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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

SUP

ERINTENDENCIA No. 12-000507 - -00000-0000

Fecha: 2012-01-03 10:42:09  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTLELYI Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folins: 90

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

p—

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
SOLICITUD DE:
@ Patente de Invencién. [ Patente de Modelo de Utilidad.
Capitulo 1. O Capitulo 11

®

SOLICITANTE teyes del Estado de Delaware, Estados

Nombre: DOW AGROSCIENCES LLC
Sociedad constituida y existente bajo las

Unidos de América.

(71) IDENTIFICACION
Direccion: 9330 Zionsville Road, C.C. ] NIT A
Indianapolis,
indiana 46268-1054, C.E ] Otro O
Estados Unidos de América. Cual
Domicilio: Indianapolis Numero —_
Indiana,

Estados Unidos de América.

Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 42, No. 72-35 C.C. [x] NIT ]
Telé&fono: 347 36 11
REPRESENTANTE| .~ 51186 50 CE. [ oro [
O APODERADO | .°°
E-mail: clientes@cavelier.com Cual
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 35.456.344 T.P 23.555
@ 1. John LAWRY 2. Joshua FLOOK
16726 Wildrye Dr., 2434 W. Division Road,
INVENTOR (ES) Westfield, Tipton,
(72) Indiana 46074 Indiana 46072,
Estados Unidos de América. Estados Unidos de América.

PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCTUS2010/037192 Fecha: 03 de junio de 2010
Publicacion Internacional No, WO 2010/141674 A3 Fecha: 09 de diciembre de 2010

Titulo (54}

ANALISIS MULTIPLEX DE PROTEINA TRANSGENICA APILADA

Clasificacion Internacional (51) B01D 059/044

OB ¢

©

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
sixl nold us 03 de junio de 2009 61/183.777
Comprobante de pago No.: 12-000101 Fecha: 02 de enero de 2012

Comprobante de pago No.: 11-122624 Fecha: 16 de diciembre de 2011
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacidn de la solicitud por $ 590.000.c0.

Comprobante de pago por 10 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacién
por $300.000.00.

Documento gue acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poder de DOW AGROSICIENCES LLC.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de |a solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia de la caratula de la Publicacion Internacional. WO 2010/141674 A3

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccion del examen preliminar efectuado por la [PEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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@ FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito 1a concesion de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

, . =
FIRMA : Lo, AlamEna.> s/ Le s
C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555
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CAVELIER ABOGADOS COLO -10975-841-071-5

DOCUMENTOS ANEXOS

1. @ Publicacién Internacional WO 2010/141674 A3

Descripcion:

Paginas 36 en espaniol
Reivindicaciones: Nimero (20)
Dibujos : Namero (10)

2. Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.

t 3. Extracto de publicacion.

4. Listado de Secuencias

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE

INTERNACIONAL

1D-207836

'd(
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REPRESENTACION, RATIFIClAClON Y PODER

r
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For patents, utility models, industrial designs,
trademarks, commercial names, trade emblems,
slogans. ‘

Para patentes, modelos de utilidad, disefios

industriales, marcas de fibrica, nombres
comerciales, ensefias, lemas comerciales.

REPRESENTATION, RATIFICATION AND
POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned /Yo (nosotros), abajo firmado (s)
Dow AgroSciences LLC

of/domiciliado (s) en 3330 Zionsville Road,

Indianapolis, Indiana 46268, United

States of America,

‘elp{nte ratificamosla _ . . —
) T

presentada por\ .

como agente oficioso ante\ \ . .

en . - [

el : - s . )
Y 801' el presente nombramos 8 GEKMAN CAVELIER, tpa. 832;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; EMILIO FERRERO, tpa.
31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; domiciliados
en la Carrera 4% N 72-35, Bogota, Colombia, ¢n obedecimiento a
lo dispuesto en el pardgrafo 1% del Artfculo 543 del Cédlgo de
Comerclo, el primero como principal y los demés como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en
todos los asuntos de propiedad industrial con facultad para
recibir notificacioenes ¥ apodirados jadiciales ©
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazaré al
principal en casoc de ausencia ¢ impedimento temporal o
definitivo de aquél. La misma regla se aplicard cuando el
sggundo representante suplente haa{a de reemplazar al primero,
: tercerc al segundo. En tales casos, el representante
cipal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, o ambos,
declararan su intencién de no ejercer la representacién
mediante declaracién autenticada por Notaric Piblico en
Colombia, o por Notario u otro Funcilonario Piblico, o Cénsul
de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de impedimento,
con ¢l certificado respectivo. S alguno de los nombrados faltare
definitivamente, ¢l siguiente tomar4 su lugar. Cuando cesare la
ausencia o impedimento del representan%e principal, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la
representacién, en su orden, uno u otros segln el caso,
asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese
momento el ejerciclo de Ia representacidn por el primero,
segundo o tercer suplente en su caso.

e
patsieateiyriy

Ademas, confiero (conferimos} poder a los abogados arriba
nombrados, para obtener la proteccibn de mi (nuestra)
propiedad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (amos{ a los dichos apoderados para que me
{nos) representen ante cualesquiera entidades o personas,
ejerzan o no jursdiccién, especlaimente ante las del orden
adminlstrativo, contencioso-administrativo y judicial, asl{ como
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencidn,
modelos de utilidad y disefios industriales; el registro de marcas
de fibrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales,
rombres cnsefias, varjedades vegetales Yy
denominaciones de origen; su renovacién, traspaso, cambio de
nombre o domicilio, cancelacién voluntaria; ¥ el registro de
licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
competencia desleal, proteccién del consumidor, oposiciones u

et ey

—observaciones, cancelacién administrativa o judicial, nulidad,. .. .

Ala vuelta —

e n wemeww wwerwn 4 TN SRS A WO

- hereby ratify the

gty

b3

filed without a Pewer of Attorney by __:

P ———

on_: e o~

and do hereby appoint GERMAN CAVELIER, tpa. 83
GONZALO PE%DJMO, a. 831; EMILIC FERRERO, i'ra.
31929; and LUZ CLEMEN DE PAEZ, tpa. 23555; domlc
at Carrera 4% N°® 72-35 Bogoté, Colombla, in due compliance
with the terms of Paragraphlst. of Article543 of the

Commercial Code, the first as principal and the sthers as -

alternates, in the order of their appointment, as our
representatives for all industrial property matters with faculty
to receive notifications and to appoint attorneys in and out of
Court. The first alternate shall replace the principal in case of
his absence or of temporal or definitive impediment. The same
rule will apply when the second alternate representative is to
replace the first one, or when the third is to replace the first or
second alternates in their turn, or both of them, second. In such
cases, the principal representative, or the shall state their
intentfon not to act as representatives through a declaration
given before a Notag Public in Celombia, or before a Notary or
another Public Official or a Colombian Consul abroad; and in
case of impedimen}, the appropriate certificate shall suffice. If
any of the appointeedivyere. 5, by ely—absent, the
following altematiﬁghgljjr e ﬁ?lr ALE e'labsence or
impediment of th égﬂg;fgpg C{'ﬂPéG :

second alternate in’ theipsyan T

taken again in their seHrante;
second alternate ‘éﬁgﬁ i@ #n
exercise will suffice. The-exercise.
first, second or t ‘alte
time. )

In addition, we Ay
above-named attorneys-at-
protection of my (our) industrial property and against the
unfair competition, for which ﬁeu.rpose [ we;'authorize the sald
attorneys to represent me (us) before any authorities or persons,
with or without jurisdiction, specially those administrative,
administrative contentlous and judicial, as well as before
Arbitration Court, in all matters roncerning tha fellowing: 2
Obtainment of patents, utility models and industrial designs;
the registration of trademarks, collective, defensgive and service
marks, slogans, commercial names, trade emblems, vegetal
varieties and denominations of origin; ite renewal, assignment,
change of name or domicile, voluntary cancellation; and the

favor ‘of the

. registration of licenses of use of the above rights; b} Actions of

Over ey

iled .



LN "'.""i' ’:1..:1 ---- ! '.:s_}.-';,-‘-., et o SRRLEEG AT e ced L, gEn 4
medidas’ cattelarss,, concesién de licencla;s, la tutela, la anfair competition, protection to the consumer, oppositlons or -
protécci-‘fv;\, de sectetos Industriales, y en general los juicios observations, administrative or Court cancellation, nullity,
clviies, penales, administrativos o contencjoso-administrativos infringement, granting of lcenses, the action for writ
relacionados con estos derechos; acclones y procesos que mandamus, the protection of trade secrets, and in general the
promovamos ¢ se nos promuevan. Y para que en todos los clvil, penal, and administrative suits relating to those rights;
asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato, actions and suits institued by me (us} or against me (us). And
transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir, that in all the above matters they may substitute this Power of
cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes Attorney, compromise, concillate, admit the facts of the case,
oficiosos. ) desist, “cancel, receive, reslgn, and ratify acts done by
representatives without a power of attorney.
Given and signed this/Dado y firmado hoy
februa Y b, /918
infen_Indianapolis, Indiana 46268
United States or America
A"

Signature ; Firma

Kenneth L. Loertscher

Assistant Secretary
. & General Patent Counsel

- COUONOTARIA SEXTA e e o
/ EL CIRCULO BE
b
QUE HE TENIDD A LAVIS?’%%LO I

Lk af
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s 500 NORTH MICHIGAN AVENUE, SUITE 2040
CHICAGO, ILUNOIS 80811

U : ‘_ ) TEL.{312)923-1196 FAX{3121923-1197 Py

T No. Q5‘/ Chicago, FEB 2 0 1993

El suscrito Cénsul G/eneral de Colombia,CERTIFICA, que el sefior (a)
MAEY ;" quien como

S STCRETRRLA O o ARA fS?ﬂﬂ(% M. autenticé la *

firma del signatario del poder precedente, ejercia en la fecha las
. funciones indlcadas y su firma corresponde a la registrada en este

Consulado; que la compaitia _DOW)  ABROSCZAL Q::‘S L L

R - es una sociedad constitufda de acuerdo con las leyes de

‘ YELAWARE y cumple su objeto conforme a las mismas;

que el (a) sefor (a) _ KENNETH L. (DERTSCHE
quien en su caricter de CTCPRESENTANTE  (EGAL

o

r

deila citada compafiia confiere el poder precedente, es su

' -
. representante legal en este pais.

El Cénsul General no asume responsabilidad alguna por el contenido
del documento.

L PAGADO IMPUESTO DE TIMBRE Y DERECHOS CONS
. UsS$56.00 {Cincuenta y sels délares

e
. UNITED STATES OF AMERIC \[\————,_'_
) ZL CERTIFICATE OF OFFICE
- STATE OF INDIANA '
“'l Sue Anne Gilroy . Secretary of State of Indiana, DO HEREBY CERTIFY: That,
- q&cnrdiug to records on file in my office,  Lydia S, Owens was duly clected
! -nr appointed to the office of Notary Public in and for—_ Hendricks County

""amil that the term of said office included the date of February 6, 1998

: that to all his/her official acts as said offi-
cial, full faith and credit ought to be given in Al Courts of
Justice and clsewhere, In testimony whereof, [ have here unlo
set my hand and affixed thé Great Seal of the State of Indiana,

at [ndianapolis, this Tenth day of

February 19.98

) o — ' - 0
L o - ik /g_,z_,- ,é?ﬁzw/ )
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OGOTA, D.C. HAGO CONSTAR QUE
FOTOCOPJA COINCIDE CON EL ORIGI. i
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CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUQO)

FEBRERO de1s 98

ESTADO DE INNIANA
KENMETH L. LOERTSCHER

A los _6_ dias del mes de
-ante mi, Notario Pxiblico de

xa Q:iu_ri'en(es) doy fe de conocer y me consta que es(son) la(s)
persona(s) firmante(s) del documento que precede, y quien(es)
*lene(n) capacidad legal para otorgarlo,

. CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

r‘parecié(eron) ante mf

KENNETH L. LOERTSCHER

A _qy’!en(eu) conozco perdonalmente y que firma(n) este documen
to en representacidn de la Sociedad /compafifa

P
”;de'*ominada
G

Dow AgroScilences LLC

,1. Que he visto los sigulentes documentos:*

CERTIFICADO DE CONSTITUCIOM,FECHADO 1 JULIO 1997

CERTIFICADO DE MODIFICACION,FECHADO 1 OCT. 199
,RESOLUCION JUNTA DIRECTIVA, FECHADO 23 0CT,199
COLSENTIMIENTO ESCRITO DE LA JUNTA,1 JULIO 199

* Z.rid e dichos documentos prueban lo siguiente:

Dow AgroSciences LLC

és una Socledad/Compafifa legalmente conastituida y existente

'fr!e"m:um'cic.c:cm!asIe}.resde'l Estado de Delaware,
"Estados Unidos de América

%2, gue el domicilio de dicha Socledad / Compafifa es ]
‘9330 Zionsville Road, Indianapolis, Indiana

‘ 46268, Estados Unidos de America,

3.3 Que el objeto u objeto para los cuales se otorga elﬁresenle
* poder estén co:\dyrendldoa dentro del objeto soclal de la
ad/Compafifa,

2.4 Gue el(los) Sr.(Sres) KENNETH L. LOERTSCHER
:SECRETARIO ASSISTENTE y ASESOR LEGAL PATENTES

. _«ésté‘(ri) autorizade(s) para otorgar el presente Poder.

“lugad INDIANAPOLIS

Fydo INDIANA

Hoy 6 FEB. de19 98

e B

Notario iiblico — Notary Public

4

|
y

On this _(g%day of % ﬁlw'“"-’"l/

RS

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)

7 1995
before me, a Notary Public of \S‘A(,fe, d;,{ Cj"’ié'z(.:azm .
personally appeared ':7(/6’1'01,&(’:_&_, (. Cseilacka

to me known, and known to me to be the person{(s}) who
executed that foregoing document, and who has(have) legal
capacity {0 execute It

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

On this Lo & day of @6’“‘1 “;1/ 19 75)

appeared before me

Kenneth L. Loertscher \

P

who{m) | know personally and who(m) s edthl'a%ocument as

representative(s ofthe@&#&ﬂﬂw&mx Limited
Liability

named Dow AgroSciences LLC Company.

I Certify: -
1. That [ have seen the following documenta:*

Certificate of formation, dated July 1, 1997

Certificate of amendment, dated October 1, 1997

Board resolution, dated October 23, 1991

Board written conseqf, Uabed July-1+—1997
e R G eR SR OEL GBI o o
. BOGOTA, D.C. HAGO CONSTAR QUE LA

2. That the above docu "EEFOT%?%I% '&Eﬁg_ﬁﬂl&wm

2.1. That _DowW _Agro ] J;C 201 3
Limited Liabilfff R P A |
is & X2IPPOT IFXCo nstituted: and. in existence
WHLIAR R G
TARIL g_
in accordance with the laW3 wotatewnf . Dellaware,
United States of America
Limited Liability
2.2. That the domicile of said XBERY Company is

8330 Zionsville Road, Indianapoiis, Indiana
46268, United States of America.

2.3. That the purpose of purposes for which the present Power
of Attorney E g‘ranted are comprised within the corporation
the charter of the mentioned

urposes set forth in
Ee%ommmw limited liability company.
2.4. That Mr.(Messrs.)_Kenneth [, Loertscher .
Assistant Secretary and General Patent (ounsel

is{are) authorized to grant the present Power of Attorney.

City Indianapolis

State Indiana

This Cf’ t’)‘d day of %/" 19 C]f/

%%L A Quene

'b{t {(K(((((((f(((((((((frfcrr(ﬂ-f('

Notario Piblico —— Notary Public

R e

. “Los documentos deben identificarse con fecha y origen.

"

X Lydia §. Owens .
,g Notary Fublic, State of Indiana ¢
:< . Her_ldxl-:cks County >
Pg\iz)\'\l\,omm:ss:on Expires 03.'05/00'5
K ARERARARSARARA L

* N2cuments must be identified wih’s 33‘%2“'&}{}}‘8‘#* fh,
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CERTIFICACION NOTARIAL
- Y AUTENTICACION CONSULAR
1. Es necesaria la legalizacién con certificado

notarial. E] Notario Pdblico debe certificar:

1.1.  Que la compafifa estd legalmente constituida

y actualmente existente.

12,  Sudomidilio.

Q Que el propésito del poder estd inclufdo en
el objeto social de la compafifa.

14.  Que el poderdante estd autorizado para dar
el poder en nombre de la comparifa.

2 Los documentos que hay que mostrarle al

Notario Piiblico para prebar los puntos anteriores,
deben estar expresados en el Certificado Notarial
con fecha y origen:

2.1, Respecto a los puntos 1.1, 1.2 y 1.3 sugerimos
referirse a los art{culos de constitudén con
fecha y lugar de otorgamiento; y

Para el punto 1.4 sugerimos mencionar la
resolucion de la Junta Directiva o los
estatutos, segin los cuales la persona que
otorga el poder est4 autorizada para ello.

3. Enseguida el Sefior Cénsul de Colombia
debe autenticar la firma del Notario Publico.

NOTA PARA EL SENOR CONSUL COLOMBIANQ: Segtin el artfculo

autenticar la iltima precedente autenticacién.

NOTARIAL CERTIFICATION AND

CONSULAR AUTENTIFICATION

1. Notarial legalization is necessary. The

Notary Public must certify: :

1.1.  That the company is legally constituted and
presently existent.

1.2.  Its place of business.

1.3.  That the purpose of the Power-of-Attorney is
included in the activities of the company.

1.4, That the thtor is empowered to give the
Power of Attorney -in the name of the
company he represents.

2 The documents which the Notary Public had

before him to prove the above points must be listed
by him in the Notarial Certificate with dated and
origin:
2.1.  Inconnection with points 1.1, 1.2. and 1.3 we
suggest referring to the articles of
incorporation with date and place of
execution.

For point 1.4 we suggest to menton the
resolution of the Board of Directors and/or
the by-laws whereby the person who grants
the Power of Attorney has been authorized
to give ICUMO NOTART SFr T s

B L8050 p ok i ARCULODE
3. Then Mﬁnam(% g%t&%f ist legalize
the signature of:ti iblhic:

2.2,

RO N
fior Consul debe



TRADUCCION OFICIAL No.03.075.98 de wun documento escrito en
inglés el cual para su identificacidén se sella con el sello del
Traductor al mismo tiempo que la presente. Esta traduccién ha
sido preparada por Bernarda R. de Martinez, Traductora Oficial
debidamente reconocida por el Ministerio de Relaciones
Exteriores y aprobada por el Ministerio de Justicia de Colombia

mediante Resolucidn No. 683 de 1991.

(Se  traducen sellos y 1legalizaciones que aparecen a
continuacidén de un documento escrito en inglés y espafiol por
medio del cual Dow AgroSciences LLC, otorga Poder a favor de
GERMAN CAVELIER, GONZALO PERDCMO, EMILIO FERRERO vy LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ.)

Dado y firmado hoy 6 de febrero de 1998, en Indiandpolis,
Indiana, E.E.U.U., por Kenneth L. Loertscher, Subsecretario y

Asesor General de Patentes.

o NG TARTASERTABEL CIREULOBE |
BIGOTA, D.C, HAGO CONSTAR QUE LA

(Sellos parciales en tinta del ConsuladdiiRemernadichiecofmbnmpal en
ETENCOA LAVISTAL g

Chicago.) :

CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO), en ing¥ess ente

a la capacidad legal que tenfia KENNETH L. LOERTSCHER para
otorgar el documento antes mencionado, expedido el 6 de febrero

de 1998 en el Esﬁéﬁo de Indiana.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD), en inglés y espafiol referente
a la existencia legal de la sociedad Dow AgroSciences LLC,

expedido en la Ciudad de Indiandpolis, Indiana, E.E.U.U., el 6

de febrero de 1998,

(O



(Firmado), Lydia S. Owens, Notario Pablico

(Sello notarial en tinta), LYDIA S. OWENS Notario Piblico,
Estado de Indiana, Condado de Hendricks Mi comisidn expira el
03/05/00

(Sello notarial seco), LYDIA S. OWENS NOTARIO PUBLICO INDIANA

(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombia en

Chicago.)

ESTADO UNIDOS DE AMERICA
CERTIFICADO DEL CARGO

ESTADO DE INDIANA

Yo, SUE ANN GILROY, Secretario de Estado de Indiana, POR EL
PRESENTE CERTIFICO: que, de acuerdo con los archivos gue obran
en mi oficina, LYDIA S. OWENS fue debidamente elegido vy
nombrado para el cargo de NOTARIO PUBLICO en y para el Condado
de Hendricks y gque el término de dicho cargo incluia la fecha

del 6 de febrero de 1998: que a todos sus actos oficiales se

les debe dar completa fe y crédito den;éﬁir%@ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁE?wfs las
E0COTA, D.C. HAGO Con ¥
oo Sgsiceaeg o QUE L
dTJQh: A LAV :? L

Corte de Justicia. EN TESTIMONIC DE
estampadc el Gran Sello del Estado de
hoy 10 de febrero de 1998.
(Firma facsimilar), Sue Ann Gilroy
Secretario de Estado
(Firmado) , Por: Mary Reever
Suplente
(Adheride se encuentra sello de oblea dorade con texto en

relieve), SELLO DEL ESTADO DE INDIANA 1816



(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombia en

Chicago.)

(En espafiol), Certificacién de la firma y cargo de MARY REEVER,
de la existencia legal de la compafifa DOW AGROSCIENCES LLC y de
la autoridad que tenfia su representante Leéal, KENNETH L.
LOBERTSCHER, para otorgar el poder mencionado arriba. Esta
certificacidén fue expedida por el CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
EN CHICAGO, ILLINOIS, bajo el N° 254, de fecha 20 de febrero de
1998 y firmada por Carlos Alfonso Negret Mosquera, Cénsul
General. Pagados Impuesto de Timbre y Derechos Consulares por
valor de veintiidn délares.

(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombia en

T
-
U .
Y

[

Chicago.)

L
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(al dorso), Legalizacidén de la firma <§%2%ﬂﬁ§§%@%& <§L

a
UE gAY 2
) FOTOCOHAComcmECOhﬁﬂﬁﬂmw&:'///}&

el MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORE._; Bl Pelll.\'lﬂDVZ : ‘ade
P i Y

fecha 11 de marzo de 1998 vy fiy e de

Legalizaciones.

L :
Es traduccidén fiel y completa de la cual se deja copia en los
. - ) L 3 .:-
archivos de esta oficina para su confrontacién y . a lai.cual :me
remito. Cow M~

Bogotd, 17 de marzo de 1998 : ‘i. ™

COLO 6641-801-001-3

BRM.137 /
Bonarda R, de Martles @

Traductira ¢ Jnlchrde @ficr'a:
Resobucidn 063 jninjus!icin 1894
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ABOGADOS
EDIFICIQ SISKE
WEB SITE: www.cavelier.com CARRERA 4 Mo. 72 - 35 TELEFONQ: (57){1) 347-3611
E-MAIL: cavelier@cavelier.com BOGOTA B, COLOMBIA

Sefiores
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. s. D.

Poderdante : DOW AGROSCIENCES LLC

Poder conferido el 06/02/1998

Yo, EMILIO FERRERO, obrandoe como apoderado principal del
poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito sustituyo el
poder a wi otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, identificada con
cédula de ciudadania No. 35.456.344 y Tarjeta Profesional N°23.555, con

todas las facultades que me fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del Cédigo de

Procedimiento Ciwvil.
‘ F
m.“\é
S
fi;;:;ﬁzxi (:;;“*—A-—~:s

EMILIO FERRERO
T.P.A. N° 31.929
C.C. N° 438.019 de Usaguén

e A YL . L el A

| comuNOraaAQLXTpBELCWcuuon£¥
:BOGOTA, 0.C. HABO CONSTAR QUE (4
:: FOTOCODM COIf\C!DE CONEL UR >
Acepto: | QUEHE TENIDOA 1AVISTA - ‘

27 chzmﬂ

S C?ééoméyﬂcaxébgﬁékééggi?

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
T.P.A. N° 23.555

C.C. No. 35.456.344 de Usagquén

N 1T 860.041.367-3

TELEFAX: (57} (1) 217-9211 (57}{1)310-4995

/3
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REPUBLICA DE COLOMBIA
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES

LEGALIZACION

Pais: REPUBLICA DE COLOMBIA
(Country: - Pays:)

Ei presente documento publico
{This public document - Lc présent acte public)

Ha sido firmado por: LATORRE MENDOZA SERGIO ELEUTERIO
(Has been signed by: - A &i€ sipgné par:)
Actuando en calidad de: TRADUCTOR OFICIAL

{Acting in the capacily of: - Agissant en quatité de: )

Lieva el sello/estampilla de: TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL

(Bears the scal/stamp of: - Est revétu du scean de / timbre de:)
Certificado
(Certified - Attesté)
En: BOGOTA D.C
(At - A:)
El: 12/29/2011 11:55:14 AM
(On: - Le2)
Por: . APOSTILLA Y LEGALIZACION

(By: The Ministry of Foreign Affairs of Colombia - Par: Ministére des Affaires Elrangéres de fa Colombic )

No: LIiMZD115513812

{Under Number: - Sous le numéro:)

Nombre del Titular: 12007490 13

(Name of the holder of document: - Nom du titulaire;)

Tipo de documento: TRADUCCION APOSTILLA

{Typc of document: - Type du docurnent:)

Numero de hojas: 6
(Number of pages: - Nombre de pages:)

01304100113219700546

Firmado Digitaimente por: (Digitally Signed by:)
Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia
AMPARO DE LA CRUZ TAMAYO RODRIGUEZ
Reason: DOCUMENT AUTHENTICITY
BOGOCTA - COLOMBIA

La autenticidad de esle documento puede ser verificada en el Registro Electrénico que se encuentra en |a siguiente pagina
The authenticity of this document may be verified by accessing the e-Register on the following web site:
L'authenticité de cette document peut &tre vérifiée en aceédant I'e-Registre sur le site web suivant:

www.cancilleria.gov.co/legalizaciones



APOSTILLE

é“ . (Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by M. Tarver

3. acting in the capacity of Certifying Officer

4. bears the seal/stamp of  US Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6. the firsi of December, 2011

7. by  Assistant Authentication Officer, United States Depariment of State
8. No. 12007490-13

9. Seal/Stamp: 10. Signature:

G974
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Electr,'Version v1.1
Stylesheet Version v1.1

PATENT ASSIGNMENT

]

SUBMISSION TYPE: NEW ASSIGNMENT “
NATURE OF CONVEYANCE: ASSIGNMENT |
CONVEYING PARTY DATA
Name IL Execution Date
Joshua A. Flook -~ llozr1612009
lohn R. Lawry lo7118/2009
RECEIVING PARTY DATA
ﬁ\lame: ”Dow AgroSciences LLC J
\Street Address: "9330 Zionsville Road l
lCity: J[Indianapolis I
State/Country: INDIANA |
Postal Code: 46268 |
rPROPERTY NUMBERS Total: 1
Propetty Type Number
Application Number: 61183777
|
CORRESPONDENCE DATA
| Fax Number: (317)337-4847
Correspondence will be sent via US Malf when the fax altempt is unsuccessii.
Phone: 3173374087
Email: msbradley@dow.com
Correspondent Name: Dow AgroSciences LLC
Address Line 1: 9330 Zionsville Road
Address Line 4: indianapolis, INDIANA 462568
ATTORNEY DOCKET NUMBER: 67538 US
NAME Of SUBMITTER: Melanie S. Bradley

Total Attachments: 5

source=67538 Assignment#page tif
source=67538 Assignment#page2 tif
source=87538 Assignment#page3.tif
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ASSIGNMENT BY INVENTORS

THIS ASSIGNMENT, made this 3rd day of June 2009, by Joshua A. Flook and
John R. Lawry (hereinafter referred to as Assignors), residing at 2434 W. Division Road,
Tipton, Indiana 46072; and 15726 Wildrye Dr., Wesifield, Indiana 46074, respectively:

WHEREAS, Assignors have invented certain new and useful improvements in
MULTIPLEX ANALYSIS OF STACKED TRANSGENIC PROTEIN, set forth ina
Provisional application for Letters Patent of tﬁc United States, already filed on June 3, 2009 as
U.S. Application No. 61/183,777; and

WHEREAS, D;;)w AgroSciences LLC, a Limited Liability Company organized
under and pursuant to the laws of the State of Delaware having its principal place of business at
9330 Zionsville Road, Indianapolis, Indiana 46268-1054 (hereinafter referred to as Assignee).
is desirous of acquiring the entire right, title and interest in and to said inventions and said
Application for Letiers Patent of the United States, and in and to any Letters Patent of the

United States to be obtained therefore and thereon.

NOW, for good and valuable consideration and/or the remuneration received for my/our
wortk and/or other good and sufficient consideration, the receipt of which is hereby
acknowledged, Assignors have sold, assigned, transferred and set over, and by these presents do
sell, assign, transfer and set over, unto Assignee, its successors, legal representatives and assigns,
the entire right, title and interest in and to the above-mentioned inventions and application for
Letters Patent, and in and to any and all direct and indirect divisions, continuations and
continuations-in-part of said application, and any and all Letters Patent in the United States and
all foreign countries which may be granted therefore and thereon, and reissues, reexaminations
and extensions of said Letters Patent, and a!l rights under the International Convention for the
Protection of Industrial Property, the same to be held and enjoyed by Assignee, for its own use
and benefit and the use and benefit of its successors, legal representatives and assigns, (o the full
end of the term or terms for which Letters Patent may be granted and/or extended, as fully and
entirely as the same would have been held and enjoyed by Assignors, had this sale and
assignment not been made.

AND for the same consideration, Assignors hereby represent and warrant to

Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that, at the time of execution and

67538 US

PATENT
REEL: 023020 FRAME: 0328
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delivery of these presents, except for any rights. titles and/or interests that have arisen to
Assignee under law or that have already been transferred to Assignee, Assignors are the sole
and lawful owners of the entire right, title and interest in and to the said inventions and
application for Letters Patent above-mentioned, and that the same are unencumbered and that
Assignors have good and full right and lawful authority (o seil and convey the same in the

manner herein set forth,

AND for the same consideration, Assignors hereby covenant and agree to and with
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that Assignors will sign all papers
and documents, take all lawful oaths and do all acts necessary or required to be done for the
procurement, maintenance, enforcement and defense of any Letters Patent and applications for
Letters Patent for said inventions, without charge to Assignee, its successors, legal
representatives and assigns, whenever counsel of Assignee, or counsel of its successors, legal
representatives and assigns, shall advise: that any proceeding in connectiott with said
inventions, or said Provisional application for Letters Patent, or any proceeding in connection
with any Letters Patent or applications for Letters Patent for said inventions in any country,
including but not limited to interference proceedings, is lawful and desirable; or, that any
division, continuation or continuation-in-part of any application for Letters Patent, or any
reissue, reexamination or extension of any Letters Patent, to be obtained thereon, is fawful and

desirable,

AND Assignors hereby request the Commissioner of Patwent and Trademarks to
issue satd Letters Patent of the United States to Assignee, as Assignee of said inventions and
the Letters Patent to be issued thereon, for the sole use and benefit of Assignee, its successors,

legal representatives and assigns.,

AND Assignors hereby grant the following individuals the power to insert on this
Assignment any further identification which may be necessary or desirable in order to comply
with the rules of the United States Patent and Trademark Office for recordation of this

document:

DOW AGROSCIENCES LLC

All practitioners at Customer Number 25212

2 B538 U5
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REEL: 023020 FRAME: 0329



AND Assignors acknowledge an obligation of assignment of this invention to

Assignee at the time the invention was made.

3 67538 UG
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Application No.: 61/183,777
Docket No.: 67,538 US

e d P

/ Joshua A. Flook

Date: D“?]lbl_o‘?

United States of *\menca ,r* )
State of /1 =o{(ﬂ ifj( ) ss.
)

County of

On this //; h day gf , //ﬁﬁ[’? . before me
personally came ¥ . to me known to be the individual

described in and who executed l{\\e }()regoing instrument, acknowledged exegution
"m’, A /(,ﬁ RIS

of the same.
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RECORDED: 07/29/2009

Application No.: 61/183,777
Pocket No.: 67,538 US

L R im«y

" JohnR. Lawry

Date: _7/“’1 Oj

United States of America s }
State of th L. )ss.:

County of 77(1 AP CTY g

,/“ )
On this ( g day odﬂéy_f’ ; /{ZJZJ? , before me
personally came JoKR. Lawry , to me known to be the individual
described in and who executed the foregoing instrument, i
of the same.

iFNNlFEFIL CMHSON
Masion County

Y mmission Expirag
Ay 4. 2017

PATENT

REEL: 023020 FRAME: 0332

29



TRADUCCION OFICIAL No. 15774/2011 AL IDIOMA ESPAROL DE UN TEXTO ESCRITO EN INGLES, REALIZADA POR
SERGIO ELEUTERIO LATORRE MENDOZA, TRADUCTOR OFICIAL AUTORIZADO POR RESOLUCION Neo. 2839 DEL 30
DE DICIEMBRE DE 1981 EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA Y DEBIDAMENTE REGISTRADO ANTE EL
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE COLOMBIA,

APOSTILLA

(Convencion de La Haya de Octubre 5 de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
2. Este documento publico
ha sido firmado por M. Tarver
3. actuando en calidad de Funcionario Certificador
4, y lleva el sello/timbre de Qficina de Marcas y Patentes de EE.UU.
CERTIFICA

5. en Washington, D.C.

6. el primero de diciembre, 2011

7. por Ef Funcionario Adjunto de Autenticaciones, Departamento de Estado
de los Estados Unidos

8. No. 12007490-13

9. Sello/Timbre 10. Firma

(aparece firma)

Sonya N Johnson

Traductopft Interprele O.Iﬁcr’ﬂ!_ .
Resol. No. 2879 Minjustie’ "7~
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“LOS ESTADOS UNID UNIDOS DE A\/[ERICA-

P e
f‘ A TODO AQUEL A QUIEN CONCIERNA LO PRESENTE
| DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

Noviembre 21, 2011

05 LA PRESENTE ES PARA CERTIFICAR QUE ADJUNTO HAY UNA
COPIA FIEL DE LOS REGISTROS DE ESTA OFICINA DE UN
DOCUMENTO REGISTRADO EL 29 DE JULIO, 2009.

l-:gl'\.nnn.mn 1L

u\%‘lgiul‘!

[IEELI

I_.“J_

-
%‘umum

Por la Autoridad del

De conformidad con la Secretaria de Comercio
para la Propiedad Intelectual y el Director de la
Oficina de Marcas y Patentes de los Estados :
Unidos ok

(Aparece firma ilegible)
M. TARVER
Funcionario Certificador

prete Oficial
{29 Mimjusticia 1997



CESION DE PATENTE
Version Electrénica v1.1
Version de Hoja de Estilo v1.1
TIPO DE PRESENTACION: NUEVA CESION
NATURALEZA DE LA TRANSMISION | CESION
DATOS DE LAS PARTES QUE TRANSMITEN

NOMBRE FECHA DE LEGALIZACION
Joshua A Flook 07/16/2009
John R Lawry 07/16/2009
DATOS DE LAS PARTES QUE RECIBEN
Nombre: Dow AgroSciences LLC
Direccion: 9330 Zionsvilie Road
Ciudad.; Indianapolis
6 Estado/Pais INDIANA
Codigo Postal: 46268

NUMERO TOTAL DE PROPIEDAD: 1

Tipo de Propiedad Numero
Numero de Solicitud: 61183777
DATOS DE CORRESPONDENCIA
Numero de Fax (317) 337- 4847

Se enviara correspondencia a través def correo EE.UU. cuando el intento de envio
por fax no sea exitoso

Teléfono: 3173374087
Correo electronico: msbradley@dow.com
Nombre del Corresponsal:  Dow AgroSciences LLC
Direccion Linea 1: 9330 Zionsville Road
Direccion Linea 4: Indianapolis, INDIANA 46268
NUMERO DE EXPEDIENTE DE
ABOGADO 67538 US

. NOMBRE DEL REMITENTE Melanie S. Bradley

Total de anexos : 5§

source=67538 Assignment#page1 tif
source=67538 Assignment#page?2.tif
source=67538 Assignment#page3.tif

500922451 PATENTE
CARRETE: 023020 CUADRO 0326

source=67538 Assignment#page4. tif
source=67538 Assignment#pageb.tif

PATENTE
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CESION POR INVENTORES

ESTA CESION, se celebra el dia 3 de junio de 2009, por Joshua A. Flook y
John R. Lawry (en lo sucesivo denominados como los Cedentes), con domicilio en
2434 W. Division Road, Tipton, Indiana 46072; y 15726 Wildrye Dr., Westfield,
Indiana 46074, respectivamente.

CONSIDERANDO QUE, los Cedentes han inventado ciertas mejoras
nuevas y Utiles en ANALISIS MULTIPLEX DE PROTEINA TRANSGENICA
APILADA, establecidas en una solicitud de Provisional de Titulos de Patente de
los Estados Unidos, ya presentada el 3 de junio, 2009 cocmo la solicitud EE.UU.
61/183,777; y

CONSIDERANDO QUE, Dow AgroSciences LLC una Compafia de
Responsabilidad Limitada constituida de conformidad con las leyes de Delaware
que tiene su domicilio comercial principal en 9330 Zionsville Road, Indianapolis,
Indiana 46268- 1054 (en lo sucesivo denominada como el Cesionario), tiene el
deseo de adquirir el derecho completo, titulo e interés en y para dichas
invenciones y dicha Solicitud de Titulos de Patente de los Estados Unidos, y en y
para cualesquier Titulos de Patente de los Estados Unidos, que por lo tanto se
vayan a obtener de la misma.

AHORA, a titulo oneroso y/o la remuneracion recibida por mi/nuestro
trabajo y/u otro titulo oneroso, cuya recepcion se reconoce por este medio, los
Cedentes han vendido, cedido, transferido y enajenado, y por la presente venden,
ceden. transfieren y enajenan, al Cesionario, sus sucesores, representantes
legales y cesionarios, el derecho completo, titulo e interés en y para las
invenciones y Solicitud de Titulos de patente mencionadas anteriormente, y en y
para todas y cualesquier divisiones directas e indirectas, continuaciones, vy
continuaciones en parte de dicha solicitud, y todos y cualesquier Titulos de
Patente en los Estados Unidos y todos los otros paises que se puedan otorgar
para esta y con respecto a la misma, y reemisiones, reexaminaciones vy
extensiones de dichos Titulos de patente, y todos los derechos en virtud de la
Convencion Internacional para la Proteccion de la Propiedad Industrial, las mismas
que se van a poseer y disfrutar por el Cesionario, para su propio uso y beneficio y
el uso y beneficio de sus sucesores, representantes legales y cesionarios, hasta el
final completo del término o términos para los cuales los Titulos de Patente se
pueden otorgar y/o extender, tan plena y completamente como si los mismos
hubieran sido poseidos y disfrutados por los Cedentes, si no se hubiera realizado
esta venta y cesion.

Y por la misma contraprestacion, los Cedentes por este medio declaran y
garantizan al Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios,
que, al momento de la legalizaciéon y entrega de los mismos, excepto para
cualesquier derechos, titulos y/o intereses que hayan surgido al Cesionario de

P NT
CARRETE: 023020 CU

Traductorgfnterprete Oficial
Resol. No. 2839 Minjusticia 19%




conformidad con la ley o que ya se hayan transferido al Cesionario, los Cedentes
son los propietarios Unicos y legales del derecho completo, titulo e interés en y
para dichas invenciones y Solicitud de Titulos de Patente mencionadas
anteriormente, y que las mismas estan libres de gravamenes y que los Cedentes
tienen el derecho vigente y completo y la autoridad legal para vender y transferir el
mismo en la manera aqui establecida.

Y por la misma contraprestacion, los Cedentes por este medio pactan y
acuerdan para y con el Cesionario, sus sucesores, representantes legales y
cesionarios, que los Cedentes firmaran todos los papeles y documentos, tomaran
todos los juramentos legales y haran todos los actos necesarios 6 que se solicita
gque se hagan para la obtencién, mantenimiento, aplicaciéon y defensa de
cualesquier Titulos de Patente y solicitudes de Titulos de Patente para dichas
invenciones, sin cargo al Cesionario, sus sucesores, representantes legales y
cesionarios, cada vez que un abogado del Cesionario, o Abogado de sus
sucesores, representantes legales y cesionarios comunigue: que cualquier
procedimiento en relacion con dichas invenciones o dicha solicitud Provisional de
Titulos de Patente, o cualquier procedimiento en relacién con cualesquier Titulos
de Patente o solicitudes de Titulos de Patente para dichas invenciones en
cualquier pais, que incluyen pero no se limitan a procedimientos de interferencia
sea legal y deseable, 0, que cualquier divisién, continuaciéon o continuacion en
parte de cualquier Solicitud de Titulos de Patente o cualquier republicacion,
reexaminacion ¢ extension de cualesquier Titulos de Patente que se vayan a
obtener de las mismas, sea legal y deseable.

Y los Cedentes por la presente solicitan al Comisionado de Marcas y
Patentes emitir dichos Titulos de Patente de los Estados Unidos al Cesionario,
como el Cesionario de dichas invenciones y los Titulos de Patente que se van a
emitir de la misma, para el uso y beneficio Unico del Cesionario, sus sucesores,
representantes legales y cesionarios.

Y los Cedentes por la presente otorgan a los siguientes individuos la
facultad para insertar en esta Cesién cualquier identificacién adicional que pueda
ser necesaria 0 deseable con el fin de cumplir con las reglas de la Oficina de
Marcas y Patentes de los Estados Unidos para inscripcion de este documento:

DOW AGROSCIENCES LLC
Todos los profesionales con el Numero de Cliente 25212

Y los Cedentes reconocen una obligacién de cesién de esta invencion al
Cesionario en el momento en que se hace la invencion.

PATENTE
CARRETE: 023020 CUADRO 0330
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El dia 16 de julio, 2009, comparecié ante mi, Joshua A. Flook, a quien conozco por
ser el individuo descrito en y quien legaliza el anterior instrumento y reconoce la
legalizacion del mismo.
‘ (aparece firma)
SELLO Notario Pablico
{Aparece sello:
JENNIFER L. CLARSON
Condado de Marion
Mi Comnisién Expira
4 de mayo, 2017
PATENTE
CARRETE: 023020 CUADRO 0331
Solicitud No.: 61/183,777
Expediente No.67,538 US
(Aparece firma)
John R. Lawry
Fecha: 7/16/09
Estados Unidos de América )
. Estado de indiana )ss:

Condado de Marion )

El dia 16 de julio, 2009, comparecié ante mi, John R. Lawry, a quien conozco por
ser el individuo descrito en y quien legaliza el anterior instrumento y reconoce la
legalizacion del mismo.

{aparece firma)

SELLO Notario Publico
(Aparece sello;
JENNIFER L. CLARSON

Condado de Marion
Mi Comision Expira

4 de mayo, 2017

pAT% Mondo
REGISTRADO 07/29/2009 CARRETE: 023020 CUADRO 033 .
raductor erprete Oficial

Resul. No/2839 Minjusticic 70727



0 2010/141674 A3 |} |00 U1 0.0 0 00O A

(19) World Intellectual Property Organization

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

International Bureau

(43) International Publication Date
9 December 2010 (09.12.2010)

s A T AR AR

(10) International Publication Number

WO 2010/141674 A3

(51) International Patent Classification:

BOID 59/44 (2006.01)
C12P 21/06 (2006.01)

CO7K 1/36 (2006.01)

(21) International Application Number:

PCT/US2010/037192

(22) International Filing Date:

3 June 2010:(03.06.2010)

(25) Filing Language: English
(26) Puablication Language: Einglish
(30) Priority Data:

61/183,777 3 June 2009 (03.06.2009) us

(71) Applicant (for all designated States except US): DOW

AGROSCIENCES LLC [US/US]; 9330 Zionsville
Road, Indianapolis, IN 46268-1054 (US).

(72) Inventors; and
(75) Inventors/Applicants (for US only): LAWRY, John

[US/US]; 15726 Wildrye Dr,, Westfield, IN 46074 (US).
FLOOK, Joshua |[US/US}, 2434 W. Division Road, Tip-
ton, IN 46072 (US).

(74) Agent: CATAXINOS, Edgar, R.; Law Offices of Trask

Britt, 230 South 500 East, Suite 300, Salt Lake City, UT
84102 (US).

{81) Designated States (unless atherwise indicated, for every

kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,

{84)

AOQ, AT, AU, AZ, BA, BB, 3G, BH, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
Dz, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, T,
HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP,
KR, KZ, LA, LC, LK, LR, L§, LT, LU, LY, MA, MD,
ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, 8C, 8D,
SE, 5G, SK, SL, SM, 8T, 8V, §Y, TH, TJ, TM, TN, TR,
TT,TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW,

Deslgnated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG,
ZM, ZW), Furasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T),
TM), European (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU,
LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, SE, SI, SK,
SM, TR), OADI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Declarations under Rule 4.17:

as to applicant’s entitlement to apply jor and be granted
a patent (Rule 4.17(i))

Published:

(88)

with international search report (Art. 21(3))

Date of publication of the international search report:
17 March 2011

(54) Title: MULTIPLEX ANALYSIS OF STACKED TRANSGENIC PROTEIN

(57) Abstract: The invention relates to methods for multiplex analysis of complex protein samples from plants using mass spec-
troscopy. In some émbodiments, the disclosure concerns methods for maintaining a transgenic plant variety, for example by ana-
lyzing gencrations of a transgenic plant variety for presence and concentration of multiplexed tranggenic proteins.

32



35

WO 2010/141674 PCT/US2010/037192

ANALISIS MULTIPLEX DE PROTEINA TRANSGENICA APILADA

[0001] Esta solicitud reclama prioridad con base en la solicitud provisional
61/183,777 que se presentd en la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados
Unidos el 3 de junio de 2009, cuya completa divuigacion se incorpora por el
presente por referencia.

CAMPQO TECNICO

[0002] La invencion se refiere generalmente a analisis de alta productividad
de rasgos de plantas. En ciertas modalidades, la invencién se refiere a métodos
de andlisis de alta productividad y cuantificacion de proteinas de plantas,
determinadas por espectrometria de masas con una sola inyeccién de muestras
de proteina compleja, derivada de plantas y tejido vegetal. Ciertas modalidades se
refieren ademas a métodos de analizar genotipos de plantas transgénicas y

mantener la expresién en esas plantas de rasgos deseables de plantas.
ARTE PREVIO

[0003] El empleo cada vez mayor de la tecnologia de ADN recombinante
para producir plantas transgénicas para uso industrial y comercial requiere el
desarrollo de métodos de alta productividad para analizar lineas de plantas
transgénicas. Tales métodos se necesitan para mantener variedades de plantas
transgénicas a través de generaciones sucesivas, evitar el escape transgenes al
ambiente y contribuir al rapido desarrollc de plantas transgénicas con fenotipos
optimos y deseables. Mas aln, directivas actuales para la evaluacion de seguridad
de plantas geneticamente modificadas (GM plants) propuestas para consumo
humano exigen la caracterizacién en el nivel de ADN y proteinas entre el cultivo
progenitor y el transformado. Sesikeran y Vasanthi (2008) Asia Pac. J. Clin. Nutr.
17 Suppl. 1:241-44. Las nuevas variedades de plantas que se han desarrollado
consisten en modificaciones genéticas crecientemente complejas incluyendo, infer
afia, genes y rasgos apilados.

[0004] Los métodos actuales para andlisis de plantas transgénicas que se
prefieren en el arte son: técnicas a base de ADN (v.g., PCR); RT-PCR; el uso de
genes reporteros; transferencia Southern; e inmunoquimica. Todas estas

metodologias adolecen de varias desventajas, y se desea un método superior que
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sea ampliamente capaz de identificar y cuantificar, en forma rapida y econémica,
multiples productos de genes transgénicos en una manera de alta productividad a

partir de una muestra limitada de una planta transgénica.

[0005] Técnicas basadas en ADN para analisis de plantas transgénicas
adolecen de varias deficiencias notables. A pesar del hecho que la transformacion
mediada por Agrobacterium es el método mas preferido de transformacion
genetica de plantas, los genotipos de plantas transformadas con Agrobacterium
son dificiles de analizar por metodologias basadas en PCR. Véase Nain ef al.
(2005) Plant Mol. Biol. Rep. 23:59-65. La presencia incluso de cantidades
trazadoras de Agrobacterium en tejidos transformados produce rendimientos PCR
engafiosos. /d. Los formatos de amplificacion de ADN requieren igualmente
experimentacion empirica de cebadores especificos del gen y condiciones del
termociclador. Muy significativamente, metodologias a base de ADN para detectar
sistematicamente (screening) plantas transgeénicas no determinan actualmente la
expresion de la proteina de producto génico. De manera semejante, RT-PCR o
analisis con membrana de Northem (Northern blot) pueden utilizarse para
confirmar la presencia de transcritos de transgenes en material de plantas
transgénicas. Alwine et al. (1977) Proc. Nat. Acad. Sci. 74:5350-54; Toplak et al.
(2004) Plant Mol. Biol. Rep. 22:237-50. Ninguno de estos métodos confirma la
presencia de expresion de proteinas actuales en el material de la planta fuente.
Estas técnicas requieren asimismo el uso de materiales radioactivos y/o grandes

cantidades de tejido y tiempo de procesamiento.

[0006] Los genes reporteros, tales como los genes que codifican proteinas
fluorescentes, pueden co-transformarse igualmente en plantas transgénicas para
proporcionar una herramienta para identificar transformantes. No obstante, los
genes reporteros son unicamente reporteros indirectos de recombinacion genética.
La expresion del constructo del gen reportero no confirma la expresion del
transgén acompanfante. Ademas, el gen reportero o el transgén pueden perderse
en generaciones sucesivas de la planta hospedera, desacoplando asi la presencia
del reportero del transgén de interés. Analogamente, los transgenes pueden
escapar de la planta hospedera a las plantas vecinas, por ejemplo, mediante
polinizacién cruzada, sin escape concurrente del gen reportero. Cuando multiples
genes se apilan en una planta transgénica, tendria que introducirse un niamero
igual de genes reporteros para analizar el proteoma transgénico y, puesto que la

funcién del gen reportero es unicamente un reportero indirecto de la funcion del
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transgén, no se detectarian cambios en la expresion de un transgén en respuesta

a la presencia de un transgén adicional.

[0007] A diferencia de los métodos descritos anteriormente, puede utilizarse
inmunoquimica para identificar productos de expresién transgénica en una planta
transgénica. Aungue la inmunoquimica es Util para este propdsito, el método
requiere muestras de proteina altamente purificada para produccion de
anticuerpos. Los anticuerpos resultantes tienen que analizarse con respecto a su
especificidad, y tienen que desarrollarse condiciones de analisis especificas del
reactivo. Los altos niveles de expresion y purificacién requeridos para conducir
inmunogquimica, asi como el problema relacionado de eliminar contaminantes del

tejido de la planta, son limitaciones a la utilidad de este método.

[0008] Puede usarse asimismo espectrometria de masas para analizar el
proteoma de una planta transgénica. Sin embargo, las técnicas espectrométricas
reconocidas por el arte requieren que mezclas complejas de proteinas de plantas
se separen primero mediante electroforesis en gel 2-D. Rajagopal y Ahern (2001)
Science 294(5551):2571-73; véase también Domon y Aebersold (2006) Science
312(5771):212-17, 214. Bandas individuales de la muestra de proteina separada
en el gel pueden digerirse entonces con una proteasa y someterse a
espectrometria de masas para identificar la proteina Unica originalmente presente
en la banda no digerida. Véase, v.g.,, Chang et al. (2000) Plant Physiol.
122(2):295-317. El paso de separacidon en gel en este método es un proceso
intensivo en tiempo que impide el uso de espectrometria de masas en
aplicaciones de alta productividad.

[0009] Existe una necesidad en el arte de un método de alta productividad
para detectar y cuantificar la presencia de productos de expresion transgénica en
plantas que no requiera proteina purificada o altamente expresada, o reactivos
especificos del método. Este método sera util en ayudar a los cultivadores y
agricultores de plantas transgénicas a mantener el fenotipo de la variedad de
planta transgenica diana a través de generaciones sucesivas de reproduccién
sexual y/o asexual. El método sera igualmente Util en analizar rapidamente plantas
producidas de un procedimiento de transformacién para identificar aquellas
plantas producidas que son plantas transgénicas y expresan la proteina
introducida en tejidos deseados. Ademas, el método puede utilizarse para detectar

selectivamente en forma rapida plantas en riesgo de ser contaminadas con
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transgenes de una planta transgénica, con el fin de realizar el bioconfinamiento de
la planta transgénica.

RESUMEN DE LA DIVULGACION

[0010] Una modalidad particular de la invencién incluye un método de alta
productividad para detectar y cuantificar la presencia de dos o mas proteinas de
interés con secuencias de aminoacidos conocidas en una muestra basada en una
planta. El método incluye proveer una primera inyeccion de una muestra compleja
basada en una planta, que contiene proteinas, y digerir las proteinas de la muestra
compleja basada en una planta en péptidos. Alternativamente, el método incluye
un paso preliminar de digerir las proteinas de la muestra compieja basada en una
planta en péptidos, pasc seguidc por propercionar una primera inyeccién de los
peptidos. A continuacion, los péptidos se separan y ionizan. Se obtienen datos
simultaneos de espectros de masas para los péptidos y se determina la presencia

o ausencia de las dos o mas proteinas de interés.

[0011] Otra modalidad de la invenciéon incluye un métode de alta
productividad de detectar la presencia de dos o mas proteinas de interés con
secuencias de aminoacidos conocidas en una muestra basada en una planta. El
método incluye proveer datos de espectros de masas para dos o mas proteinas de
interés y proporcionar una primera inyeccion de una muestra compleja basada en
una planta, que contiene proteinas. Las proteinas de la muestra compleja basada
en una planta se digieren en péptidos y los péptidos se separan entonces y se
ionizan. Se obtienen datos simultaneos de espectros de masas para los péptidos.
Los datos simultdneos de espectros de masas se comparan con los datos de
espectros de masas provistos para las dos o mas proteinas de interés,
determinando en esa forma la presencia o ausencia de las dos o mas proteinas de

interés.

[0012] Todavia otra modalidad de la invencién incluye un método para
mantener el genotipo de una variedad de planta transgénica. El método incluye: (i)
proveer datos de espectros de masas para uno o mas producto(s) esperado(s) de
expresion transgénica en la variedad de planta transgénica; (ii) proporcionar una
primera inyeccion de una muestra compleja que contiene proteinas de una primera
generacion de la variedad de planta transgénica; (iii) digerir las proteinas de

muestra compleja basada en una planta en péptidos; (iv) separar los péptidos; (v)
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ionizar los péptidos; (vi) obtener datos simultineos de espectros de masas para
los péptidos, y comparar los datos simultaneos de espectros de masas con los
datos de espectros de masas provistos para los productos esperados de expresion
transgénica, determinando en esa forma 'a presencia o ausencia de los productos
esperados de expresion transgénica en la primera generacion de la variedad de
planta transgénica; (vii) proporcionar una primera inyeccion de una muestra
compleja que contiene proteinas de una segunda generacion de la variedad de
planta transgénica; (viii) repetir los pasos (iii)-(vi) con la muestra compleja que
contiene proteinas de la segunda generacién de la variedad de planta transgénica;
y (ix) no propagar la segunda generacién de la variedad de planta transgénica si
no puede confirmarse la presencia del (de los) producto(s) de expresion
transgénica en los datos de espectros de masas para los péptidos de la muestra
de proteina compleja de la segunda generacion de la variedad de planta
transgénica, manteniendo en esa forma el genotipo de la variedad de planta

transgénica.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0013] FIG. 1 muestra deteccién multiplex LC\MS\MS de AAD-1.
[0014] FIG. 2 muestra.deteccién multiplex LC\MS\MS de AAD-12.
[0015] FIG. 3 muestra deteccién multiplex LC\MS\MS de Cry1F.
[0016] FIG. 4 muestra deteccion maltiplex LCAMS\MS de Cry34.
[0017] FIG. 5 muestra deteccion maltiplex LC\MS\MS de Cry35.
[0018] FIG. 6 muestra deteccion maltiplex LC\MS\MS de PAT.

[0019] FIG. 7 muestra deteccion multiplex LC\MS\MS de Cry1F, expresada
en tejido de maiz endégamo.

[0020] FIG. 8 muestra deteccidn miitiplex LC\MS\MS de Cry34, expresada
en tejido de maiz endégamo.

[0021] FIG. 9 muestra deteccion multiplex LC\MS\MS de Cry35, expresada
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en tejido de maiz endégamo.

[0022] FIG. 10 muestra deteccién miltiplex LO\MS\MS de PAT, expresada

en tejido de maiz endégamo.

DESCRIPCION DETALLADA

[0023] La especificidad permitida en una metodologia de espectrometria de
masas para identificar una proteina individual de una muestra compleja es Unica
en que sblo se requiere la secuencia de la proteina de interés, con el fin de
identificar [a proteina de interés. Comparada con otros formatos de multiplexado,
la espectrometria de masas es unica en ser capaz de aprovechar la longitud total
de una secuencia de aminoacidos primaria de una proteina para reconocer (fo
target) porciones individuales, tipo identificadores, de una secuencia de
aminoacidos primaria de una proteina para eliminar virtualmente la deteccién no
especifica. En algunas modalidades de la presente invencién, un fragmento
proteolitico o conjuntc de fragmentos proteoliticos, que identifica(n) Unicamente
una proteina(s) de interés, se utilizan para detectar las proteina(s) de interés en

una muestra de proteina compleja.

[0024] En términos amplios, métodos particulares de la invencion permiten
monitorear cualquier proteina(s) directamente y cuantificarla a partir del tejido de
interés requiriendo Unicamente el conocimiento previo de la secuencia de
aminoacidos de la proteina(s). El método puede realizarse en una manera de alta
productividad, sin la necesidad de desarrollar/analizar un reactivo de deteccion
especifico del método. Tener una proteina purificada como un reactivo para el
desarrolio de un método es siempre benéfico, pero para este andlisis una proteina
que puede purificarse Unicamente hasta, por ejemplo, 60%, puede ser aln
apropiada para el desarrollo de! método. Métodos de acuerdo con la presente
divulgacién pueden eliminar la necesidad para un experto en el arte de desarrollar
metodos a menudo desafiantes para preparar muestras de proteina altamente
purificada para produccién de anticuerpos. Por consiguiente, métodos de la
presente divulgacion pueden ahorrar tiempo y recursos. Mas aun, los métodos
ofrecen mas variedad de reactivos de proteina apropiados para andlisis multiplex,
puesto que pueden no requerirse los esfuerzos para eliminar, por ejemple, el 30-
40% final de los contaminantes. Los métodos divulgados representan ademas una

mejora necesaria sobre las metodologias mlltiplex a base de ampilificacion de
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ADN, que requieren experimentacién empirica de cebadores especificos del gen y
condiciones del termociclador, y que crean, por lo demas, situaciones en las que
cualquier falta de especificidad de la diana puede disminuir significativamente la
exactitud del método debido a la amplificacion exponencial requerida para la
deteccién de ADN.

[0025] En modalidades particulares, métodos de la presente invencion
permiten la ingenieria inversa de la proteina para determinar por qué una proteina
particular posee propiedades Unicas, sin necesidad de requerir la proteina actual
para iniciar un estudio. Por ejemplo, modificaciones de secuencia y/o
modificaciones post-traduccionales de proteinas diana que estan asociadas con
rasgos de plantas deseables o indeseables pueden identificarse a partir de datos
de espectros de masas de una muestra de proteina compleja de una planta, que
expresa el rasgo deseable ¢ indeseable.

[0026] En algunas modalidades, los métodos divulgados permiten la
cuantificacién o determinacion de relaciones de multiples proteinas en una
muestra de proteina compleja mediante un analisis individual de espectrometria
de masas, por oposicién a medir cada proteina de interés individualmente muchas

veces y compilar los resultados individuales en un resultado de muestra.

[0027] En todavia otras modalidades, la presente divulgacion provee
también métodos utiles para el desarrollo y uso de tecnologia de plantas
transgénicas. Especificamente, los metodos divulgados pueden utilizarse para
mantener el genotipo de plantas transgénicas a través de generacicnes sucesivas.
Ademas, algunas modalidades de los métodos divulgados en esta especificacién
pueden utilizarse para facilitar andlisis de alta productividad de plantas no-
transgénicas que estan en riesgo de ser contaminadas con transgenes de plantas
vecinas, por ejemplo, mediante polinizacién cruzada. Mediante estas modalidades,
puede facilitarse y/o realizarse el bioconfinamiento de transgenes. En otras
modalidades, los métodos divulgados en esta especificacién pueden emplearse
para detectar selectivamente (fo screen) los resultados de un procedimiento de
transformacién de una planta en una manera de alta productividad para identificar

transformantes, que exhiban caracteristicas de expresiéon deseables.

/. Abreviaturas
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[0028] La presente invencidn se describird con referencia a las
siguientes abreviaturas:

[0029] AAD-1 (R)-2,4-diclorofenoxipropionato dioxigenasa

[0030] AAD-12 (S)-2,4-diclorofenoxipropionato/alfa-ketoglutarato
dioxigenasa

[0031] CID Disociacion inducida por colision

[0032]Cry1F Proteina de cristal plaguicida cry1Fa (delta-endotoxina
insecticida Cry1F(a))

[0033] Cry34 Proteina de cristal ET79 (Bacillus thuringiensis)

[0034] Cry35 Tipo Cry35Ab (Bacillus thuringiensis)

[0035] CE Electroforesis capilar

[0036] ADN Acido desoxirribonucleico

[0037] ELISA Enzimoinmunoanalisis de adsorcion

[0038] EPI Produccién mejorada de iones

[0039] GM Modificado genéticamente

[0040] IDA Adquisicion dependiente de la informacién

[0041] LCAMSIMS Espectrometria de masas en tandem con cromatografia
liquida

[0042] MRM Monitoreo de reacciones multiples

[0043] MS Espectrometria de masas

[0044] MSMS Espectrometria de masas en tandem
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[0045] PAT Fosfinotricina N-acetiltransferasa {(PPT N-acetiltransferasa)

[0046] PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

[0047] RT-PCR Reaccién en cadena de la polimerasa de transcripcion

inversa

I, Términos

[0048] Con el fin de facilitar la revision de las diferentes modalidades de la

divulgacion, se provee la siguiente explicacién de términos especificos:

[0049] Bioconfinamiento: Tal como se emplea en esta especificacion, el
termino “bioconfinamiento” se refiere a la restriccion del movimiento de plantas
genéticamente modificadas o su material genético a areas designadas. El término
incluye confinamiento fisico, fisico-quimico, biolégico, asi como otras formas de
confinamiento que impidan la supervivencia, difusién o reproduccién de una planta
genéticamente modificada en el ambiente naturai ¢ en condiciones de crecimiento

artificial.

[0050] Muestra de proteina compleja: Tal como se emplea en esta
especificacion, el término "muestra de proteina compleja” se utiliza para distinguir
una muestra de una muestra de proteina purificada. Una muestra de proteina
compleja contiene multiples proteinas, y puede contener adicionalmente otros

contaminantes.

[0051] Espectrometria de masas: Tal como se emplea en esta
especificacion, el término general "espectrometria de masas" se refiere a cualquier
métcdo apropiado de espectrometria de masas, equipc o configuracion
incluyendo, v.g., ionizacion por electrospray (ESI), desabsorcion/ionizacion laser
asistida por matriz (MALDI - matrix-assisted laser desorption/ionization) MS,
MALDI-tiempo de vuelo (TOF - time of flight) MS, MALDI MS a presion atmosférica
(AP - atmospheric pressure), MALDI MS en vacio, MS en tandem, o cualquier
combinacién de las anteriores. Los equipos de espectrometria de masas miden la
masa molecular de una molécula (como una funcién de la relacién masa-a-carga

de la molecula) cuantificando la trayectoria de vuelo de la molécula a través de un
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conjunto de campos magnéticos y eléctricos. La relacion masa-a-carga es una
magnitud fisica que se utiliza ampliamente en la electrodinamica de particulas
cargadas. La relacién masa-a-carga de un péptido particular puede calcularse, a
priori, por una persona experta en el arte. Dos particulas con diferente relacion
masa-a-carga no se moveran en la misma trayectoria en un vacio cuando se
someten a los mismos campos eléctricos y magnéticos. La presente invencion
incluye, inter alia, el uso de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC - high
performance liquid chromatography) seguida por analisis MS en tandem de los
péptidos.

[0052] Los instrumentos de espectrometria de masas constan de tres
moédulos: una fuente idnica, que divide las moléculas de la muestra en iones; un
analizador de masas, que clasifica los iones por sus masas aplicando campos
- electromagnéticos; y un detector, que mide el valor de una cantidad indicadora vy,
en esa forma, proporciona datos para calcular fas abundancias de cada idn
presente. La técnica tiene aplicaciones cualitativas y cuantitativas. Estas incluyen
identificar compuestos desconocidos, determinar la composicion isotopica de
elementos en una moiécula, determinar la estructura de un compuesto observando

su fragmentacion, y cuantificar la cantidad de un compuesto en una muestra.

[0053] Un vistazo general detallado de las metodologias y equipos de
espectrometria de masas puede encontrarse en las siguientes referencias, las
cuales se incorporan por el presente por referencia: Carr y Annan {1997) Overview

of peptide and protein analysis by mass spectrometry. En; Current Protocols in

Molecular Biology, editado por Ausubel, et al,, New York: Wiley, paginas 10.21.1-
10.21.27; Paterson y Aebersold (1995) Electrophoresis 16: 1791-1814; Patterson
(1998) Protein identification and characterization by mass spectrometry. En:

Current Protocols in Molecular Biology, editado por Ausubel, et al,, New York:
Wiley, paginas 10.22.1-10.22.24; y Domon y Aebersold (2006) Science
312(5771)212-17.

[0054] Multiplex: Tal como el término se emplea en esta especificacion, las
proteinas y/o péptidos son "multiplexados" cuando dos o mas proteinas y/o

péptidos de interés estan presentes en la misma muestra.

[0055] Rasgo de una planta: Tal como se emplea en esta especificacion, un

"rasgo de una planta” puede referirse a cualquier caracteristica individual o
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medicion cuantificable de una planta.

[0056] Peptido: Los péptidos son polimeros cortos formados de Ia conexion,
en un orden definido, de a-aminoacidos. Los péptidos pueden generarse
igualmente por la digestion de polipéptidos, por ejemplo proteinas, con una
proteasa. '

[0057] Proteina: Las proteinas son compuestos organicos compuestos de
aminoacidos dispuestos en una cadena lineal y unidos entre si por enlaces
peptidicos entre los grupos carboxilo y amino de residuos de aminoacido
adyacentes. La secuencia de aminoacidos en una proteina se define por la
secuencia de un gen, que se codifica en el codigo genético. En general, e! codigo
genetico especifica 20 aminoéacidos estandar; no obstante, en ciertos organismos
el codigo genético puede incluir selenocisteina — y en ciertos arqueas - pirrolisina.
A menudo se observa que los residuos en una proteina se modifican
quimicamente por modificacién post-traduccional, la cual puede ocurrir o bien
antes de que la proteina se use en la célula, o bien como parte de mecanismos de
control. Los residuos de proteina pueden modificarse asimismo mediante disefio,
de acuerdo con técnicas familiares a las personas expertas en el arte. Tal como se
emplea en esta especificacion, el término "proteina” engloba cadenas lineales que
contienen aminoacidos de ocurrencia natural, aminoacidos sintéticos, aminoacidos

modificados, o combinaciones de cualquiera o todos los anteriores.

[0058) Inyeccién dnica: Tal como se emplea en esta especificacion, el
término "inyeccion Unica" se refiere al paso inicial en la operacion de un equipo
MS o LC-MS. Cuando una muestra de proteina se introduce en el equipo en una

inyeccion Unica, toda la muestra se introduce en un paso Unico.

[0059] Apilado/apilamiento: Tal como se emplea en esta especificacion, el
término "apilado” se refiere a la presencia de mdltiples polinuciedtidos heterdlogos

incorporados en el genoma de una planta.

[0060] Espectrometria de masas en tandem: En la espectrometria de
masas en tandem, un ién progenitor, generado de una molécula de interés, puede
filtrarse en un instrumento MS, y el i6n progenitor puede fragmentarse
posteriormente para producir uno 0 mas iones hijos, que se analizan entonces (se

detectan y/o cuantifican) en un segundo procedimiento MS.
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[0061] Plantas transgénicas: Tal como se emplea en esta especificacion, el
término “"planta transgénica” incluye la referencia a una planta que contiene en su
genoma un polinucledtido heterdlogo. Generalmente, el polinucledtido heterélogo
se integra establemente dentro del genoma, de tal manera que el polinucleétido se
pasa a sucesivas generaciones. El polinucledtido heterdlogo puede integrarse en
el genoma solo o como parte de una casete de expresidon recombinante.
"Transgénico” se utiliza en esta especificacion para incluir cualquier célula, estirpe
celular, callo, tejido, parte de una planta o planta, cuyo genotipo ha sido alterado
por la presencia de éacido nucleico heterdlogo, incluyendo aquellas plantas
tfransgenicas inicialmente alteradas de tal manera, asi como las creadas por
cruces sexuales o propagacion asexual a partir de las plantas transgénicas
iniciales.

. Seleccién de Proteina Transgénica Para Anélisis Multiplex

[0062] Cualquier proteina introducida en una planta mediante tecnologia de
expresién transgénica puede analizarse utilizando métodos de la invencion.
Proteinas apropiadas para analisis multiplex de acuerdo con la invencién pueden
conferir un rasgo de salida (an output trait} que hace a la planta transgénica
superior a su contraparte no transgénica. Ejempios no limitantes de rasgos
deseables, que pueden conferirse, incluyen resistencia a los herbicidas,
resistencia al impacto ambiental negativo, mayor rendimiento, valor nutricional
mejorado, vida Otil mejorada, contenido alterado de aceite, composicion alterada
de aceite, contenido alterado de azlcar, contenido alterado de almidéon,
produccion de productos farmacéuticos a base de plantas, produccién de
productos indusiriales (v.g., polihidroxiaicanoatos: poliésteres de macromoléculas
considerados ideales para remplazar plasticos derivados del petroleo) y potencial
de biorremediacion. Mas auln, la expresion de una o mas proteinas transgénicas
dentro de una sola especie de plantas puede analizarse empleando métodos de la
presente divulgacion. La adicién o meodulacién de dos o mas genes o rasgos
deseados en una especie individual de interés es conocida como apilamiento de
genes (gene stacking). Mas auin, la expresién de una o mas proteinas
tfransgénicas puede analizarse concurrentemente en los analisis multiplex

actualmente divulgados con una o mas proteinas vegetales enddgenas.

[0063] La preferencia por las proteinas particulares a analizar esta a
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discrecion del artesano experto. Tales proteinas pueden ser, pero no se limitan a,
las de plantas, animales, levadura, y similares, y pueden ser proteinas o bien no
encontradas en una célula no transformada o bien encontradas en una célula
transformada. Proteinas particularmente apropiadas que se expresan en plantas
transgénicas son aquellas que confieren tolerancia a herbicidas, insectos, o virus,
y genes que proporcionan valor nutricional mejorado, mayores rendimientos,
tolerancia a la sequia, utilizacion del nitrégeno, produccion de compuestos
industriales Utiles, caracteristicas de procesamiento de la planta, o potencial de
biorremediacion. Ejemplos de proteinas Utiles incluyen el gen insecticida de
Bacillus thuringiensis para conferir resistencia a los insectos, y el gen de la 5'-
enolpiruvil-3'-fosfoshikimato sintasa (EPSPS) y cuaiquier variante del mismo para
conferir tolerancia a herbicidas de glifosato. Como se entiende facimente por los
expertos en el arte, cualquier proteina que confiera un rasgo deseado puede
expresarse en una ceélula de una planta utilizando tecnologia de ADN

recombinante.
IV.  Seleccidon de Fragmentos Peptidicos

[0064] Proteinas diana pueden identificarse de acuerdo con la presente
divulgacién determinando la presencia fragmentos peptidicos proteoliticos de las
proteinas diana en espectros MS de una muestra compleja de proteinas de una
planta. Las enzimas proteasas escinden proteinas en secuencias especificas de
aminoacidos que pueden verificarse faciimente dentro de la secuencia completa
de una proteina diana. Por consiguiente, el conjunto de fragmentos peptidicos a
producirse por una digestion con una o mas proteasas puede deducirse a priori.
Una relacién de carga a masa Unica de un péptido deducido particular puede

determinarse entonces por su secuencia primaria de aminoéacidos.

[0065] Fragmentos peptidicos pueden verificarse asimismo empiricamente
a partir de espectros MS de proteinas diana digeridas. Una modalidad particular
de la invencion podria ser la seleccion de un péptido, cuya secuencia es interna,
de sitios de escisién proteolitica predichos. Para seleccidon empirica de fragmentos
peptidicos para identificacion de proteinas diana, muestras de proteinas digeridas
pueden someterse a espectrometria de masas para determinar fragmentos
peptidicos que proveen la sensibilidad y especificidad de deteccion requeridas
para identificacién de proteinas multiplex. Generalmente, se prefieren para

seleccion los péptidos ionizados mas abundantes. La abundancia de un péptido
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ionizado particular es una funcién de la abundancia de! péptido vy la eficiencia de
ionizacién del péptido.

[0066] Las proteinas de interés en un producto apilado se expresaran en
diferentes niveles relativos entre si. Los péptidos detectados se derivaran de las
proteinas individuales que se estan expresando en concentraciones variables y a
veces desconocidas. La deteccion de peptidos y proteinas variara desde las
concenfraciones attomolares a micromolares. La pureza de las muestras a
analizarse variard desde las proteinas estandar purificadas en soluciones
amortiguadoras de pH (buffer solutions) a una matriz de planta cruda extraida de
varios tejidos de interés. Los fragmentos peptidicos se identificaran en una matriz
de una planta cruda, asi como en una matriz de muestra de tejido parcialmente
purificada, si la deteccion diana requiere reducir la complejidad de la matriz de la

muestra antes de la deteccion.
V. Analisis MRM Dirigido

[0067] Una vez se identifican uno o mas fragmentos peptidicos de una
proteina diana a determinarse durante analisis multiplex, se desarroila un analisis
MRM dirigido (a targeted MRM analysis) para la proteina diana. Preferiblemente,
el analisis MRM dirigido para una proteina diana dada identificara aquelios
péptidos seleccionados previamente que son los iones de fragmento mas
abundantes. Por consiguiente, cada péptido diana a determinarse en un analisis
multiplex puede tener un analisis MRM orientado que se desarrolla para identificar
iones de fragmento Unicos de ese péptido diana. El analisis multiplex ocurre
mediante un analisis MRM concurrente, que incluye fragmentos peptidicos Unicos,
tipo identificador, especificos para dos o mas proteinas diana en la muestra de
tejido de una planta. Preferiblemente, el analisis multiplexado identificara
concurrentemente aquellos péptidos especificos de una proteina diana que
demuestren jonizacion y fragmentacion eficientes luego del analisis tanto en la
presencia como la ausencia de una matriz compleja. Una proteina diana inciuida
en el analisis multiplex puede identificarse con uno o mas pares de transiciones de

iones hijos/progenitores especificos.
[0068) Un analisis multiplex MS/MS Unico puede realizarse entonces para

multiples proteinas diana en una mezcla de proteina compleja. Debido a la

sensibilidad y la selectividad de la espectrometria de masas, una muestra de
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proteina compleja a someterse a analisis multiplex MS/MS no necesita ser tan
pura o abundante como una muestra a analizarse por técnicas convencionales,
tales como inmunoquimica o PCR. No obstante, una muestra de proteina compleja
a someterse a analisis multiplex MS/MS puede prepararse de acuerdo con
condiciones de extraccidon optimizadas para desempeiio analitico robusto del
metodo mualtiplex. Muestras de proteina pueden prepararse de acuerdo con
tecnicas tales como, inter alia, extraccién de sal (por ejemplo, bicarbonato de
amonio}, extraccion de sal en la presencia de urea, y extraccion de detergente (por

ejemplo, CHAPS), u otras metodologias tipo enriqguecimiento.

[0069] EI material de la planta del cual puede prepararse una muestra de
proteina multiplexada esté a discrecion del artesano experto. Material apropiado
puede incluir, por ejemplo, tejido o células de una planta transgénica, tejido de una
planta o células resultantes de un procedimiento de transformacion genética, tejido
o células de plantas no transgénicas, que se estan analizando para detectar la
presencia de un transgén contaminante, o materiales derivados de una planta de

origen de planta transgénica sospechosa.

[0070] EI andlisis multiplex MS se realiza en la muestra de proteina
compleja. La muestra de proteina compleja se inyecta en una camara de
ionizacion de la MS en la cual se produce un primer idén (progenitor). El idn
progenitor puede detectarse directamente en una primera MS, o puede aislarse
por la primera MS, fragmentarse en iones hijos caracteristicos, y detectarse uno o

mas de los iones hijos en una segunda MS (MS/MS).

[0071] Los iones pueden detectarse utilizando varios modos de deteccion.
Por ejemplo, iones seleccionados pueden detectarse empleando un modo de
monitoreo selectivo de iones (SIM - selective jon monitoring), que incluye
monitoreo de reaccién multiple (MRM - multiple reaction monitoring), o monitoreo
de reaccién seleccionado (SRM - selected reaction monitoring). Alternativamente,

los iones pueden detectarse empleando un método de escaneo.

[0072] La relacibn masa-a-carga puede determinarse utilizando un
analizador cuadrupolar (quadrupole analyzer). Por ejemplo, en un “"cuadrupolar”" o
instrumento de "trampa de iones cuadrupolar”, los iones en un campo de
frecuencia de radio oscilante experimentan una fuerza proporcional al potencial
DC aplicado entre los electrodos, la amplitud de la sefal RF y 1a m/z. El voltaje y la
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amplitud pueden seleccionarse de manera que Unicamente los iones que tienen
una m/z recorran la longitud del cuadrupolar, mientras que todos los demas iones
se deflectan. Por consiguiente, instrumentos cuadrupolares pueden actuar como
un "filtro de masas” y "un detector de masas” para los iones inyectados en el
instrumento.

[0073] Disociacién inducida por colisién ("CID - colfision-induced
dissociation") se emplea a menudo para generar los iones hijos para déteccién
posterior. En la CID, los iones progenitores ganan energia a través de colisiones
con un gas inerte, tal como argén y posteriormente se fragmentan por un proceso
denominado “descomposicién unimolecular." Suficiente energia tiene que
depositarse en el i6n progenitor, de manera que ciertos enlaces dentro del idn

puedan romperse debido a una energia vibratoria aumentada.

[0074] En MS/MS, los iones progenitores se seleccionan en el primer
analisis MS. Estos iones progenitores seleccionados se pasan entonces a la celda
de colision para generar los iones progenitores especificos del péptido para
identificacion y cuantificacion. Bajo un conjunto dado de condiciones de
ionizacion/fragmentacion, se producen iones hijos y progenitores en una forma
reproducible dandole a la técnica MS/MS una capacidad analitica extremadamente
poderosa.

[0075] El espectrémetro de masas proporciona normalmente al usuario un
barrido de iones (jon scan); es decir, la abundancia relativa de cada m/z sobre un
rango dado (v.g., 10 a 1200 amu). Los resultados de un analisis de analito, es
decir, un espectro de masas, pueden relacionarse con la cantidad del analito en la
muestra original por numerosos meétodos conocidos en el arte. Por ejemplo, dado
gue los parametros de muestreo y analisis estan cuidadosamente controlados, la
abundancia relativa de un ion dado puede compararse con una tabla que convierte
esa abundancia relativa en una cantidad absoluta de la molécula original.
Alternativamente, estandares moleculares (v.g., estandares internos y estandares
externos) pueden correrse con las muestras y construirse una curva estandar
basandose en iones generados de esos estandares. Utilizando tal curva de
estandares, la abundancia relativa de un i6n dado puede convertirse en una
cantidad absoluta de la molécula original. Numerosos otros métodos para
relacionar la presencia o cantidad de un i6n con la presencia o cantidad de a

molécula original son bien conocidos por las personas expertas en el arte.
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{0076] La eleccion del método de ionizacién puede determinarse basandose
en el analito que se va a medir, el tipo de muestra, el tipo de detector, la eleccion
del modo positivo versus el modo negativo, etc. Los iones pueden producirse
empleando una variedad de métodos inciuyendo, pero no limitados a, ionizacion
de electrones, ionizacién quimica, bombardeo rapido de atomos, desabsorcion de
campo, y desabsorcidn/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI), desabsorcion-
ionizacién por laser de superficie (SELDI - surface enhanced laser desorption
ionization), desabsorcion de ionizacion por electroespray (DESI - desorption
electrospray ionization), ionizacion de fotones, ionizacién por electrospray, y
plasma inductivamente acoplado. La ionizacion por electrospray se refiere a
metodos en los cuales una solucién se pasa a lo largo de una corta longitud de un
tubo capilar, al extremo del cual se aplica un alto potencial eléctrico positivo o
negativo. La solucion que llega al extremo del tubo se vaporiza (nebuliza) en un
chorro o rociado de gotitas muy pequenas de solucidn en un vapor de disolvente.
Esta niebla de gotitas fluye a través de una camara de evaporacion que se
calienta para impedir la condensacién y para evaporar el disolvente. A medida que
las gotitas se vuelven mas pequefias, aumenta la densidad de carga superficial
eléctrica hasta el momento en que la repulsién natural entre cargas similares hace

gue se liberen los iones asi como las moléculas neutras.

[0077] EIl efluente de una L.C puede inyectarse directa y automaticamente
(es decir, "en linea") en el equipo electrospray. En algunas modalidades, las
proteinas contenidas en un efluente LC se ionizan primeramente mediante
electrospray en un i6n progenitor. El primer cuadrupolar de la MSMS se ajusta (is
tuned) para que sea un filtro de masas de los iones progenitores de las proteinas
diana multiplexadas.

{0078] El(ios) i6n (iones) progenitor(es) que pasa(n) el primer cuadrupolar
se ioniza(n} y/o fragmenta(n) entonces antes de pasar al segundo cuadruplar. En
algunas modalidades, los iones se hacen colisionar con una molécula de gas
inerte en un proceso de disociacién inducida por colision (CID). Gases inertes
apropiados incluyen, por ejemplo, argon, helio, nitrégeno, etc. Deseablemente, los
lones progenitores de las proteinas diana multiplexadas se fragmentan en iones
hijos que se detectan posteriormente.

VI.  Mantener una Variedad de Planta Transgénica
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[0079] Los métodos de la presente divulgacién pueden usarse para
mantener el genotipo de una variedad de planta transgénica. Muestras de proteina
compleja preparadas de una proxima generacidon de una planta transgénica
pueden someterse a analisis multiplex MSMS para determinar la presencia o
ausencia de una proteina de interés. Las muestras de proteina compleja pueden
contener proteinas transgénicas expresadas en la planta transgénica. Propagando
aquellas plantas donde se confirma la presencia de una proteina transgénica de
interés, se garantiza la expresion de la proteina transgénica de interés en
generaciones sucesivas. En forma semejante, pueden no propagarse aquellas
plantas de una préxima generacién en las que no puede confirmarse la presencia

de una proteina transgénica de interés.

VII. Resultados de Deteccion Selectiva de un Procedimiento de

Transformacion de Plantas

[0080] Los métodos de la presente divulgacién pueden utilizarse asimismo
para tamizar rapidamente ios resultados de un procedimiento de transformacién
de plantas en una manera altamente productiva. Debido a la variabilidad en el
genotipo y las caracteristicas de expresion en plantas transgénicas (GE pfants} y
células de plantas producidas mediante recombinacion de ADN, las plantas y
células de plantas producidas por un procedimiento de transformacion de plantas
no incluirdn necesariamente los mismos perfiles o perfiles similares de expresion
de proteinas transgénicas introducidas, por ejemplo, proteinas heterdlogas. Por lo
demas, proteinas endogenas pueden exhibir perfiles de expresion alterados
diferencialmente. En algunas modalidades de |a presente divulgacion, muestras de
proteina compleja se preparan de plantas, tejidos de plantas, o células de plantas
producidas por un procedimiento de transformacién de plantas. Las muestras
preparadas de proteina compleja pueden someterse entonces a un analisis
MS/MS multiplex. Los espectros MS de las diferentes muestras se analizan
entonces para identificar aqueilas muestras que exhiben caracteristicas deseables
de expresion. La planta fuente, tejido de planta, o células de planta de ias
muestras identificadas puede propagarse entonces para seleccionar las

caracteristicas de expresion deseables.

Vill. Obtener Bioconfinamiento de Transgenes

18

S0



WO 2010/141674 PCT/US2010/037192

[0081] Los transgenes pueden escapar de una planta transgénica e
integrarse en el genoma de plantas circundantes no transgénicas en el ambiente,
por ejemplo, mediante polinizacion cruzada. En la mayoria de los casos, esto es
indeseable. En algunas modalidades, métodos de la presente divulgacion se
utilizan para obtener el bioconfinamiento de transgenes en una planta transgénica.
En estas y otras modalidades, muestras de proteina compleja pueden prepararse
a partir de una planta(s), tejido(s) de una planta, o células de una planta que estan
en riesgo de contaminarse por material genético proveniente de una planta
transgénica. Las muestras preparadas de proteina compleja pueden someterse
entonces a analisis MS/MS muitiplex. Espectros MS de las diferentes muestras se
analizan entonces para determinar aquellas muestras que contienen una proteina
transgénica diana, por ejemplo, una proteina transgénica expresada en la planta
transgénica. La presencia de la proteina diana en una muestra se correlaciona con
el escape del transgén en la planta(s) fuente, tejido(s) de la planta, o células de la
planta. Destruyendo, confinando, o limitando en otra forma el crecimiento de la
planta(s) contaminada(s), tejido(s) de la planta, o células de la planta, puede
conseguirse el bioconfinamiento.

[0082] Las modalidades son susceptibles de varias modificaciones y formas
alternativas, ademas de los Ejemplos especificos descritos en detalle en esta
especificacién. Por consiguiente, las modalidades no se limitan a las formas
particulares divuigadas. Mas bien, el ambito de la divulgacion engloba todas las
modificaciones, equivalentes y alternativas enumeradas en las reivindicaciones

- anexas.

EJEMPLOS
Ejemplo |

[0083] Seis proteinas transgénicas separadas (Cry1F, Cry34, Cry35, AAD-
1, AAD-12 y PAT) se seleccionaron para desarrollo de un analisis LC\MS\MS
multiplex. Las proteinas individuales se detectaron e identificaron por
espectrometria de masas en una sola inyeccidn de una mezcla de proteina

compleja.
[0084] La primera version del analisis multiplex se llevé a cabo digiriendo

protecliticamente las seis proteinas individuaimente, y luego fortificando los

peptidos de la proteina resultantes en extractos de tejidos de planta digeridos
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proteoliticamente y utilizando LC\MS\WMS para detecciéon de iones de
fragmento/precursor especifico para cada una de las seis proteinas en una sola
inyeccion. La metodologia desarrollada durante esta primera version muiltiplex se
aplicd entonces para la deteccién multiplex de cuatro proteinas expresadas en

material de propagaciéon de maiz endégamo corriente.

Ejemplo I
Deteccion multiplex LCAMS\MS en una planta.

[0085] Tabla 1 enumera concentraciones de cada proteina patrén individual
(individual stock protein) recibida, y las diluciones resultantes de cada proteina
luego de la digestion con tripsina. Antes de la digestion con la proteasa tripsina,
todas las proteinas se separaron en gel con cambio de sales amortiguadoras
(were buffer exchanged) en 25 mM de bicarbonato de amonio, pH 7.9 (SIGMA),
para garantizar condiciones de digestion eficientes. Una alicuota de cada una de
las proteinas patron (véase Tabla 1) se transfirié a un tubo Eppendorf estéril de de
1.5 mL y se llevd a 100 pL usando 25 mM bicarbonato de amonio, pH 7.9. Se
utilizaron columna Zeba Desalt Spin (Pierce # 89882) para el reemplazo de cada
proteina segun recomendaciones del fabricante. Se realizaron tres lavados (spin
washes) de la columna Zeba, empleando cada lavado 300 pL de 25 mM
bicarbonato de amonio, pH 7.9, y centrifugando a 1.500 g durante 1 minuto. La
alicuota de 100 uL para cada proteina de muestra se aplicé entonces a la
superficie de la resina de la columna Zeba y se centrifugd a 1.500 g durante 2
minutos. Este material separado en gel con cambio de sales amortiguadoras se
utilizé entonces directamente para digestion de tripsina para la generacion de
fragmentos peptidicos de proteina. La digestion inicial con tripsina de las seis
proteinas no incluyé un paso de protocolo para alquilar los residuos de aminoacido
cisteina. Este paso de alquilacidon puede incorporarse mas tarde, pero con analisis
de alta productividad como meta, omitir el paso de alquilacién podria ahorrar
tiempo y esfuerzos significativos para el analisis final. Cada 100 pL de muestra de
proteina separada en gel con cambio de sales amortiguadoras se llevdé a 5 mM
DTT con la adicién de 1 pL de 0.5 M DTT, luego se desnaturalizé por calor a 95 °C
durante 20 minutos y se enfri6 a temperatura ambiente (25 °C). Tripsina
modificada por secuenciamiento (sequencing grade modified trypsin) se re-
suspendié en 25 mM bicarbonato de amonio, pH7.9, a una concentracion de 0.4
ug/uL. La enzima tripsina se agregd a cada muestra de proteina para un rango
final de relacién enzima a sustrato de 1:20 a 1:50. La digestion con la tripsina se
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llevé a cabo en un termociclador utilizando un perfil de temperatura de 37 °C
durante 16 horas, luego se enfrié a 4 °C. Después de la digestién con tripsina, se
agregaron 3 L de acido formico al 10% a cada digesto de proteina.

[0086] Tabla 1: Concentraciones de proteina y diluciones para cada digesto
con tripsina de las 6 proteinas - LCAMS\MS Muttiplex.

Digesto 100ul volumen del {[Digesto con tripsina)
con digesto final
tripsina
Nombre [Patron] |Volumen Cantidad Factor de [Proteina] del
ug/mi patrén proteina dilucion del digesto {ug/mi)
digerido digerida digesto
(ml) {ug's)
Cry1F 160 .01 1.6 1:10 16
Cry34 500 0.025 12.5 1.4 125
Cry35 187 0.045 8.415 1:2.2 85.0
AAD-1 4200 0.005 21 1:20 210
AAD-12 1000 0.02 20 1.5 200
PAT 300 0.033 9.9 1.3 100

[0087] Inicialmente, cada una de las seis muestras de proteina digeridas
con tripsina se analizd individualmente mediante ESI-LC\MS\MS para determinar
fragmentos peptidicos tripsinicos que proporcionarian la sensibilidad y
especificidad de deteccion para identificacién multiple simultanea de todas las seis
proteinas en un andlisis Gnico. El eSpectrémetro de masas utilizado para el
desarrollo del método fue un Applied Biosystems MDS Sciex 4000 Q Trap hybrid
triple quad, (Foster City, CA modelo # 1004223-V) que empleaba una carcasa
fuente Turbo V ES! equipada con una sonda TS!|. Las muestras se introdujeron en
el espectrémetro de masas mediante un sistema HPLC Agilent 1100. Tabla 2
incluye informacioén sobre el nimero de modelo especifico y la version Firmware

para los diferentes componentes de instrumentacion.

[0088] Tabla 2: Informacion sobre el Modelo/Version de Firmware para ios

Componentes de Instrumentacion.
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Espectrometro de Masas 4000 Q TRAP

Versién Firmware M401402 B4T0301 M3L1412 B3T0300
Nombre Componente Linear lon Trap Quadrupole LC/MS/MS Mass
1D Componente 4000 Q TRAP

Fabricante AB Sciex Instruments

Modelo 1004229-V

Inyector Automatico

(AutoSampler) Agilent 1100 G1367A

Versidén Firmware A.05.04

Bomba Conectada G1312A

Horno Columna Agilent 1100 G1316A

Version Firmware A.05.05

Valvula Conmutacién Instalada

Bomba Agilent 1100 G1312A

Versién Firmware A.05.04

[0089] Se llevé a cabo cromatografia de fase inversa utilizando un sistema
HPLC Agilent 1100 equipado con una columna Phenomenex Jupiter Proteo 50 X
2.0 mm 4 pM con una condicién de carga de 85% A (H>O / 0.1% acido formico) /
5% B (acetonitrilo / 0.1% &cido férmico) durante 1 minuto, y con un gradiente a
90% B en 20 minutos. La columna se regenerd con una retencion de 2 minutos a
90% B, y luego se re-equilibré a 5% B durante 5 minutos. Para el tamizaje inicial
de peptidos de la proteina individual, se cargaron aproximadamente 10-50 fmol de

cada proteina en la columna para analisis.

[0090] Un método de adquisicion IDA que incorporaba dos barridos EPI a
realizarse en los dos iones mas abundantes detectados de un listado de
transiciones MRM, especificas para cada proteina, se llevé a cabo en cada una de
las seis proteinas a multiplexarse. Esfos datos de fragmentacion fueron
informativos en seleccionar los iones del fragmento que demostraron la maxima
abundancia de cada péptido detectado. Generalmente, los tres iones principales
de fragmento de un peéptido precursor detectado se seleccionaron para desarrollo
posterior del método. Para esta adquisicién IDA, la Sciex 4000 Q TRAP incorporo
las siguientes condiciones: voltaje IS 5500, DP 75, EP 10, CXP 12, CUR 10, CAD
HIGH, TEM 450, GS1 35, GS2 35, unidad RES Q1, y unidad RES Q3. Los valores
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CE para cada péptido se analizaron empiricamente con un valor éptimo usado
para cada péptido. Empleando los datos de fragmentacién de rpéptidos
acumulados del analisis IDA individual en cada una de las seis proteinas, se
condujo entonces un analisis MRM en cada proteina individual para identificar los
iones precursores de cada proteina con excelentes eficiencias de ionizacion. Para
cada proteina multiplex se utilizé un listado MRM de todos los péptidos tripsinicos
para crear un método de analisis MRM individual. Usando los datos del analisis
MRM de proteina individual como una medida de la eficiencia de ionizacién, se
seleccionaron péptidos para cada proteina para que sirvieran como iones
precursores en un formato multiplex. Los péptidos multiplex se relacionan en
Tabla 3.

[0091] Tabla 3: Péptidos seleccionados para el método LC\MS\MS

multiplex — 6 inicial.

Proteina / Péptidos Multiplexados

AAD-1_ (R)-2 4-diclorofenoxipropionato dioxigenasa)
T6 FGPVDPVPLLK

T7 SIEGYPEVQMIR
T12 VFGSLYQAQNR
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AAD-12 ({S)-2.4-diclorofenoxipropionato/alfa-ketoglutarato dioxigenasa}

T4 IGGGDIVAISNVK
T9  AAYDALDEATR
T19 AEPWDFK

CrylF (Proteina de cristal plaguicida cry1Fa (delta-endotoxina insecticida_

Cry1F(a))}

T22 TYPIQTSSQLTR
T46 FAGQFNK

Cry34 (Proteina de cristal ET79 [Bacillus thuringiensis))
T7 TSPTNVANDQIK

Cry35 (tipo Cry35Ab [Bacillus thuringiensis])
T9 VLTAGTGQALGLIR

T17 YQYWAQR

PAT (Fosfinotricina N-acetiltransferasa (PPT N-acetiltransferasa))

T2 TEPQTPQEWIDDLER
T8 LGLGSTLYTHLLK
T10 SVVAVIGLPNDPSVR

Ejemplo (Il

[0092] Se cred entonces un andlisis MRM orientado muiltiplex LCAMS\MS
unico para todas las seis proteinas DAS, empleando los datos de iones de
fragmento/precursor generados del analisis de proteinas individuales. Estos
peptidos se detectaron primeramente mediante LC\MS\MS multiplex fortificando
amortiguador de bicarbonato de amonio (25 mM, pH7.9) con material digerido con
tripsina de cada una de las seis proteinas. Aproximadamente 5-20 fmol de cada
proteina se inyectd en la columna para analisis multiplex — 6 inicial del

amortiguador fortificado.

[0093] FIGs. 1-6 muestran cromatogramas de iones extraidos para cada
una de las seis proteinas detectadas en una sola inyeccion. Especificamente, FIG.
1 muestra la deteccion multiplex LC\WMSWS de AAD-1. Los datos son un
cromatograma de iones LCWS\MS extraidos para AAD-1  ((R)-24-
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dicolorofenoxipropionato dioxigenasa), detectada en una sola inyeccién con AAD-
12, Cry1F, Cry34, Cry35, y PAT en extracto de semilla de maiz.

[0094] FIG. 2 muestra deteccion multiplex LCAMS\MS de AAD-12. Los datos
son un cromatograma de iones LC\MS\MS extraidos para AAD-12 ({(S)-2,4-
diclorofenoxipropionato/aifa-ketoglutarato dioxigenasa), detectada en una soia
inyeccion con AAD-1, Cry1F, Cry34, Cry35, y PAT en extracto de semilla de maiz.

[0095] FIG. 3 muestra deteccion multiplex LC\MS\MS de Cry1F. Los datos
son un cromatograma de iones LC\MS\MS extraidos para Cry1F (proteina de
cristal plaguicida cry1Fa (delta-endotoxina insecticida Cry1F(a))), detectada en
una sola inyeccion con AAD-1, AAD-12, Cry34, Cry35, y PAT en extracto de
semilla de maiz.

[0096] FIG. 4 muestra deteccién multiplex LCYMS\MS de Cry34. Los datos
son un cromatograma de iones LC\MS\MS extraidos para Cry34 (proteina de
cristal ET79 [Bacillus thuringiensis)), detectada en una sola inyeccién con AAD-1,
AAD-12, Cry1F, Cry35, y PAT en extracto de semilla de maiz.

[0097] FIG. 5 muestra deteccion multiplex LC\MSWMS de Cry35. Los datos
son un cromatograma de iones LC\MS\MS extraidos para Cry35 (tipo Cry35Ab
[Bacillus thuringiensis]), detectada en una sola inyeccién con AAD-1, AAD-12,
Cry1F, Cry34, y PAT en extracto de semilla de maiz.

[0098] FIG. 6 muestra deteccion multiplex LC\MS\MS de PAT. Los datos
son un cromatograma de iones LCAMS\MS extraidos para Cry35 (fosfinotricina N-
acetiltransferasa (PPT N-acetiltransferasa)), detectada en una sola inyeccién con
AAD-1, AAD-12, Cry1F, Cry34, y Cry35 en extracto de semilla de maiz.

[0099] Luego de confirmar la deteccion muitipiex LC\MS\MS de todas las
seis proteinas, la mezcla de péptido y bicarbonate de amonio se diluyé en un
extracto digerido con proteasa de tejido de semilla de maiz para deteccion en la
matriz de ia semilla. El tejido de la semilia usado provenia del material endégamo
corriente. La muestra fortificada se diluy6 1:10 en bicarbonato de amonio y luego
1:2 en extracto de semilla de maiz con aproximadamente 0.2 a 1 fmo! de cada
proteina que se estaba inyectando en la columna y se detectdé empleando el
método muitiplex LC\MS\MS.
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Ejemplo IV

[00100] Cuatro proteinas transgénicas separadas (Cry1, Cry34, Cry35 y
PAT) se detectaron e identificaron mediante espectroscopia de masas en una sola
inyeccion de una muestra de proteina compleja de materiales de una planta
endogama (5XH751XT). Se detectd la proteina tanto en el tejido de las hojas

como de la semilla.

[00101] La metodologia mdltiplex - 6 enumerada anteriormente se utilizo
para detectar la presencia de cuatro proteinas transgénicas separadas (Cry1F,
Cry34, Cry35, y PAT) en una sola inyeccion de una muestra de proteina compleja
de material de una planta de linea congénita (5XH751XT). En esta labor, se
desarrollé un método multiplex — 4 de una sola inyeccién para cuantificar la
presencia de las cuatro proteinas en tejido de semilla de maiz y de hoja de maiz.
Los controles experimentales implicaron la comparacion con extracto 5XH751 nulo
enriquecido (null 5XH751 extract spiked) con proteinas transgénicas enteras antes
de la digestion, y comparacidn con el extracto 5XH751 nulo digerido.

[00102] Para este experimento, se otorgé también consideracion a la
metodologia de extracciéon requerida para un desempefio analitico robusto del
método multiplex. Puesto que la deteccion mdltiplex consiste en medir
simultaneamente multiples proteinas de cada muestra individual, el método de
extraccion de proteinas utilizado necesita ser eficiente para todas las proteinas, si
se desea una medicion precisa. Como se muestra en FIG. 11, las condiciones de
extraccion se analizaron en tejido de semillas y de hojas de maiz. Se examinaron
tres condiciones de extracciéon separadas, en un intento por comenzar a entender
como estas cuatro diferentes proteinas se comportarian en lo que respecta a
hallar un método de extraccion Unico para acomodar factores tales como
estabilidad, solubilidad e hidrofobicidad de las proteinas.

[00103) El atractivo de una extraccién de proteina en bicarbonato de
amonio es la capacidad de ir directamente del paso de extraccion a la digestion
con proteasa sin preocuparse por la supresion de la sehal debida a un
componente amortiguador durante el analisis MS. Esto podria reducir el costo,
pero, aun mas importante, disminuir el tiempo de preparacion y la posible
variabilidad incurrida durante el reemplazo de sales amortiguadoras (buffer
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especificos de las proteinas / iones de fragmento detectar y bajo cuales
condiciones de instrumentacion.

[00107] ElI método multiplex-6 descrito anteriormente se empled para
analizar los extractos de tejido de hojas y semillas 5XH751XT. FIGs 7-10 son un
subconjunto de los datos adquiridos utilizando andlisis de inyeccién dnica
LC/MS/MS multiplex - 4 para detectar proteinas CrytF, Cry34, Cry35 y PAT
expresadas en tejido de hojas y semillas de maiz enddgamo.

[00108] Especificamente, FIG. 7 muestra deteccion multiplex LC-MS/MS de
Cry1F, expresada en tejido de maiz endégamo. Los datos son espectros MS/MS
especificos para CrytF multiplex identificada en tejido de hoja de maiz 5XH751
extrafdo con 25mM de bicarbonato de amonio. Se detectaron tres iones de
fragmento T22 especificos de Cry1F, mostrandose aqui tan solo un fragmento. Se

muestran asimismo controles positivos y negativos para la transicion MS/MS.

[00109] FIG. 8 muestra la deteccion mditiplex LC-MS/MS de Cry34,
expresada en tejido de maiz endégamo. Los datos son espectros MS/MS
especificos para Cry34, identificados multiplexadamente en tejido de hoja de maiz
5XH751 extraido con 25mM bicarbonato de amonio. Se muestran iguaimente
controles positivos y negativos para la transicion MS/MS. Se detectaron cinco
iones de fragmento especificos de T7 Cry34, mostrandose aqui tan sélo uno. La
ligera variacion en el tiempo de retencién entre la muestra 5XH751XT y el control
positivo fortificado con Cry34 no es inesperada para una proteina que se eluye en
la region temprana, mas hidrofila, del gradiente de fase inversa. El pico mostrado
en el panel de control de hoja nulo es un pico no especifico, como se determiné
por la gran variacién (~7 min.} en tiempo de retencién de la ¢columna. Ninguno de

los otros cuatro iones de fragmento de Cry34 tuvo picos no especificos.

[00110] FIG. 9 muestra deteccion multiplex LC-MS/MS de Cry35, expresada
en tejido de maiz endégamo. Los datos son espectros MS/MS especificos para
Cry35, identificada multiplexadamente (mulftiplex identified) en tejido de hoja de
maiz. Se muestran también controles positivos y negativos para la transicion
MS/MS. Los datos mostrados son de tejido de hoja 5XH751 extraido con 25 mM
de bicarbonato de amonio. Se detectaron tres iones de fragmento especificos de
Cry35 T9, mostrandose tan sélo uno aqui.
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[00111] FIG. 10 muestra deteccion miltiplex LC/MS/MS de PAT, expresada
en tejido de maiz enddégamo. Los datos son espectros MS/MS especificos para
PAT, identificada multiplexadamente en tejido de hoja de maiz. Se muestran

asimismo controles positivos y negativos para la transicién MS/MS.

[00112] Para cada proteina, se detectd y fragmentdé un péptido precursor
especifico, con tres a cinco iones de fragmento correspondientes para garantizar
la confirmacién de la secuencia de proteina. Figuras 7, 8, 9 y 10 demuestran cada
una espectros MS/MS especificos para una de las cuatro proteinas identificadas
multiplexadamente en tejido de maiz. Cada figura demuestra asimismo e! control
apropiado positivo y negativo para la transicion MS/MS particular. Dos de las
cuatro proteinas se detectaron en el tejido de semillas. La incapacidad de detectar
dos de las cuatro proteinas se debié probablemente a una expresion baja, ya que
los datos histéricos demuestran una baja expresion de estas cuatro proteinas en
semillas, comparada con tejido de hojas.

Ejemplo V

[00113] Una variedad de planta transgénica se mantiene confirmando la
presencia de dos proteinas de interés en una préxima generacion de la variedad
de la planta. Se selecciona una planta transgénica donde la planta transgénica
incluye dos proteinas transgénicas de interés (A y B). Se preparan muestras de
proteinas A y B, y se someten a analisis LC/MS/MS. De los espectros MS
resultantes, se seleccionan iones de péptidos de fragmento de las proteinas
progenitoras para analisis MS/MS dirigido.

[00114] Se prepara una muestra de proteina compleja de una primera
generacion de la planta transgénica, y la muestra de proteina compleja se somete
a analisis LC/MS/MS muiltiplex, donde los iones seleccionados del péptido de
fragmento de las proteinas A y B se identifican determinando la presencia de los
iones seleccionados del péptido de fragmento en los espectros MS. Muestras de
proteina compleja se preparan entonces de plantas de una proxima generacion de
la planta transgénica. Las muestras de proteina compleja de estas plantas de
proxima generacion se someten a analisis LC/MS/MS multiplex. Aquellas plantas
de proxima generacion, cuyas muestras preparadas de proteina compleja
predujeron espectros MS donde se identificd la presencia de las dos proteinas A 'y

B a partir de la presencia de los iones seleccionados del péptido de fragmento, se
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propagan para mantener la variedad de planta transgénica. Aquellas plantas de
proxima generacion, cuyas muestras preparadas de proteina compleja produjeron
espectros MS donde no se identificé la presencia de las dos proteinas Ay B, no se

propagan para mantener la variedad de planta transgénica.

Ejemplo VI

[00115] Transformantes resultantes de un procedimiento de transformacion
de una planta se detectan selectivamente (are screened) para determinar la
presencia de dos proteinas diana de interés. Dos proteinas diana (A y B) se
someten a analisis LC/MS/MS. De los espectros MS resultantes, iones de péptidos

de fragmento de las proteinas diana se seleccionan para analisis MS/MS dirigido.

{00116] Se obtienen transformantes putativos mediante un procedimiento
de transformacion de plantas. Se preparan muestras de proteina compleja de cada
uno de los transformantes putativos. Las muestras de proteina compleja de estos
transformantes putativos se someten a un andlisis LC/MS/MS multiplex, donde la
expresion de las proteinas diana se determina verificando la presencia de los
iones de péptidos de fragmento seleccionados. Se propagan aquellos
transformantes, cuyas muestras preparadas de proteina compleja produjeron
espectros MS, donde caracteristicas de expresion deseabies de proteinas A y B
se determinaron a partir de la presencia de los fones de péptidos de fragmento
seleccionados.

Ejemplo VI

[00117] Se obtiene el bioconfinamiento de transgenes en una planta
transgenica. Dos proteinas diana (A y B), expresadas por una planta transgénica,
se someten a analisis LC/MS/MS. De los espectros MS resultantes, iones de
péptidos fragmentados de las proteinas progenitoras diana se seleccionan para
analisis MS/MS dirigido.

[00118] Se recolecta materiai vegetal de plantas que crecen en el ambiente
que circunda la planta transgénica. Se preparan muestras de proteina compleja de
este material de la planta. Las muestras de proteina compleja de estos materiales
de la planta se someten a analisis LC/MS/MS miltiplex, donde la presencia de un

fransgén contaminante se determina verificando la presencia de los iones de
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[00119] Las Siguienteg referenciag 8e incorporan todas por el presente por
referencia €N su totalidag-

Alwine gf al. (1977) Proc. Nat Acad Sci ?4:5350-54; Baldwin (2004) Moy Cell,
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REIVINDICACIONES
Lo que se reivindica es:

1. Un método de alta productividad para detectar la presencia de dos o
mas proteinas de interés con secuencias de aminoacidos conocidas en una

muestra basada en una planta, métode que incluye:

(i) proveer péptidos obtenidos digiriendo las proteinas de la muestra basada
en una planta;

(ii) separar los péptidos;
(iit) ionizar los péptidos; v

(iv) obtener datos simultdneos de espectrometria de masas para los
péptidos y determinar la presencia o ausencia de las dos 0 mas proteinas de

interés.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde ios péptidos separados en
paso (ii) se separan por cromatografia de columna.

3. El metodo de la reivindicacion 1, en donde la cromatografia de columna

es una cromatografia de columna liquida.

4, El método de la reivindicacién 1, en donde las proteinas digeridas en

paso (i) se digieren en un paso Gnico antes de la inyeccién.

5. El método de la reivindicacion 1, en donde los péptidos separados en el
paso (i) se separan en un paso tnico.

6. El métedo de la reivindicacidon 1, en donde los péptidos ionizados en el

paso (iii) se ionizan en un paso Unico.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde los datos simulianeos de ia
relacion masa-a-carga para los péptidos correspondientes a las dos o mas

proteinas de interés se obtienen en un paso Unico.

8. El metodo de la reivindicacion 1, en donde las dos o mas proteinas de
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interés son dos proteinas de interés.

9. El método de la reivindicacién 1, en donde las dos o mas proteinas de
interés son cuatro proteinas de interés.

10. E! método de ia reivindicacion 1, en donde la muestra basada en una
planta es de una planta transgénica.

11. El método de la reivindicacion 1, en donde la muestra basada en una
planta es de una planta transgénica, y las dos o mas proteinas de interés son

productos esperados de expresion transgénica en la planta transgénica.

12. Un método de alta productividad para detectar la presencia de dos o
mas proteinas de interés con secuencias de aminoacidos conocidas en una

muestra basada en una planta, método que incluye:

(i) proveer datos de espectros para dos 0 més proteinas de interés;

(ii) proveer una primera inyeccién de una muestra compleja basada en
una planta que contiene proteinas;

(i) digerir las proteinas de una muestra compleja basada en una planta
en péptidos;

(iv) separar los péptidos;

(v} ionizar los péptidos;

(vi) obtener datos simultdneos de espectrometria de masas para los
peptidos; y

(vii) comparar los datos simultaneos de espectrometria de masas con los
datos de espectros de masas provistos para las dos o mas proteinas de
interés, determinando en esa forma la presencia o ausencia de ias dos o

mas proteinas de interés.

13. El método de la reivindicacién 12, donde las proteinas digeridas en

paso (iii) se digieren en un paso Unico.
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14. El método de la reivindicacién 12, donde los péptidos separados en

paso (iv) se separan en un pasc Unico.

15. El método de la reivindicacion 12, donde los péptidos ionizados en paso

(V) se ionizan en un paso Unico.

16. El método de la reivindicacién 12, donde la muestra basada en una
planta es de una planta transgénica.

17. Un método para mantener el genotipo de una variedad de planta
transgénica, método que incluye:

(i) proveer datos de espectros de masas para uno o mas producto(s)
esperado(s) de expresién transgénica en la variedad de planta

transgénica;

(ii) proveer una primera inyeccion de una muestra compleja que contiene
proteinas de una primera generacion de la variedad de planta

transgenica;

(iii) digerir la muestra compleja de proteinas basada en una planta en

péptidos;

(iv) separar los péptidos;

(v) ionizar los péptidos;

(vi) obtener datos simultdneos de espectrometria de masas para los
péptidos y comparar los datos simultdnecs de espectrometria de masas
con los datos de especiros de masas provistos para los productos
esperados de expresiéon transgénica, determinando en esa forma la
presencia o ausencia de los productos esperados de expresién
transgenica en la primera generacién de la variedad de planta

transgénica;
(vii) proveer una primera inyeccion de una muestra compleja que

contiene proteinas de una segunda generacion de la variedad de planta

transgénica;
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(viii) repetir los pasos (iii)-(vi) con la muestra compleja que contiene
proteinas de la segunda generacion de la variedad de planta transgénica;
Y

(ix) no propagar la segunda generacién de la variedad de planta
transgénica si la presencia del producto(s) esperado(s) de expresién
transgénica no puede confirmarse en los datos de espectros de masas
para los péptidos de la muestra de proteina compleja de la segunda
generacion de la variedad de planta transgénica, manteniendo en esa

forma el genotipo de la variedad de planta transgénica.

18.  El método de la reivindicacién 17, donde las proteinas digeridas en el

paso (iii) se digieren en un paso Unico.

19.  El método de la reivindicacion 17, donde los péptidos separados en el

paso {iv) se separan en un paso unico.

20. El método de la reivindicacion 17, donde los péptidos ionizados en el
paso (v) se ionizan en un paso Unico.
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RESUMEN

La invencién se refiere a métodos para analisis multiplex de muestras de proteina
compleja de plantas utilizando espectrometria de masa. En algunas
incorporaciones, la divulgacién concierne a métodos para mantener una variedad
de planta transgénica, por ejemplo, analizando generaciones de una variedad de
planta transgénica con respecto a la presencia y concentracion de proteinas

transgenica multiplexadas.

36

&¥



WO 2010/141674

FIG. 1

Deteccidn de PAT en 5XH751XT endégamo
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FIG. 2
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Deteccion de peptidos multiplexados de la proteina AAD-12 / iones de fragmento
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FIG. 4

Deteccion de péptidos multiplexados de proteina Cry34 y iones de fragmento
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FIG. 5

Deteccion de péptidos multiplexados de la proteina Cry35 / iones de fragmento
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Deteccion de CrylF en SXH751XT enddgamo
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FIG. 8

Deteccion de Cry34 en SXH751XT enddgamo
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FIG. 10
Deteccion de PAT en 5XH751XT enddgamo
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<ell>
<el2»
<213%>

<220>
<223y

<100

1]

6

PRT ]

Artificial

Péptideo T17 de Cry35
11

{yr GIn Tyr ¥rp gln Arg

<210
<21ls
<212>
<gli»

<220>
2223»

<400

Thr Gly Pre Gin Thr Pro Gin Glu ¥rp Ile Asp Asp Leu Glu Arg
1 5 10 15

<210
<211
<212y
<213>

12

15

PRYT
Artificial

Péptido T2 de PAT
12

13
13

PRY
Artificlal
Pagina 3
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<22B>
<223> péptido T8 de PAT

<400 13
ieu 6ly ey Gly ger Thr Leu Tyr Thr !l'i‘}g Leu Lew LyS

«2il> 14

<211>» 13

<212 PRY
213> artifiedial

<220
<223» Péptido T10 de PAT

<4G0> 14
ser val val Ala Vval Xlg Gly Leu Pro Asn Asp Pro Ser Val Arg
L 5 10 15

<21 15
<2li> 7
<Zi2>

PAT
<213 aArtificial

<220
<223> Fragmento Y7 de péptido T6 de AAD-1

400> 15
;l'ﬂ G6lu Val Gln !;!et Ile Arg

<21 16

<21l> 6

<212> PFRT .
<213 Artificial

220>
«22?3» Fragmentc Yé de péptido T6 de AAD-1

<400> 16

Pro Val Pro Lew Leu Lys
1 5

210 17

<2li> 6

<212> PBRT

<213 Artificial

ad20s .
2223 Fragmento Y6 de péptido T12 de AAD-1

<400 17

Tyr Gl Ala GIn Asn Arg
Pagina 4
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<2E0»
<2kl
<2E2s
<213>

<220>
<223»

<400>

P10111 Seq Listing.5725.txt

18

8

PRT
Artificial

Fragmento Y8 de péptido T9 de AAD-12
18

gsp Ala teu Asp gﬂu Ala Thr Arg

<210
<211
<332>
213>

2220
<223

<4(0>

19
7

AT
Artificial

Fragmento Y5 de péptido T19 de AAD~12
19

gia Gld Pro Trp ;sp Fhe Lys

<2 10>
<211
<2}2>
<213

<220
<323

<40>

20

7

PRT

Artificial

Fragmentc Y7 de péptido T4 de AAD-12
20

g@l Ala Ile Ser %5n val Lys

<210>
=213~
<z1la
2213

<22{>
<223»

<4 (>

2l
3

PRT . .
Artificial

Fragmento YB de péptido T22 de CrylF
21

gln Thr Ser Ser ng Lee Thr Avrg

22 10>
<21L>
<212»
<213>

22
10

PRT
Artificial .
Pagina 5
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<220>
<223> Fragmento Y10 de péptido T22 de CrylF

<400> 22
fro Ile GIn The Ser Ser GIn Let Thr Arg
1 5 1c

<210> 23
<211> 6

<212> PAT

<213> Artificial

<220»

<223> Fragmento Y6 de péptido T7 de CrylF

<q00> 23

Ala Gly GIn phe JS!tSﬂ LysS
3

210 24
<211 &5

«212> PRY

<213> Artificial

22 20>
¢223» Fragmento Y5 de péptide T7 de Cry34

<400> 24
Asn Asp Gim Tle Lys
1 g Sy

<210 25
<711> b

<212» FPRT

<213> Artificial

<220>
<223» Fragmento Y6 de péptido T7 de Cry34

<400> 29
g1a Asp Asp Gln %le Lys

<210> 26

211> §

<212> PRT_
<213> Artificial

<220>
<22]» Fragmento Y8 de péptido T9 de Cry35

<400> 26

Gly GIn Ala ieu Gly teu Ile Arg
Pagina b6
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<210> 27

21> 10

<212> PRT
«213»> Artificial

22>
«223» Fragmento Y10 de péptido T9 de PAT

<A00> 27
Gly Thr Gly Gln Ala Leu Gly Leu Ile Arg
1 3 10

210> 28
21> 9
212>

PRT
<213»> aArtificial

<220>
<223> Fragmento Y9 de péptido T10 de PAT

<A00> 28
§1y Lew Fro Asn gsp Pro Ser val Arg

210> 29

<21k M0

<212>» PRT

<213> Artificial

<220
<223» Fragmento Y10 de péptido T2 de PAT

<400> 29
Pro GIn Glu Trp Ile Asp Asp Leu Glu Ar
1 P 5 P AH lﬂg

-

21> 30

<21 10

<212> PRV, .
«213> arvificial

<220
<223» Fragmento Y10 de péptido T8 de PAT

400> 30
Gly ser Thr Lau Tyr Thr His Leu Leu Lgs
1 S i

<210- 31

<21ll> 7

<212> PRT

«213»  Artificial L.
Pagina 7
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<22D>
<223> Fragmento ¥7 de CrylF

<400> 31
Ihr ser ser clp %eu Thr Arg

210> 32

<211y 7

<212> PpRT

<213> Artificial

<220
<223» Fragmento Y7 de PAT

<400> 32
Ern Asp Asp Pro ger val Arg
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