al maiz GM MON 89034 x
MON 88017 conteniendo solamente la acumulacion de eventos MON 89034 y
MON 88017 y a toda la progenie derivada de los cruzamientos de este material
con cualquier maiz no GM obtenido en forma convencional.
|. ORGANISMO VEGETAL GENETICAMENTE MODIFICADO (OVGM )

1. Nombres comun y cientifico: Maiz, Zea mays L.

2. Denominacioén del evento: MON-89034-3xMON-88017-3 (MON 89034 x MON
88017).



3. Modificaciones introducidas:

Resistencia a insectos Lepidopteros (crylA.105 y cry2Ab2), resistencia a
insectos Coleopteros (cry3Bbl modificado) y tolerancia al herbicida glifosato
(CP4-epsps).

3.1. Genes expresados en el evento MON 89034:

3.1.1. El gen crylA.105 codifica para una proteina quimérica denominada
Cry1A.105 de tipo CrylA la cual fue obtenida por intercambio de dominios con las
proteinas CrylAc (subsp. kurstaki), CrylAb (subsp. kurstaki) y CrylF (subsp.
aizawai) provenientes de Bacillus thuringiensis. Esta proteina confiere resistencia
a insectos Lepidopteros. La expresion del gen crylA.105 esta controlada por el
promotor modificado del transcripto 35S del Virus del Mosaico del Coliflor (CaMV).

3.1.2. El gen cry2Ab2 codifica para la proteina Cry2Ab2 derivada de Bacillus
thuringiensis (subsp. kurstaki). Esta proteina confiere resistencia a insectos
Lepidopteros. La expresion del gen cry2Ab2 esta controlada por el promotor del
transcripto 35S del Virus del Mosaico del Figwort.

3.1.3. Estos genes se encuentran formando parte de un solo inserto, el cual se
comporta como un locus unico.

3.1.4. Otros elementos introducidos en el evento MON 89034:

3.1.4.1. El gen crylA.105 se encuentra rio arriba del primer intron Ract 1 derivado
del gen de la actina de arroz y de la secuencia 5" no traducida del lider de la
proteina de union a la clorofila a/b de trigo. La region 3" del gen que codifica para
la proteina de golpe de calor (Hsp 17.3) de trigo fue utilizada como sefial de
terminacion de la transcripcion del gen y dirige la poliadenilacion del ARN
mensajero.

3.1.4.2. El gen cry2Ab2 se encuentra rio arriba del primer intrén del gen de la
proteina de golpe de calor (Hsp70) de maiz y las secuencias del primer intron y
del péptido de transito al cloroplasto del gen de la subunidad menor de la enzima
RUBISCO de Zea mays . La region 3’ derivada del gen nos que codifica para la
nopalina sintetasa es utilizada como sefial de terminacion de la transcripcion del
gen y dirige la poliadenilacién del ARN mensajero.

3.1.4.3. El inserto del maiz GM MON 89034 posee un borde izquierdo en cada
uno de sus extremos de insercion adyacentes a las secuencias flanqueantes del
maiz.

3.1.5. Integridad del inserto y numero de copias del evento MON 89034:



El inserto se encuentra en una sola copia y su integridad ha sido verificada
experimentalmente a través de sucesivas generaciones mediante analisis de
Southern blot.

3.1.6. Deteccién del evento MON 89034:

La presencia de este evento puede ser determinada experimentalmente
mediante técnicas moleculares de dominio corriente como ser la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR de sus siglas en inglés).

3.2. Genes expresados en el evento MON 88017:

3.2.1. El gen cp4 epsps codifica para la proteina CP4 EPSPS derivada de
Agrobacterium sp. cepa CP4 que confiere tolerancia al herbicida glifosato. La
expresion del gen esta controlada por el promotor de actina de arroz.

3.2.2. El gen cry3Bbl modificado que codifica para una variante sintética de
proteina Cry3Bb1l derivada de Bacillus thuringiensis (subsp. kumamotoensis) que
confiere resistencia a ciertos insectos Coledpteros plagas. La expresion del gen
se encuentra regulada por el promotor del transcripto 35S del Virus del Mosaico
del Coliflor (CaMV) conteniendo la regién potenciadora duplicada (p-e35S).

3.2.3. Ambos genes cp4 epsps Yy cry3Bbl modificado se encuentran formando
parte de un solo inserto, el cual se comporta como un locus unico.

3.2.4. Otros elementos del evento MON 88017:

3.2.4.1. El gen cp4 epsps se encuentra rio arriba del promotor y el primer intrén
Ract 1 derivado del gen de la actina de arroz y de la secuencia codificante de la
region N terminal del péptido de transito al cloroplasto (CTP2) derivado de
Arabidopsis thaliana. La sefal de poliadenilacion del gen esta dada por la region
3" no traducida del gen nos de la nopalina sintetasa de Agrobacterium
tumefaciens la cual actia como sefial de poliadenilacion del ARN mensajero.

3.2.4.2. La secuencia codificante del gen cry3Bb1l modificado se encuentra rio
arriba de la region 5° no traducida del lider de la proteina de union a la clorofila
a/b de trigo (L-Cab) y el primer intron Ract 1 derivado del gen de la actina de
arroz. La region 3’ no traducida derivada de la proteina de golpe de calor (Hsp
17.3) de trigo es utilizada como sefial de terminacion de la transcripcion del gen 'y
dirige la poliadenilacién del ARN mensajero.

3.2.4.3. El inserto del maiz GM MON 88017 posee un borde derecho y un borde
izquierdo en sendos extremos de insercidbn adyacentes a las secuencias
flanqueantes del maiz.



3.2.5. Integridad del inserto y numero de copias del evento MON 88017:

El inserto se encuentra en una sola copia y su integridad ha sido verificada
experimentalmente a través de sucesivas generaciones mediante analisis de
Southern blot.

3.2.6. Deteccién del evento MON 88017:

La presencia de este evento puede ser determinada experimentalmente
mediante técnicas moleculares de dominio corriente como ser la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR de sus siglas en inglés).

Il. EVALUACION DE RIESGO
1. Capacidad de supervivencia, establecimientoyd iseminacién

Comparado con el maiz convencional, el maiz GM MON 89034 x MON
88017 no tiene mayor capacidad que sus homologos convencionales de sobrevivir
como maleza sin asistencia humana. La presencia de los genes cuya expresion
determinan los fenotipos de resistencia a insectos Lepidopteros, insectos
Coledpteros y de tolerancia al herbicida glifosato, confieren una ventaja selectiva
al maiz GM MON 89034 x MON 88017 cuando se lo expone al herbicida arriba
mencionado, y en presencia de los insectos objetivo, pero ello no es suficiente
para que adquiera caracteristicas de maleza.

2. Potencial para la transferencia horizontal o int  ercambio de genes del
OVGM con otros organismos

2.1. En el maiz GM MON 89034 x MON 88017, la produccién de polen y su
viabilidad no son diferentes a las del maiz que no ha sido modificado
genéticamente. No existen en el pais especies sexualmente compatibles con
maiz.

2.2. De la literatura cientifica disponible hasta el momento no surge la
existencia de fendmenos de transferencia horizontal de genes desde el maiz
hacia microorganismos, vectores virales o insectos. Por lo tanto se considera que
no existen razones para suponer que esta caracteristica haya cambiado en el
maiz GM MON 89034 x MON 88017.

2.3. Las caracteristicas del maiz GM MON 89034 x MON 88017, al igual
que cualquier otro maiz no GM, determinan que es muy poco probable que
puedan transferirse genes hacia microorganismos desde alimentos que
contengan acidos nucleicos y que sean derivados de este maiz. Entre las razones
para realizar esta afirmacion pueden mencionarse: la accion degradadora de las
enzimas digestivas sobre los acidos nucleicos ingeridos con los alimentos y la



ausencia, en los insertos, de elementos de conjugacion, transposicion u otras
formas de movilizacion que favorezcan la transferencia de genes desde los
materiales involucrados hacia microorganismos.

3. Productos de la expresion de los genes introduci dos

3.1. Niveles de expresion de las proteinas codificadas por los genes
introducidos:

Los niveles de expresion de los genes introducidos en esta acumulacion de
eventos no son diferentes a los niveles de expresiéon de sus parentales MON
89034 y MON 88017. Esta determinacion se ha realizado en diferentes tejidos y
estadios de crecimiento del ciclo del cultivo.

\\\\\\\\\\Q\\\\\\\\\\\\\\\\\\



Niveles de expresion de la proteina CrylA.105 en mu  estras de maiz GM MON
89034 X MON 88017 y maiz GM MON 89034 tomados de en sayos de campo
en EEUU durante el afio 2005

MON 59034 x MON 88017 MON 59034
Tipo de tejidnl R..1ugns Rango Rangad’ Rango
Medio (D)’ Medio (5D) Medio (SD)? Medio (5D)
(nglg fwe)* (nglg dwt)® (ng/g fwt)* (ng/g dwt)’
05L-1 70(8.3) 430 (T1) 62 (13) 380 (93)
58 - 87 310-350 49 -91 250 - 600
OSER-1 04(14) 83 (18) 8.4 (0.3%) T5(16)
7.7-13 57-130 71-10 49-99
OSR3-FR 2.5 (0.36) 13 (3.3) 2.1(0.33) 12 (3.2)
19-33 51-18 14-246 6.0-17
O5WP-3 15(2.8) 140 (28) 11(2.6) 110 (27)
9.8-20 89 —-180 T0-16 38-170
Forage 16 (3.9) 48(13) 13 (3.8) 39 (9.5)
10-24 31-84 T76-125 20- 60
Pollen 85(1T) 16 (1.7 6.5 (1.6) 12 (1.6)
6.2-11 14-20 40-91 89-15
Grain 49(1.1) 56013 5.000.69) 580,79
16-65 19-73 38-39 45-638

1. Tejidos tomados en los siguientes estadios de crecimiento (Ritchie et al., 1997):

a. OSL-1 y OSR-1: V2 — V4 ¢. OSWP-3: V10 — V12 e. Polen: A polinizacion

b. OSR5-FR: Dentado temprano d. Forraje: Dentado temprano f. Grano: A madurez fisiologica

2. Media y desviacion standard fueron calculadas a través de las localidades (n=15, excepto MON 89034
x MON 88017 OSL-1, n=18 y forraje en todas las lineas, n=30).

3. Minimos y méaximos fueron determinados para cada tejido a través de las localidades.

4. Niveles de Proteinas expresados en microgramos (pg) de proteina por gramo (g) de tejido en base
peso fresco (fwt).

5. Niveles de Proteinas expresados en pg/g en base peso seco (dwt). Los valores de peso secofueron
calculados dividiendo el fwt por el factor de conversion de peso seco obtenido de andlisis de humedad.

FUENTE: Informacién remitida por el solicitante en el Expediente S01:350313/07



Niveles de expresion de la proteina Cry2Bb2 en mues

tras de maiz GM MON

89034 X MON 88017 y maiz GM MON 89034 tomados de en sayos de campo
en EEUU durante el afio 2005

MON 89034 x MON 35017 MON 59034
Tipo de te_]'idnl Ranga® Rango Rango Rango
Medio (SD)" Medio (D) Medio (SD) (ng'g Medio (SD))
{ng/'s ft'l.'t:l“l {ngls dwt)” fwi) (ng'z dwt)
O5L-1 27 (9.6) 170 (69) 20(8.1) 180 (65)
16-43 78 - 280 1947 93 -300
05ER-1 60(27) 53 (27) 59(1.4) 33(16)
28-12 27-110 40-93 31-95
OSR3-FR 44(14) 24(9.3) 41(1.4) 21(5.8)
26-7.6 12-40 23-6.6 14-33
O5WP-3 36(1.7) 34(15) 5.8 (1.1) 35 (12)
36-384 30-76 383-73 35-82
Forraje 142.4) 44 (7.4) 12(3.9) 38(13)
10-19 30-57 f4-18 15-54
Polen 0.33 (0.033) 0.62 (0.13) 0.35 (0.081) 0.65 (0.087)
025-043 0.50—-0.96 022-047 0.51-0.85
Grano 12 (0.23) 1.3 (0.26) 1.1(027) 1.3(0.31)
0.71-16 082-19 0.71-1.6 082-19

1. Tejidos tomados en los siguientes estadios de crecimiento (Ritchie et al., 1997):
a. OSL-1 y OSR-1: V2 — V4 ¢. OSWP-3: V10 — V12 e. Polen: A polinizacion

b.OSR5-FR: Dentado temprano d. Forraje: Dentado temprano f. Grano: A madurez fisiologica

2. Media y desviacion standard fueron calculadas a través de las localidades (n=15).

3. Minimos y méximos fueron determinados para cada tejido a través de las localidades

4. Niveles de Proteinas expresados en microgramos (ug) de proteina por gramo (g) de tejido en base

peso fresco (fwt).

5. Niveles de Proteinas expresados en pg/g en base peso seco (dwt). Los valores de peso secofueron
calculados dividiendo el fwt por el factor de conversion de peso seco obtenido de analisis de humedad.

Fuente: Informacidn remitida por el solicitante en el Expediente S01:350313/07



Niveles de expresion de la proteina Cry3Bbl en mues  tras de maiz GM MON
89034 X MON 88017 y maiz GM MON 88017 tomados de en sayos de campo
en EEUU durante el afio 2005

MON 89034 x MON 88017 MON 88017
Tipo de tejidnl legl:u‘s . Rango Rango Rango
Medio (SD)" Medio (SD) Medio (5D) (ng'z Medio (SD)
{pﬂ fn't)'* {ug.-'; d'.'.'T}’ fwi) (ng'z dwt)
05L-1 36(8.3) 220 (66) 38(6.9) 230 (56)
23-357 120-360 26-52 150 -330
05R-1 23(1.1) 200 (83) 18 (3.6) 160 (64)
16— 42° 120-420 12-33 08 —330
OSE5FR 13 (2.6) 69 (21) 16 (3.6) 22023
06-17 32-110 11-23 42-120
O5WP-3 17(2.8) 160 (29} 16 (3.6) 150 (33)
11-24 110-240 6.4-21 38-210
Fomraje 16 (3.0 30(9.1) 18 (2.6) 54(9.3)
12-22 37T-T0 13-21 35-T70
Polen 30013 15(3.4) 6.8(1.8) 13 (3.0)
63-11 11-24 43-97 go-10
Grano 353200 41(2.3) 38071 4.4(0.82)
12-83 1.3-97 13i-546 29-63

1. Tejidos tomados en los siguientes estadios de crecimiento (Ritchie et al., 1997):

a. OSL-1 y OSR-1: V2 — V4 ¢. OSWP-3: V10 — V12 e. Polen: A polinizacion

a. OSR5-FR: Dentado temprano d. Forraje: Dentado temprano f. Grano: A madurez fisiologica

2. Media y desviacion standard fueron calculadas a través de las localidades (n=15, excepto MON 89034
x MON 88017 OSWP-3 y grano en todas las lineas, n=30).

3. Minimos y méximos fueron determinados para cada tejido a través de las localidades

4. Niveles de Proteinas expresados en microgramos (pg) de proteina por gramo (g) de tejido en base
peso fresco (fwt).

5. Niveles de Proteinas expresados en pg/g en base peso seco (dwt). Los valores de peso secofueron
calculados dividiendo el fwt por el factor de conversion de peso seco obtenido de analisis de humedad.
6. Una muestra de MON 89034 x MON 88017 en la localidad IL-1 estuvo debajo de LOD para raiz.
Esta muestra no se incluye en calculos de promedio ni de rangos.

Fuente: Informacion remitida por el solicitante en el Expediente S01:350313/07



Niveles de expresion de la proteina CP4 EPSPS en mu  estras de maiz GM
MON 89034 X MON 88017 y maiz GM MON 88017 tomados d e ensayos de
campo en EEUU durante el aifio 2005

MON 89034 x MON 88017 MON 88017
Tipo de tejidnl legrl:us . Rango Rango Rango
Medio (5D} Medio (SD) Medio (5D) (ng'g Medio (5D
(pgls fn'tj'* (ngle dwt)” fwit) {ng/g dwt)
OSL-1° 35(6.6) 200 (32) 31(3.6) 180 (29)
23-45 150-250 24-135 120-220
0SR-1’ 8334 75 (38) 6.4(1.6) 37(186)
49-16 36 — 160 39-94 31-86
OSE3-FR 35(14) 3011 4.3 (0.73) 24037
40-97 14-351 35-63 13-133
OSWP-3 16(2.9) 130(26) 14(2.3) 130 (23)
11-22 100 - 190 T6-17 69— 160
Forraje 18(2.1) 35(39) 18(3.4) 36(11)
14-21 8-69 12-25 39-73
Polen 170 (47) 320 (89) 150 (39) 270 (66)
120-27 200 - 350 77-22 180 — 400
Granc 3.000.60 3.4 (0.68) 2.8(0.71) 3.3(0.81)
19-41 22-47 16-42 18-48

1. Tejidos tomados en los siguientes estadios de crecimiento (Ritchie et al., 1997):

a. OSL-1 y OSR-1: V2 — V4 ¢. OSWP-3: V10 — V12 e. Polen: A polinizacién

b. OSRS5-FR: Dentado temprano d. Forraje: Dentado temprano f. Grano: A madurez fisiologica

2. Media y desviacion standard fueron calculadas a través de las localidades (n=15, excepto MON 89034
x MON 88017 grano, n=17).

3. Minimos y maximos fueron determinados para cada tejido a través de las localidades

4. Niveles de Proteinas expresados en microgramos (ug) de proteina por gramo (g) de tejido en base
peso fresco (fwt).

5. Niveles de Proteinas expresados en ng/g en base peso seco (dwt). Los valores de peso secofueron
calculados dividiendo el fwt por el factor de conversion de peso seco obtenido de analisis de humedad.
6. Resultados en OSL-1 reportados de cuatro localidades, resultando en n=12.

6. Una muestra de MON 89034 x MON 88017 en la localidad IL-1 estuvo debajo de LOD para raiz.
Esta muestra no se incluye en calculos de promedio ni de rangos.

Fuente: Informacion remitida por el solicitante en el Expediente S01:350313/07
4. Estabilidad fenotipica y genética

4.1. Los estudios de segregacion del maiz GM MON 89034 x MON 88017
muestran que las caracteristicas fenotipicas que se expresan debido a la
introducciéon de los genes principales segregan de acuerdo a las leyes
mendelianas como dos loci no ligados.



4.2. En base al conocimiento que se tiene del comportamiento de los
parentales y a la informacion de la que se dispone sobre la acumulacion de estos
eventos no se espera una diferencia en el comportamiento a campo del maiz
conteniendo esta acumulacion de eventos con respecto a los parentales y su
contraparte no GM, mas alla de las caracteristicas que confieren los genes
introducidos. Los mecanismos de accion de cada uno de los genes son
independientes por lo tanto no se esperan interacciones entre ellos. La estabilidad
de los eventos, los niveles de expresion de las proteinas, la especificidad de las
proteinas insecticidas y el comportamiento agronémico de los parentales MON
89034 y MON 88017, no revelan que pueda haber una interaccion entre los
mecanismos de accion de los dos eventos.

5. Patogenicidad para otros organismos

5.1. El maiz es reconocido como una planta no patdégena, y esta
caracteristica no se encuentra alterada en el maiz GM MON 89034 x MON 88017.

5.2. Si bien algunos de los elementos genéticos contenidos en el maiz que
contiene la acumulacion de eventos MON 89034 y MON 88017 provienen de
fitopatdgenos (el promotor y la sefal de poliadenilacién del transcripto 35S del
CaMV vy la sefal de terminacion de transcripcion del gen nos originario de
Agrobacterium tumefaciens), no se encuentran presentes en dichos eventos los
genes que confieren las correspondientes caracteristicas patogénicas en los
organismos de los que provienen, careciendo por lo tanto esta acumulacion de
eventos de riesgos de patogenicidad producidos por estos elementos.

5.3. No son esperables efectos de toxicidad de las proteinas CrylA.105,
Cry2Ab2, Cry3Bb1l y CP4EPSPS en mamiferos. Estas proteinas son rapidamente
degradadas en el fluido gastrico simulado y no presentan identidad de secuencias
de aminoacidos con proteinas toxicas o alergénicas conocidas. Los estudios de
toxicidad aguda en ratones muestran ausencia de efectos toxicos de estas
proteinas.

6. Potencial para producir impactos en el agroecosi  stema

Observaciones de las respuestas a factores bidticos y abidticos del maiz
GM MON 89034 x MON 88017 en forma comparativa con el maiz isogénico
convencional y con maices hibridos comerciales de referencia mostraron que las
caracteristicas acumuladas en el maiz GM MON 89034 x MON 88017 no
alteraron la susceptibilidad a enfermedades y factores abidticos en comparacion
con el maiz convencional.

Tampoco se observaron efectos adversos sobre los insectos no blanco en
los ensayos a campo realizados para tal fin.



7. Potencial para producir efectos negativos sobre humanos

La comparacion de las secuencias de aminoacidos de las proteinas nuevas
expresadas en el maiz GM MON 89034 x MON 88017, con las secuencias
conocidas de proteinas tdxicas o alergénicas, no muestra identidad que permita
indicar posibles similitudes con las mismas. Por lo tanto, no son esperables
efectos toxicos o alergénicos producidos por el contacto y/o consumo de
materiales vegetales que contienen el maiz GM MON 89034 x MON 88017.

8. Composicion centesimal del OVGM

La comparacion de la composicion tanto en forraje como en grano del maiz GM
MON 89034 x MON 88017, del MON 89034, del MON 88017, el control de maiz
convencional y varios hibridos de referencia sembrados en los ensayos realizados
en multiples areas geogréficas y durante mdultiples campafas, indicaron que el
forraje y el grano provenientes del maiz GM MON 89034 x MON 88017 son
composicionalmente equivalentes al forraje y al grano de los eventos individuales
y al proveniente del maiz no GM.

9. Recomendacion

En funcidn de las caracteristicas del evento, se recomienda que se
implemente un plan de prevencién y manejo de resistencias.



