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ENTRADA EN FASE NACIONAL A9 -0g -O5
SOLICITUD DE
X Patente de Invencién. [] Patente de Modelo de Utilidad
O capitulo | X Capitulo IL.
Nombre MONSANTO TECHNOLOGY LLC
sociedad constituida y existente bajo las
(71) c.c O NIT {1
Direccién 800 N Lindbergh Boulevard CE Il Otro ]
St Lowss, Missouri 63167
Estados Unidos de Aménca Cual
Numero
Domicilio St Louis, Missoun
Estados Unidos de Aménca
Nombre EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccidn Carrera4®* No 72-35 c.c [Z| NIT |:|
Teléfono 347 36 11
REPRESENTANTE | - 21186 50 CE. [l Otro O
O APODERADO E-mail clientes@camyp com Cual
Domicilio Bogota, Colombia. Numero 438019 T.P 31929
1. Eric R. CERNY 2. Can DUONG
@ 1141 Richland Drive 2030 Brown Road
Chesterfield, Missoun 63017 St. Lours, Missoun 63114
Estados Unidos de Aménica Estados Unidos de Aménca
INVEN(;%R (ES) 3. Jesee L. HART 4.Scott A. HUBER d
7382 Pershing Avenue# 2W 681 Hidden Path Apt D
St Louis, Missoun 63130 Creve Coeur, Missoun 63141
Estados Unidos de Aménca Estados Unidos de Aménica
5. Rachel L. KREIB 6. Jennifer J. LISTELLO .
282 S 9™ Street 6 Cherrywood Parc Court
Wood River, llinois 62095 Q’Fallon, Missourn 63366
Estados Unidos de Aménica Estados Unidos de Aménica
7. Amy B. MARTENS 8. Bernard SAMMONS
9225 Kit Drive 380 Lafayette Court
St Louis, Missoun 63123 Ellisville, Missoun 63011
Estados Unidos de Aménca Estados Unidos de América

PCT (86)
@ Solicitud Internacional No PCT/US2004/002907 Fecha' 2 de Febrero 2004
Publicacién Internacional No. WO 2004/072235 A2 Fecha' 26 de Agosto 2004

Titulo (54) ’
@ EVENTO DE ALGODON MON 88913 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA SU
DETECCION

@ Clasificacién Internacional (51)M[6[‘83_, \ C,KZQ { }66

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Ndmero de Solicitud

siX ~noO us 12/02/2003 60/447,184
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Comprobante de pago No.: 05-63.061 Fecha: 22/08/2005

Anex s:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 443 000.00.
Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad

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

Poderes, si fuere el caso.

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

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud internacional al castellano (Resumen, descripcion, rewvindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA con anexos

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA con anexos

De ser el caso, copia del contrato de acceso

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

De ser el caso, certificado de depédsito del matenal biolégico

Arte final 12x12

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

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

Otros VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

@lz OO OONKE KEDOREK ®D®°|

FIGURA CARACTERISTICA

TS-ALEPSPS:CTP2
1-At Act8

PMONS1915
13742 bp

P-CaMV355-Act8

O,

L-ALEFI«
Solicito la concesion de |a patente,
NOMBRE EMILIO FERRERO
-~ *
FIRMA : Y o DR ..

CC 438019de Usaquén TP 31929
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [X] Publicacién Internacional WO 2004/072235 A2
Descripcion:
Paginas 31 en el idioma onginal
Paginas 39 en espafiol
Reivindicaciones: Namero (s) 19
Figuras: Numero (s) 5
4 Forma PCT/RO/101. PCT Request
(] Forma PCT/RO/106. Invitation to Correct Defects.
X Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.
X] Forma PCT/ISA/220. Notificacion De La Transmisién Del Informe De Basqueda
Internacional Y De La Opinidn Escrita De La Administracion Encargada De La Busqueda

o & 0N

Internacional, O De La Declaracion.

6. (] Forma PCTNSA/237. Opinidn Escrita De La Administracién Encargada De La Blusqueda
Internacional.

7. [C] Forma PCT/IB/304. Notification Concerning Submission Or Transmittal Of Priority
Document.

8. ] Forma PCT/IB/306. Notification Of The Recoding Of A Change.
Descripcién De Modificacion:

9. [ ] Forma PCT/IB/308. Notice Informing The Applicant Of The Communication Of The
Intemational Application To The Designated Offices.

10.(X] Forma PCT/ IB/311 Notification Concerning Transmittal of Copy of Intemational Application
as Published or Republished

11.[] Forma PCT/1B/332. Information Concerning Elected Offices Notified Of Their Election.

12.[] FORMA PCT/IB/345. Communication in cases for which no other form is applicable.

13.[] Forma PCY/IPEA/401. PCT Demand

14.[_] Forma PCT/IPEA/402. Notification Of Receipt Of Demand By Competent International
Preliminary Examining Authority.

15.[] Forma PCT/IPEA/408. Written Opinion.

16.0J Forma PCT/IPEA/409. Informe Del Examen Preliminar Internacional con anexos.

17.1X] Forma PCT/IPEA/416. Notification Of Transmittal Of The International Preliminary
Examination Report.

18.[] Traduccién Al Espariol Del Informe Del Examen Preliminar Intemacional.

19.[X] Traduccién Al Espariol De Los Anexos Presentados Junto Con El Informe Del Examen
Preliminar Intemacional.

20 [ Extracto de publicacion.
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Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by ___ JUDITHA LORENZ

3. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC

4. bears the seal/stamp of IUDITH A LORENZ-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI
- Certified
@ N
5. at Jefferson City, Missouri
6. the 268th. day of MAY . 2001
7. by Matt Blunt, Secretary of State, State of Missouri
8. No. 63157
9. Seal/Stamp 10. Signature:

s B
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Representacion y Poder con autenticacién notarial y Apostille
para patentes, modelos de utilidad, disefios industriales,
marcas de fibrica, nombres comerciales, ensefias, nombres
de dominio, lemas comerciales, licencias.

Representation and  Power-of-Attorney with notarial
authePticatiOn and Apostille for patents, utility models,
industrial designs, trademarks, commercial names, trade
emblems, domain names, slogans, licenses.

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER-OF-ATTORNEY

423746

Yo (nosotres), abajo firmado (5)/1 (we), the undersigned
MONSANTO TECHNOLOGY LLC *

donuciliado (s) enfor_ 800 North LindBergh

Boulevard, St. Louis, Missourt 63167,

Unfted States of America,

or ¢l presentc nombramos a EMILIO FERREROQ, tpa 31929,

ONZALQ PERDOMO, tpa 831, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa
23555 y GERMAN CAVELIER, tpa 832, domicihados en la Carrern 4a
N° 72-35, Bogotd, Colombia, en obedecimiento a io dispuesto en el
parigrafo 1o del Articulo 543 del Cédigo de Comercto, ¢l primero como
principal ¥ los demds como suplentes, en su orden, como rmus (nuestros)
representantes en todos los asuntos de propiedad industnial con facultad
para recibir nobficaciones y nombrar apoderados judiciales o
eatrajudiciales El prumer representante suplente reemplazaré al prineipal
en caso de ausencia o impedimento temporal o defimtivo de equél La
misma regla se aplicarz cuando el segundo representante suplente haya
de reemplazar al primero, o el tercero al segundo En uwles casos, el
represcntante pnnejpal, o el pnmero, o segundo suplente, en su caso, ©
ambos, declarardn su sntencién de no ejercer la representacién mediante
declaracion autenticada por Notaria Pdblico en Colombia, o por Notano
u otro Funcionario Piblico, o Cénsul de Colombia, en el extranjere, ¥ st
se tratare de impedimento, con el certificado respectivo S1 alguno de los
nombrados faltare definttivamente, el sigtuente tomara su Jugar Cuando

sare la ausencia o impedimento de] representante principal, o de su
pnmero o segundo suplentes, en su caso, podman egercer la
representacidn, en su orden, uno u otros segun el caso, asumiéndola por
el solo hecho de ejerceria, cesando en ese momento el ejercicio de fa
representacton por el pnmero, segundo o tercer suplente en su caso
Ademds, conftero (confeiimos) poder a los abogados amba nombrados,
para obtener la proteccidn de mu (nuestra) propredad industnial y contra
la competencia deslcal, a cuyo efecto autorizo (amas) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidages o
personas, ejerzan o no Jjurisdiccidn, espccialmente ante las del orden
administrativo, contencioso- admimastrativo y judicial, asi como los
mbunales de arbitramento, en todo lo concermiente 2 los siguientes
asuntos a) Obtencidn de patentes de invencién, modelos de utilidad y
disefios industnales, el registro de marcas de  fibrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
ensefias, nombres de domimo, variedades vegeuwies y denpminacianes dc
origen, su renovacion, traspaso, cambio de nombre o domiciho,
cancelacidn voluntaria, y el registro de licencias de uso de esos derechos,
b) Las acciones de competencia desleal, proteccién del consumider,
oposiciones u observaciones, cancelacidn admimistrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesibn de hcencias, la tutela, la
proteccidn de secretos wndustmales, y en general les juicios civiles,
penales, admunistrativos o contencioso administrativos relacionados con

mn due compliance with the terms of paragraph Ist of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa 831, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa
23335 and GERMAN CAVELIER, tpa 832, domictled at Carrera 4a N°
72 35, Bogoti, Colombia, the first as principal and the others as
alternates, 1n the order of their appointment, &5 our representatives for alt
mdustnal property matters with faculty to receive nonfications and to
appoint attorneys in and out of Court The first alternate shall replace the
principal 0 case of his absence or of temporal or definitive impediment
The same rule will apply when the second alternate representative 1s to
replace the first one, or when the third 15 to replace the first or second
alternates 1n their turn, or both of them, second I[n such cases, the
pnngipal representative, or the first or second alternates in thewr tum, or
both of them, shall state their intention not ko act as representanves
through a declaration given before a Notary Public in Colombia, or befare
a Notary or another Public Official or a Colombian Consul abroad, and
case of impediment, the appropniate certificate shall suffice If any of the
appowntees were to be defimitely absent, the following alternate shall take
Ms place When the absence or impediment of the pnncipal
representative, or of the first or second alternate 1n thewr tum ceases, the
representation can be taken agein m thewr sequence, by the principal, the
first or second alternate depending on case, and the mere fact or its
exercise will suffice The exercise of the representanon by the first,

second or third alternates in their turn shall end at such time In addition,
we grant a Power of Attommey n favor of the above named
attorneys at low .so that they: mav bl Héhitdticuon of my (our)

CoMr WY IAF D SRETT (E) l!ﬁl

A gy
industrial property, and :g\a;g:t; m m f‘mﬁﬂﬂﬁm for which purpose [

(we) authornize the Sald:Mmuml E meld(us) before any
euthorities or perso'%s il or \v;ti;'out .;:s?hcnmg specially those
adrmunistrative, ad 17 hﬁjuéﬂ:@l Vs well as before
Arbitration Cot.r n a :m.a!le-r;x,concemmg the following  a)
Obtzinment of p it tmeod‘éls and mdusmul designs, the
»\(s MLROLE B .
registration of t col ecuve, \dtfenswe ﬂgasemce marks,
gommmere . *rade ‘efmbléms, doman names, vegetal
1ons pf ongin, 1ts renewal, assignment, change of
name or domucile, vol ancellation, and the registraton of licenses
of use of the above ngfk, b) Wetions of unfair competition, protection to
the consumer, oppositfons of observations, admimstrative or Court
cancellation, nullty, infringement, granting of licenses, the action for wnit
mandamus, the protection of trade secrets, and m general the civil, penal,
and admumistrative suits relating to those nghts, actions and suits

Slegars,
vanettes and denomy

TRAD 'lf"f""_"'\! No- Iio‘k)l
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wstituted by me (us) or agamst me (us) And that in all.the ebove matters
they may substitute this Power of Attorney, comprormuse, 'conc:ha;.e, admut

estos derechos; acciones y procesos que promovamos O 5S¢ Nos
the facts of the case, desist, cancel, receive, resign, end ratfy acts done by

promuevan Y parn que en todos los asuntos amba determinados, puedan
sustrtwir este mandato, transigir, concthar, admutir los hechos del
proceso, desistr, cancelar, recibir, renunciar, y metificar los actos de representatives without a power of attomey

agentes oftcinsos

Dado y firmado hoy/Given and signed this 2\ = A-Cf-q\ ﬂ" N\M\ x pret

en/m Sy Louwrvs, NO
pot/by e S R \\oﬂw\e)\ T
. P

Firma b Wf\—\— '1. Signature
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CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUQ)

(MOBT:222-C0)

&

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)

' Alos dias del mes de On ths day of
de 200 ante mi, Notario Piblico o Funcionano Autonizado 200___ before me, 2 Notary Public or Attesnng Offical of
de

comparecié(eron) personalmente

a quen(es) doy fe de conocer y me consta que es{son) la(s)
persona(s) firmante(s) del documento que precede, y quien(es)
tiene(n) capacidad legal para atorgarlo

Notario Pablico o Funcicnario Autorizado --Notary Public or Attesting Oficial

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)
Hoy X de H:Lu__O

Comparecid(eron) ante mu

de 200_)

quicn{es) conozco personalmente y que firma(n) este
documento en representacidon de la  Sociedadicompaiiia
denomunada

Certifico

MONSANTO TECHNOLOGY LLC

1 Que he visto los sigmentes documentos *

Accifn de Miembro Unico, firmado en
Saint Louis, Missourt el 15/03/2001

2 Que dichos documentos prueban lo sigwente.

21 Que MONSANTO TECHNOLOGY LLC

es uma Sociedad/Compailia legalmente constituida y existente
de acuerdo con las leyes de] _Estado de Delaware,-

Estados Unidos de AmErica.

2.2 Que el domicihio de dicha Sociedad/Compatiia es
. 800 North Lindbergh Boulevard, -
ot. Louils, Missouri 63167, Estados .
Un1dos de AmE&rica’,

2 3, Que el objeto u objetos para los cuales se otorga el presente
poder estin comprendidos dentto del objeto social de la
mencionada Sociedad/Compafiia

24 Que el(los) St (Sres ) lxnms E Iﬂ“ﬂ IE

OreAicleme

estia(n) z'mtonzad@ pvara otorgar el presente Poder

Ciudad 5" lOU L)
_ Estado _M_[Cﬁ])ﬂ_ﬂ] A

Hoy 1P e HZ[F')

de 200_]

* Los documentos deben 1dentificarse con fecha y origen

Notario Piblico o Funcionario Autorizado -- Notary Public or Attesting OﬁmaN

personally appeared

to me known, and known to me to be the person(s) who
executed that foregomng document, and who has(have) legal
capacity to execute it

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)
Onthus A1y dayof N\ oy
appeared before me N
I' T ons . Noevner, Jr.

who(m) I know personally and who({m) signed this document as
representative(s) of the Corporation/Company named

MONSANTO TECHNQLOGY LLC

I certify.

200 \

1 That I have seen the following documents.*
ACTION OF SOLE MEMDER, SIGNED IN
ST. LOUIS? MISSOURI ON MARCH 15, 2001

2,  That the above documents duly prove the following

21. That _ MONSANTO TECHNOLOGY LLC

15 a Corporation/Company legally constituted and in ewistence
mn accordance with the laws of the, State of Delaware,
Unfted States of America.

2 2. That the domucile of said Corporation/Company is
80

Miscourd 63167, Ur
.~ States ofcfmericasatisp oo crvcuro™
4 01 RCGC'A HanQ CONBTAR RUE LA
FOTACOR IR  SICITA CON EL GRIGINA

23  That the purpose of HErphSEs fot ‘wuklt the present Power
of Attorney 1s granted: fre,chmpns d_within the'corporation
purposes set forth, "y} 4fe
Corporatmn/Comp:{n:y |

i . Y
2 4 That Mz {Messfs i X1
Dennis R. Ho&ks

Cuty

“-\SSOU_);\ \LS
This \? Y dayof “LCMA\

State

o "a‘l"*r‘. Y
5t Lous Counly
My Commssion Expires November 20, 2003

* Documents must be identified with date and ongin

TRAGLICCION No_/i@é,é){

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEO1-181 (MINUTA N°12 112 6 USA)
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
l.  Counfty .
This public document .
2. hasbeensignedby..... . . i i i e e
3.  actingn the capacityof .......... e eereerreiee reseees .
bears the seal/stamp of ... .. .......... .o :
Certified ‘
5. atae. Lo 6 the ..... X
e BY e i i+ e e eaeaa .
T [+ Ve e eereene e e eeseeans '
|
9.  Seal/stamp 10, Signature '
|
1
" 1
|
1
|
t
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TRADUCCION OFICIAL No. 15.06/01 preparada por Maria ‘Elvira

Martelo, traductora oficial aprobada por el Ministerio de
1

Justicia mediante Resoluciéq No. 287% de 1885 y reconoc%da por

|
el Ministerio de Relaciones Exteriores. i

(A continuacidn se traducen los sellos y legalizacioneﬂ de un

documento de Representacidén, Ratificacién y Poder escrito en
inglés y espafiol, por el cual MONSANTO TECHNOLOGY LLC,
domiciliada en 800 North Lindbergh Boulevard, St. |[Louis,
Missouri 63167, Estados Unidos de América, otorga p?der a

EMILIO FERRERO, GONZALO PERDOMO, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ Y:GERMAN
|
[ .

CAVELIER). Dado y firmadoc el 21 de mayo de 2001 en St. )|Louils,
i

MO, por Dennis R. Hoerner, Jr. (Firma ilegible).

I
CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD) en inglés y espafiol referente a

la existencia legal de MONSANTO TECHNOLOGY LLC. Dado,K6 en la
. . . . i
ciudad de St. Louis, Estado de Missouri, el 18 de mayo de 2001.

(Pirma) Judith A. Lorenz, Notario Pdblico. (Sello notaiial en
|

N .
tinta) JUDITH A. LORENZ, Notario Piiblico, Estado de Missouri,

Condado de St. Louis, Mi comisién expira el 20 de noviembre de

e pam ok c :.q-h#-‘ﬁp-luh- Ll W ~loine I'I

2003. (Sello seco de Judith A. Lorenzﬂ;yggggmgmgggg}¢crwg

e FOoGEIA COINGIDE GOM £ ORIGINAL
QUE HE TENISQ & LA VIGTFA

5731 28 AGD 2005

}
APOSTILLA & %ﬁ ?T"_-" )

Cade: énuaaas b

o

.

(Convencién de La Haya del 5 Qe oc dé“lSGlL’
1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento piblico

&

1

|

!

2. Ha sido firmado por JUDITH A. LORENZ !
3. Actuando en su capacidad de NOTARIO PUBLICO i
|

1

|

|

|



|
4. Lleva el sello/timbre de JUDITH A. LORENZ, NOTARIO PfI'BLICO,

ESTADO DE MISSOURI '
I

[

CERTIFICADO .

5. En Jefferson City, Missouri.

6. el 29 de mayo de 2001

Por Matt Blunt, Secretario de Estado, Estado de Missouri.
]
i

8. No. 63157. et Foraigm

Sello: Sellc del Secretario de Estado, Missouri.

10. Firma: {(Firma) Matt Blunt.

|
i
.'
!
'
f
Es traduccidn fiel y completa de la cual se deja copia en esta

r

I

oficina para su confrontacién. :
!

I

. | :
WPC 12746-801-091-3 ll/ 2 W 7“:-_‘C .
REDUCEION No: /504 1]
ID 3 MARIA ELVIRA MARTELO |
Traductora a Interprete Oficial )
Inglés ~ Espaiiol - inglas '

JUN 12/01 Res. No 2879 Min Jushcia [
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(Convention de¢ La Haye du 5 Octobre 1961)

1. Country:
This public document
2. has been signed by

3. acting in the capacity of

4. and bears the seal/stamp of

United States of America

MANUELA CABRAL FLY

Notary Public, State of Texas

éP

MANUELA CABRAL FLY, Notary Public,
State of Texas, Commission Expires: 09-18-07

CERTIFIED

5. at Austin, Texas

7. by the Secretary of State of Texas

8. Certificate No. N-482187

9, Sesal

6.

on August 5, 2005

10. Signature:

Z

Roger Wilhams
Secretary of State

ST/b



I, Kim A. Erickson, hereby cerufy the attached cogy is a true and correct copy of the
original Assignment executed on the 14™, 16™, 19%, and 26™ days of July 2004. The
inventors signed the original document on behalf of Monsanto Technology LLC
regarding any and all patent applications entitled “COTTON EVENT MON 88913
AND COMPOSITIONS AND METHODS FOR DETECTION THEREOQOF”.

Signature- .
Name: Kim A. Erickson
Date: August 4, 2005

County of Harris
88!

Nars? Naget? N’

State of Texas

BEFORE ME, the undersigned authority, on this 4th day of August, 2005, personally
appeared, Kim A. Erickson known to me to be the person whose name is subscribed in
the preceding paragraph, and acknowledged to me that she executed the same of her own
free will for the purposes of fulfilling requirements of legalization of photocopies of the
attached Assignment.

Subscribed and sworn to before me a notary public on this 4th day of August,

WMM// Z

e ol ol
Pubhc

NOTARY PUBLIC, STATE OF TEXAS
MY COMMISSION EXPVRES

NLoFY SEPT. 18, 2007

My commission expires: %é / A / Y227 L~

[SEAL]

§ ‘ 0 MANUELA CABRAL FLY

11899 0239 PCCO00/38-21(53182)A CO
DM_US\8235909 v1
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FILE NO. 11899.0239.00PC00
38-21(53182)A PCT

ASSIGNMENT

FOR GOOD AND VALUABLE CONSIDERATION, the receipt, sufficiency and
adequacy of which are hereby acknowledged, the undersigned, do hereby:

SELL, ASSIGN AND TRANSFER to Monsanto Technology LLC (the "Assignee"), a
corporation of the state of Delaware, having a place of business at 800 N. Lindbergh Boulevard,
St. Louis, Missouri 63167, the entire right, title and interest for the United States and all foreign
countries in and to any and all improvements which are disclosed in the PROVISIONAL
application for United States Letters Patent, Serial No. 60/447,184, which has been filed on
February 12, 2003, and is entitled “COTTON EVENT MON 88913 AND COMPOSITIONS
AND METHODS FOR DETECTION THEREOF,” and also PCT application
PCT/US2004/002907, which has been filed on February 2, 2004, and is entitled “COTTON
EVENT MON 88913 AND COMPOSITIONS AND METHODS FOR DETECTION
THEREOF,” such application and all divisional, continuing, substitute, renewal, reissue and all
other applications for patent which have been or shall be filed in the United States and all foreign
countries on any of such improvements; all original and reissued patents which have been or
shall be issued in the United States and all foreign countries on such improvements; and
specifically including the right to file foreign applications under the provisions of any convention
or treaty and claim priority based on such application in the United States;

AUTHORIZE AND REQUEST the issuing authority to issue any and all United States
and foreign patents granted on such improvements to the Assignee;

WARRANT AND COVENANT that no assignment, grant, mortgage, license or other
agreement affecting the rights and property herein conveyed has been or will be made to others
by the undersigned, and that the full right to convey the same as herein expressed is possessed by
the undersigned;

COVENANT, when requested and at the expense of the Assignee, to carry out in good
faith the intent and purpose of this assignment, the undersigned will execute all divisional,*
continuing, substitute, renewal, reissue, and all other patent applications on any and all such
improvements; execute all rightful oaths, declarations, assignments, powers of attorney and other
papers; communicate to the Assignee all facts known to the undersigned relating to such
improvements and the history thereof;, and generally do everything possible which the Assignee
shall consider desirable for vesting title to such improvements in the Assignee, and for securing,
maintaining and enforcing proper patent protection for such improvements;

Assignment — 11899.0239.00PC00

Page 1 of 5
DM_USWS61612 v]
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TO BE BINDING on the heirs, assigns, representatives and successors of the undersigned
and extend to the successors, assigns and nominees of the Assignee.

Date: 7/‘7/ 01/

Signature:

Name: R. Eric Cerny

STATE OF MISSOURI )
. ) ss.
COUNTY OF _&-f. Loa:ts )
BEFORE ME, the undersigned authority, on this /§ Mday of Jult , 2004,

personally appeared R. Eric Cerny, known to me to be the person whose name is subscribed to
the foregoing instrument and acknowledged to me that he executed the same of his own free will

for the purposes M\&Wﬂqahon therein expressed.

\- """a
\.Du" cl.) 9

§ ., =
3 . K5 Z
£4; _~:9:;"' wud 5 2 Notary or Consular Officer
[SEAL] % ! ’"Crevsm 03
X lo_ FXERES E?
/,” “ ;- 20" S
"':'//’F OF Wmis 50\ N
”’Mumu\\\\‘“
Signature: Date:
Name: Can Duong
STATE OF MISSOURI )
)} ss.
COUNTY OF )
BEFORE ME, the undersigned authority, on this day of , 2004,

personally appeared Can Duong, known to me to be the person whose name is subscribed to the
foregoing instrument and acknowledged to me that he executed the same of his own free will for
the purposes and consideration therein expressed.

Notary or Consular Officer
[SEAL]

Assignment — 11899.0239.00PC00

Page 2 of 5
DM_USWS61612 v1
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TO BE BINDING on the heirs, assigns, representatives and successors of the undersigned
and extend to the successors, assigns and nominees of the Assignee.

Signature: Date:
Name: R. Eric Cemny
STATE OF MISSOURI )
COUNTY OF -
BEFORE ME, the undersigned authority, on this ____ day of , 2004,

personally appeared R. Eric Cemny, known to me to be the person whose name is subscribed to
the foregoing instrument and acknowledged to me that he executed the same of his own free will
for the purposes and consideration therein expressed.

Notary or Consular Officer
[SEAL)

Signature: G”"/ O‘VW‘V\P\ Date: 07/ /5/2’1’7

Name: CanDuong </

STATE OF MISSOURI )

COUNTY OFLHZ, Louts ) >

BEFORE ME, the undersigned authority, on this I%’day of \,U, l 1 , 2004,
personally appeared Can Duong, known to me to be the person whose name is subscribed to the
foregoing instrument and acknowledged to me that he executed the same of his own free will for
the purposes and consideration therein expressed.

(@Mn_ﬁmju:tb
otary or Consular Officer

[SEAL]
o MARCIA M. BARRETT
Y NOTARY PUBLLG-~-STATE OF MISSOURI
MY COMMISSION EXPIRES OCT. 9, 2005
ST LOUIS COUNTY
. Assignment — 11899.0239.00PC00
£ Page 2 of 5

DM_USM561612 vi
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Signature: = J@MA % W Date: 7,// 0’/ 200‘[
STATE OF MISSOUR/ ;

countyor_S+.Louis )

BEFORE ME, the undersigned authority, on this /& day of Jecly |, 2004,

personally appeared Jesse L. Hart, known to me to be the person whose name is sulfscribed to the
foregoing instrument and acknowledged to me that he executed the same of his own free will for

Signature: Date:
Name: Scott A. Huber

STATE OF MISSOURI )
) ss.
COUNTY OF )

BEFORE ME, the undersigned authority, on this ___ day of , 2004,
personally appeared Scott A. Huber, known to me to be the person whose name is subscribed to
the foregoing instrument and acknowledged to me that he executed the same of his own fiee will
for the purposes and consideration therein expressed.

Notary or Consular Officer
[SEAL]

Assignment — 11899.0239.00PC00

Page 3 of 5
DM_USM561612 vl



Signature: Date:
Name: Jesse L. Hart
STATE OF MISSOURI )
COUNTY OF ; ”
BEFORE ME, the undersigned authority, on this __ day of , 2004,

personally appeared Jesse L. Hart, known to me to be the person whose name is subscribed to the
foregoing instrument and acknowledged to me that he executed the same of his own free will for
the purposes and consideration therein expressed.

Notary or Consular Officer
{SEAL]

Signature: )Bcj:t 9{1&}0\ Date: "7)1"] lO‘i

Name: Scott A. Huber o
STATE OF MISSOURI )
)} ss.
COUNTY OF 5t. Louis )

BEFORE ME, the undersigned authority, on this /i day of \Ju / v , 2004, -
personally appeared Scoft A. Huber, known to me to be the person whose name-i¢ subscribed to
the foregoing instrument and acknowledged to d6¥Ghat HeNEtAtiuted the same of his own free will

for the ses and consideration thereiWWMB-STATE OF MISSOURI
pHpo MY COMMISSION EXPIRES MARCH 8, 21
ST. LOUIS COUNTY Drtoes 2 Funstrl
Notary or Consular Offic 152
[SEAL]

"'l”'

S Assignment — 11899.0239.00PC00
. Page 3 of 5
DM_USW561612 v1
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Signature: @J}m Date;_07-14- 01{'

Name: Rachel L. Kreib

STATE OF ILLINOIS )
) ss.

countyor oF.lours )
BEFORE ME, the undersigned authority, on this ]iﬂ'day of 2004,

personally appeared Rachel L. Kreib, known to me to be the person whose name is subscribed to
the foregoing instrument and acknowledged to me that she executed the same of her own free

will for the purposes and consideration therein expressed.

Lo Notary or Consular Officer
" " [SEAL]
ez .
Pl - MARCIAM BARRETT
NOTARY PUBLIC—STATE OF MISSOURI
MY COMMISSION [XPIRES OCT.9, 2005
ST LOU!S COUNTY

"3

: ';':;.'-':"" i , < .
gnatn Date: 0}’”4"{

)

) ss.

COUNTY OF .Sf't {puis )
BEFORE ME, the undersigned authority, on this l?;ﬁday of July 2008,

STATE OF MISSOURI

personally appeared Jennifer J. Listello, known to me to be the person whose name is subscribed
to the foregoing instrument and acknowledged to me that she executed the same of her own free

will for the purposes and consideration therein expressed.

Notary or Consular Officer
{SEAL]
R MARCIA M BARRETT
kAL NOTARY PUBLIC—STATE OF MISSOUR!
- s MY COMMISSION EXPIRES OCT 9, 2005
fri R ST. LOUIS COUNTY
£ oo T
":'::'.,": /:..-": )
d:' Y . \-.:"
S Assignment — 11899.0239.00PC00
Page 4 of 5
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Signature: ﬁmz:'mﬁ.aﬁma Date:_7-20 -04
Name: y B. Martens

STATE OF MISSOURI )
. ) ss.
COUNTY OF _S£ LoncS__ )
BEFORE ME, the undersigned authority, on this 26 day of _Jee/ 5 , 2004,

personally appeared Amy B. Martens, known to me to be the person whose name is subscribed to

will for the p s\;%lggdqgédmﬁon therein expressed.
..... Z
LY S5l 04

TN % Z / b LA 4

S&X arud == )

8V e T 2 Notary or Consular Officer
SEAL] £ & wowwssd ;" =
[ ) ER Jor e §

Z a;:’ o.m ‘2_.--0\‘:\\\{-

\)

7 bea g, v
Y, OF WS°

=
“it

Signature: M%o.,@ Date:__7-22-DY

Name: Bemnard Sammons

STATE OF MISSOURI }

. ) ss.
COUNTYOF _S+.Llous )

BEFORE ME, the undersigned authority, on this 21'_'4 day of Ju| , 2004,
personally appeared Bernard Sammons, known to me to be the person whose namé is subscribed
to the foregoing instrument and acknowledged to me that he executed the same of his own free
will for the purposes and consideration therein expressed.

| , %, Notary or Consular Officer
fSEAL] -‘?‘S‘ o \oU Cg, c"’-;

Assignment — 11899.0239.00PC00

Page 5of 5
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TRADUCCION OFICIAL No 08.24/05b realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia y

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

EXPEDIENTE NO. 11899.0239.00PC00
38-21(53182)A PCT
CESION

POR CONTRAPRESTACION LEGAL Y VALIDA, cuyo recibo, suficiencia e
idoneidad se reconoce por el presente, los suscritos por el
presente:

VENDEN, CEDEN Y TRANSFIEREN a Monsanto Technelogy LLC (el
“Cesionario”) una sociedad constituida de conformidad con las leyes
de Delaware y domiciliada en 800 N. Lindbergh Boulevard, St. Louis,
Missouri 63167, todo el derechc, titulo e interés en los Estados
Unidos y en todos 1los paises extranjeros en y todos los
perfeccionamientos que se divulgan en la solicitud PROVISIONAL de
patente de los Esgstados Unidos con Nuimero de Serie 60/447,184, la
cual se presentd el 12 de febrero de 2003 y que se titula “EVENTO DE
ALGODON MON 88913 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA SU DETECCION” asi
como a la solicitud PCT no. PCT/US2004/002907, la cual se presentd
el 2 de febrero de 2004 y se titula “EVENTO DE ALGODON MON 88913 Y
COMPOSICIONES Y METODOS PARA SU DETECCION”, a dicha solicitud y
todas las solicitudes de divisién, continuacién, sustitucién,
renovacién, nueva publicacién y todas las demds solicitudes de
patente gque se hayan presentado o se presenten en los Estados Unidos
Yy en todos los paises extranjeros en relacién con cualquiera de
dichos perfeccionamientos; a todas las patentes originalea o nuevas
publicaciones de las mismas que se hayan o se otorguen en el futuro
en los Estados Unidos y en todos los paises extranjeros a dichos
perfeccicnamientos, y especificamente se incluye el derecho a

presentar solicitudes en el extranjero en concordancia con las



disposiciones de cualquier convencién o tratado y a reivindicar Lc?

prioridad con fundamento en dicha solicitud en los Estados Unidos;

AUTORIZAMOS Y SOLICITAMOS a la autoridad otorgante para dgque
expida cualquier y todas las patentes de los Estados Unidos y
extranjeras en relacién con dichos perfeccicnamiento a nombre del

Cesionario;

GARANTIZAMOS Y CONVENIMOS que no se ha realizado, ni se
realizard, ninguna cesién, donacién, hipoteca, 1licencia u otro
acuerdo que afecte los derechos y la propiedad traspasada por el
presente en favor de terceros por parte de los suscritos y que los
suscritos poseen el plenc derecho para traspasar los mismos como se

expresa en el presente;

SE ACUERDA que cuando el Cesionario les solicite y por cuenta
del mismo, con el fin de ejecutar de buena fe el espiritu y objeto
de est& cesidn, los suscritos celebraran todas las solicitudes de
divisidén, continuacién, sustitucidén, renovacidédn, nueva publicacién y
todas las demés solicitudes en relacién con cualquier y todos los
mencionados perfeccionamientos; celebraran todos los juramentos
legales, declaraciones, cesiones, poderes y otros documentos,
comunicardn al Cesionaric todos los hechos de conocimiento de 1los
suscritos en relacidén con dichos perfeccionamientos y la historia de
los mismos y en general realizar todo aquellos que esté a su alcance
y que el Cesionario considere conveniente para investir 1la
titularidad de dichos perfeccionamientos al Cesionario y para
obtener, mantener y hacer cumplir la debida proteccidén de patente a

dichos perfeccionamientos;

PARA QUE SEA OBLIGANTE en sus herederos, cesionarios,
representantes y sucesores de los suscritos y para que se extienda a

los sucesores, cesionarios y nominatarios del Cesionario.



Firma: Firma Ilegible Fecha: 7/16/04
Nombre: R. Eric Cerny

ESTADO DE MISSOURI )
) Declaracidén Juramentada
CONDADQO DE St.Louis }

ANTE MI, 1la suscrita autoridad, hoy 16 de Julio de 2004,

comparecid personalmente R. Eric Cerny, a quién conozco como la
persona cuyo nombre se suscribe en el anterior documento y quién
reconocid ante mi que &l suscribié el mismo por voluntad propia para
los fines y por la contraprestacidn expresada en el mismo.

Firma Ilegible

Sello Notario o Funcionario Consular
[SELLQ] Notarial

Firma: Firma Ilegible Fecha: 07/19/04
Nombre: Can Duong

ESTADO DE MISSOURI )
) Declaracidén Juramentada
CONDADO DE &t.Louis )

ANTE MI, 1la suscrita autoridad, hoy 19 de Julio de 2004,

comparecid§ personalmente Cang Duong, a quién conozco como la persona
cuyo nombre se suscribe en el anterior documento y quién reconocid
ante mi que &l suscribié el mismo por voluntad propia para los fines
Yy por la contraprestacidn expresada en el mismo.

Firma Ilegible
Notario o Funcionario Consular

[SELLO]
MARCIA M. BARRETT
NOTARIO PUBLICO - ESTADO DE MISSOURI
MI COMISION VENCE OCT. 9 2005
CONDADQ DE ST. LOUIS
Firma: Firma Ilegible Fecha: 7/16/04

Nombre: Jesse L. Hart

ESTADO DE MISSQURI )
) Declaracién Juramentada
CONDADO DE &t.Louis )




o2

ANTE MI, 1la suscrita autoridad, hoy 16 de Julio de 2004,

comparecié personalmente Jesse L. Hart, a quién conozco como la
persona cuyo nombre se suscribe en el anterior documento y quién
reconocid ante mi que &l suscribid el mismo por voluntad propia para
los fines y por la contraprestacién expresada en el mismo.

Firma Ilegible

Sello Notario o Funcionario Consular
[SELLO] Notarial

Firma: Firma Ilegible Fecha: 7/14/04
Nombre: Scott A. Huber

ESTADO DE MISSOQURI )
}) Declaracidédn Juramentada
CONDADO DE St.Louis )

ANTE MI, 1la suscrita autoridad, hoy 14 de Julio de 2004,

compareci6 personalmente Scott A. Huber, a quién conozco como 1la
perscona cuyoc nombre se suscribe en el anterior documento y quién
reconocidé ante mi que €l suscribibé el mismo por voluntad propia para
los fines y por la contraprestacién expresada en el mismo.

Firma Ilegible
Notarioc o Funcicnario Consular

{SELLOQ]
JOYCE E. TUNSTALL
NOTARIO PUBLICO - ESTADO DE MISSOURI
MI COMISION VENCE MARZO 8 DE 2008
CONDADO DE ST LOUIS
Firma: Firma Ilegible Fecha: 07-19-04

Nombre: Rachel L. Kreib

ESTADO DE MISSOURI )
) Declaracién Juramentada
CONDADQ DE &St.Louis )

ANTE MI, 1la suscrita autoridad, hoy 19 de Julio de 2004,

comparecidé personalmente Rachel L. Kreib, a quién conozco como la
persona cuy¢ nombre se suscribe en el anterior documento y quién
reconocid ante mi que €1 suscribidé el mismo por voluntad propia para
los fines y por la contraprestacifn expresada en el mismo.

Firma Ilegible




Notario o Funcionario Consular

[SELLO}
MARCIA M. BARRETT
NOTARIO PUBLICO - ESTADO DE MISSOURI
MI COMISION VENCE OCT. 9 2005
CONDADO DE ST. LOUIS
Firma: Firma Ilegible Fecha: 07-19-04

Nombre: Jennifer J. Listello

ESTADO DE MISSOURI )
) Declaracién Juramentada
CONDADO DE St.Louls )

ANTE MI, 1la suscrita autoridad, hoy 19 de Julioc de 2004,

comparecid personalmente Jennifer J. Listello, a quién conozco como
la persona cuyo nombre se suscribe en el anterior documentoc y quién
reconocid ante mi que &l suscribid el mismo por veoluntad propia para
los fines y por la contraprestacidén expresada en el mismo.

Firma Ilegible
Notario o Funcionario Consular

[SELLO]
MARCIA M. BARRETT
NOTARIO PUBLICO - ESTADC DE MISSOURI
MI COMISION VENCE OCT. 9 2005
CONDADO DE ST. LOUIS
Firma: Firma Ilegible Fecha: 7-26-04

Nombre: Amy B. Martens

ESTADO DE MISSOURI )
} Declaraciéin Juramentada
CONDADO DE St.Louis )

ANTE MI, 1la suscrita autoridad, hoy 26 de Julioc de 2004,

comparecié personalmente Amy B. Martens, a quién conozco como la
persona cuyo nombre se suscribe en el anterior documento y quién
reconocid ante mi que €l suscribié el mismo por voluntad propia para
los fines y por la contraprestacidén expresada en el mismo.

Firma Ilegible

Sello Notario o Funcionario Consular
[SELLO] Notarial

Firma: Firma Ilegible Fecha: 7-22-04
Nombre: Bernard Sammons

2



23

ESTADO DE MISSOURI )
} Declaraciftn Juramentada
CONDADO DE St.Louis )]

ANTE MI, 1la suscrita autoridad, hoy 22 de Julio de 2004,

comparecié personalmente Bernard Sammons, a quién conozco como la
persona cuyo nombre se suscribe en el anterior documento y quién
reconocid® ante mi que &1 suscribid el mismo por voluntad propia para
los fines y por la contraprestacitn expresada en el mismo.

Firma Ilegible

Sello Notario o Funcionario Consular
[SELLQ] Notarial

Yo, Kim A. Erickson, por el presente certifico que la adjunta copia
es una copia fiel y exacta de la Cesidén original suscrita los dias
14, 16, 19 y 26 de julio de 2004. Los inventores firmaron el
documento original en representacién de Monsanto Technology LLC en
relacid®n con cualquier y todas las solicitudes de patente tituladas

“EVENTO DE ALGODON MON 88913 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA SU

DETECCION" .
Firma: Firma Ilegible
Nombre: Kim A. Erickson
Fecha: 4 de Agosto de 2005
Condado de Harris )
) Declaraciédn Juramentada
Estado de Texas )

ANTE MI, la suscrita autoridad, compareci® hoy 4 de Agosto de 2005
Kim A. Erickson a quién conozco como la persona cuyo nombre se
suscribe en al péarrafo anterior y reconocié ante mi que ella
suscribié el mismo por voluntad propia con el fin de cumplir con los
requisitos de legalizacién de las fotocopias de la Cesidn adjunta.

Suscrito y juramentadoe ante mi, notario pliblico, hoy 4 de
Agosto de 2005.

MANUELA CABRAL FLY Firma Ilegible
NOTARIO PUBLICO, ESTADO DE TEXAS




MI CcOMIS1ON VENCE
18 DE SEPT. DE 2007

Mi comisidén vence: Septiembre 18 de 2007

[SELLO] )
El Estado de Texas
Secretario de Estado
APOSTILLA
{Convention de La Haye du 5 Octubre 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América
a =
Este documento piblico & Ak
am v
. . = )
2. ha sido firmado por MANUELA CABRAL FLY g= 0 2E
gE R
] ] . . ot § ;-"-_i:-
3. actuando en capacidad de Notario Pablico, Estagd S deTexals)
Sl T g
=] VA
4. vy lleva el sello/estampilla de MANUELA CABRAL FLY, zqg_trgriog ¥ %co,
Estado de Texas, Comisi&il' Vence: 09218-07
CERTIFICADO
5. en Austin, Texas 6. el 5 de Agosto de 2005
Nppta ™ ]
7. por el Secretarioc del Estado de Texas EEE'E o €3
SEE & b
8. Certificado No.N-482187 R sk
I‘-l"""‘ o 'il.ﬂ
22— 203
. ] ._',;' - -"4£
9. Sello/estampilla 10. Flma&-..x;& i
S5 P
Firma IlegiblaS= 23

L 2
L 1Y

Roger Williams™ <
Secretario de Estado
ST/1lb

Es traduccifén fiel y completa de la cual se deja copia en esta

oficina para su confrontacién.
DVZ/ID-7018/WPCL002G/COLO 12746-841-001-3

5> —~ / G
@éﬁ £ VARGAS Z.
TRADUCTOR £ INTERPRETE OFICIAL
ESPANOL - INGLES ~ INGLES - £SPANOL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999
MINISTERIO DE SUSTICIA
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COTTON EVENT MON 88913 AND COMPOSITIONS AND METHODS
FOR DETECTION THEREOF

[0001] This application claims benefit of U.S. Provisional Application No. 60/447,184,
filed February 12, 2003, the entire contents of which are incorporated by reference herein,
FIELD OF THE INVENTION

[0002] The present invention relates to the field of plant molecular biology. More
specifically, the invention relates to a glyphosate tolerant cotton event MON 88913 and to assays
and methods for detecting the presence of cotton event MON 88913 DNA in a plant sample and
compositions thereof.

BACKGROUND OF THE INVENTION

[0003] Cotton is an important fiber crop in many areas of the world. The methods of
biotechnology have been applied to cotton for improvement of the agronomic traits and the
quality of the product. The method of imtroducing transgenes into cotton plants has been
demonstrated in U.S. Patent No. 5,004,863. One such agronomic trait important in cotion
production is herbicide tolerance, in particular, tolerance to glyphosate herbicide. This trait has
been introduced into cotton plants and is a successful product now used in cotton production.
The current commercial Roundup Ready® cotton event (1445) provides excellent tolerance to
glyphosate, the active ingredient in Roundup®, through the four-leaf stage (Nida er al., J. Agric.
Food Chem. 44:1960-1966, 1996; Nida et al., J. Agric. Ft}Jd Chem. 44:1967-1974, 1996).
However, foliar application beyond the four-leaf stage must be limited due to insufficient
tolerance in male reproductive tissues in certain environmental conditions. This lack of male
reproductive tolerance appears to be a result of insufficient CP4 EPSPS expression in critical
tissues, higher sensitivity of these tissues to glyphosate, and accumulation of high amounts of
glyphosate in these strong sink tissues (Pline e? al.,, Weed Sci. 50:438-447, 2002). There is a
need for a cotton plant more highly glyphosate tolerant than Roundup Ready® cotton 1445.

[0004] It would be advantageous to be able to detect the presence of a particular event in
order to determine whether the progeny of a sexual cross contain a transgene of interest. In
addition, a method for detecting a particular event would be helpful for complying with
regulations requiring pre-market approval or labeling of foods derived from recombinant crop
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plants, for example. It is possible to detect the presence of a transgene by any well known
nucleic acid detection method such as the polymerase chain reaction (PCR) or DNA
hybridization using nucleic acid probes. These detection methods generally focus on frequently
used genetic elements, such as promoters, 3’ transcription terminators, marker genes, etc. Asa
result, such methods may not be useful for discriminating between different events, particularly
those produced using the same DNA construct unless the sequence of genomic chromosomal
DNA adjacent to the inserted DNA (“flanking genomic DNA”) is known. Event-specific DNA
detection methods for a glyphosate tolerant cotton event 1445 have been described (US
20020120964, herein incorporated by reference in its entirety).

[0005] The present invention relates to a glyphosate tolerant cotton event MON 88913,
compositions contained therein, and to the method for the detection of the transgene/genomic
insertion region in cotton event MON 88913 and progeny thereof.

SUMMARY OF THE INVENTION

[0006] The present invention is related to the transgenic cotfton event designated MON
88913 having seed deposited with American Type Culture Collection (ATCC) with Accession
No. PTA-4854. Another aspect of the invention comprises the progeny plants, or seeds, or
regenerable parts of the plants and seeds of the cotton event MON 88913. The invention also
includes plant parts of cotton event MON 88913 that include, but are not limited to pollen,
ovule, flowers, bolls, lint, shoots, roots, and leaves. The invention relates to a cotton plant
having a glyphosate tolerant phenotype and the novel genetic compositions of MON 88913.

[0007] One aspect of the invention provides DNA compositions and methods for
detecting the presence of a transgene/genomic junction region from cotton plant event MON
88913. Isolated DNA molecules are provided that comprise at least one transgene/genomic
junction DNA molecule selected from the group consisting of SEQ ID NO:1 and SEQ ID NO:2,
and complements thereof, wherein the junction molecule spans the insertion site that comprises a
heterologous DNA inserted into the cotton genome and the genomic DNA from the cotton cell
flanking the insertion site in cotton event MON 88913. A cottonseed and plant material thereof
comprising these molecules is an aspect of this invention.

[0008] An isolated novel DNA molecule is provided that is a 5°transgene/genomic region
SEQ ID NO:3 or the complement thereof, wherein this DNA molecule is novel in cotton event
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MON 88913. A cotton plant and seed comprising SEQ ID NO:3 in its genome is an aspect of
this invention. According to another aspect of the invention, an isolated DNA molecule is
provided that is a 3’transgene/genomic region SEQ ID NO:4, or the complement thereof,
wherein this DNA molecule is novel in cotton event MON 88913. A cotton plant and seed
comprising SEQ ID NO:4 in its genome is an aspect of this invention.

[0009] According to another aspect of the invention, two DNA molecules are provided
for use in a DNA amplification method, wherein the first DNA molecule comprises at least 11 or
more contiguous polynucleotides of any portion of the transgene region of the DNA molecule of
SEQ ID NO:3 and a DNA molecule of similar length of any portion of a 5’ flanking cotton
genomic DNA region of SEQ ID NO:3, where these DNA molecules when used together are
useful as a DNA primer set in a DNA amplification method that produces an amplicon. The
amplicon produced using the DNA primer set in the DNA amplification method is diagnostic for
cotton event MON 88913. Any amplicon produced from MON 88913 DNA by DNA primers
that are homologous or complementary to any portion of SEQ ID NO:3 is an aspect of the
invention. ,

[0010] According to another aspect of the invention, two DNA molecules are provided
for use in a DNA amplification method, wherein the first DNA molecule comprises at least 11 or
more contiguous polynucleotides of any portion of the transgene region of the DNA molecule of
SEQ ID NO:4 and a DNA molecule of similar length of any portion of a 3’ flanking cotton
genomic DNA of SEQ ID NO:4, where these DNA molecules are useful as a DNA primer set in
a DNA amplification method. The amplicon produced using the DNA primer set in the DNA
amplification method is diagnostic for cotton event MON 88913. The amplicons produced from
MON 88913 DNA by DNA primers that are homologous or complementary to any portion of
SEQ ID NO:4 are an aspect of the invention.

[0011] According to another aspect of the inventior, methods of detecting the presence
of DNA comesponding specifically to the cotton event MON 88913 DNA in a sample are
provided. Such methods comprise: (8) contacting the sample comprising DNA with a DNA
primer set that, when used in a nucleic acid amplification reaction with genomic DNA from
cotton event MON 88913 produces an amplicon that is diagnostic for cotton event MON 88913
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(b) performing a nucleic acid amplification reaction, thereby producing the amplicon; and (c)
detecting the amplicon.

[0012] According to another aspect of the invention, methods of detecting the presence
of DNA corresponding specifically to the cotton event MON 88913 DNA in a sample are
provided. Such methods comprising: (a) contacting the sample comprising DNA with a DNA
probe comprising SEQ ID NO:1 ar SEQ ID NO:2, that hybridize under stringent hybridization
conditions with genomic DNA from cotton event MON 88913 and does not hybridize under the
stringent hybridization conditions with a control cotton plant DNA; (b) subjecting the sample
and probe to stringent hybridization conditions; and (c) detecting hybridization of the probe to
the cotton event MON 88913 DNA.

[0013] According to another aspect of the invention, methods of producing a cotton plant
that tolerates application of glyphosate are provided that comprise the steps of: (a) sexually
crossing a first parental cotton event MON 88913 comprising the expression cassettes of the
present invention, which confers tolerance to application of glyphosate, and a second parental
cotton plant that lacks the glyphosate tolerance, thereby producing a plurality of progeny plants;
and (b) selecting a progeny plant that tolerates application of glyphosate. Such methods may
optionally comprise the further step of backcrossing the progeny plant to the second parental
cotton plant and selecting for glyphosate tolerant progeny to produce a true-breeding cotton
variety that tolerates application of glyphosate.

[0014] According to another aspect of the invention, a method is provided for
determining the zygosity of the progeny of cotton event MON 88913 comprising:(a) contacting
the sample comprising cotton DNA with a primer set comprising SEQ ID NO:21, SEQ ID
NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, and SEQ ID NO:25 that when used in a nucleic-acid
amplification reaction with genomic DNA from cotton event MON 88913, produces a first
amplicon that is diagnostic for cotton event MON 88913; and (b) performing 2 nucleic acid
amplification reaction, thereby producing the first amplicon; and (c) and detecting the first
amplicon; and (d) contacting the sample comprising cotfon DNA with said primer set, that when
used in a nucleic-acid amplification reaction with genomic DNA from cotton plants produces a
second amplicon comprising the native cotton genomic DNA homologous to the cotton genomic
region of a transgene insertion identified as cofton event MON 88913; and (¢) performing a
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nucleic acid amplification reaction, thereby producing the second amplicon; and (f) and
detecting the second amplicon; and (g) comparing the first and second amplicons in a sampie,
wherein the presence of both amplicons indicates the sample is heterozygous for the transgene
insertion.

[0015] A method for determining zygosity comprising contacting a cotton DNA sample
with using with primers and probes comprising SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID
NO:23, SEQ ID NO:24, and SEQ ID NQ:25; using an endpoint Tagman® PCR condition; and
detecting the amplicon products.

[0016] A method for controlling weeds in a crop or field of cotton event MON 88913
comprising the step of applying a herbicidally effective amount of glyphosate containing
herbicide to the field of MON 88913 cotton.

[0017] The foregoing and other aspects of the invention will become more apparent from

the following detailed description and accompanying drawings.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
[0018] Figure 1. Plasmid map of pMONS51915.
[0019] Figure 2. Genomic organization of insert in cotton event MON 88913.
[0020] Figure 3. MON 88913 5° DNA junction sequence (SEQ ID NO:1) and 3’ DNA
Jjunction sequence (SEQ ID NO:2).
[0021] Figure 4. MON 88913 5° transgene/genomic DNA region (SEQ ID NO:3).
[0022] Figure 5. MON 88913 3’ transgene/genomic DNA region (SEQ ID NO:4).

DETAILED DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENTS

{0023} The present invention relates to a glyphosate tolerant cotton event MON 88913,
compositions contained therein, and to the method for the detection of the transgene/genomic
insertion region in cotton event MON 88913 and progeny thereof. The following definitions and
methods are provided to betier define the present invention and to guide those of ordinary skill in
the art in the practice of the present invention. Unless otherwise noted, terms and abbreviations
are to be understood according to conventional usage by those of ordinary skill in the relevant
art. Definitions of common terms in molecular biclogy may also be found in Rieger et al.,
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Glossary of Genetics: Classical and Molecular, 5th edition, Springer-Verlag: New York, 1991;
and Lewin, Genes V, Oxford University Press: New York, 1994. The nomenclature for DNA
bases as set forth at 37 CFR § 1.822 is used.

[0024] As used herein, the term “cotton™ means Gossypium hirsutum and includes all
plant varieties that can be bred with cotton event MON 88913. The plant of the present
invention is a cotton plant, more specifically the cotton plant MON 88913.

[0025] As used herein, the term “comprising™ means “including but not limited to”.

[0026] As used herein, the term “crop” refers to cultivated plants or parts of plants, such
as are grown in a field, plot, row, greenhouse, flat, or container.

[0027] “Glyphosate” refers to N-phosphonomethylglycine and its salts. N-
phosphonomethylglycine is 2 well-known herbicide that has activity on a broad spectrum of
plant species. Glyphosate is the active ingredient of Roundup® (Monsanto Co.), a safe herbicide
having a desirably short half-life in the environment. Glyphosate is the active ingredient of
Roundup® herbicide (Monsanto Co.). Treatments with “glyphosate herbicide™ refer to
treatments with the Roundup®, Roundup Ultra®, Roundup Pro® herbicide or any other
herbicide formulation containing glyphosate. Examples of commercial formulations of
glyphosate include, without restriction, those sold by Monsanto Company as ROUNDUP®,
ROUNDUP® ULTRA, ROUNDUP® ULTRAMAX, ROUNDUP® WEATHERMAX,
ROUNDUP® CT, ROUNDUP® EXTRA, ROUNDUP® BIACTIVE, ROUNDUP®
BIOFORCE, RODEO®, POLARIS®, SPARK® and ACCORD® herbicides, all of which
contain glyphosate as its isopropylammonium salt; those sold by Monsanto Company as
ROUNDUP® DRY and RIVAL® herbicides, which contain glyphosate as its ammonium salt;
that sold by Monsanto Company as ROUNDUP® GEOFORCE, which contains glyphosate as its
sodium salt; and that sold by Syngenta Crop Protection as TOUCHDOWN® herbicide, which
contains glyphosate as its trimethylsulfonium salt. When applied to a plant surface, glyphosate
moves systemically through the plant. Glyphosate is phytotoxic due to its inhibition of the
shikimic acid pathway, which provides a precursor for the synthesis of aromatic amino acids,
Glyphosate inhibits the enzyme 5-enolpyruvyl-3-phosphoshikimate synthase (EPSPS) found in
plants. Glyphosate tolerance can be achieved by the expression of bacterial EPSPS variants and
plant EPSPS variants that have lower affinity for glyphosate and therefore retain their catalytic
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activity in the presence of glyphosate (U.S. Patent Nos. 5,633,435, 5,094,945, 4,535,060, and
6,040,497).

[0028) A transgenic “event” is produced by transformation of a plant cell with
heterologous DNA, e.g., a nucleic acid construct (pMONS51915, Figure 1) that includes a
transgene of interest; regeneration of a population of plants resulting from the insertion of the
transgene into the genome of the plant cell, and selection of a particular plant characterized by
insertion into a particular genome location. The term “event” refers to the original transformant
plant and progeny of the transformant that inciude the heterologous DNA. The term “event” also
includes progeny produced by a sexual outcross between the event and another plant that
wherein the progeny includes the heterologous DNA. Even after repeated back-crossing to a
recurrent parent, the inserted DNA and flanking genomic DNA from the transformed parent
event is present in the progeny of the cross at the same chromosomal location. The term “event”
also refers to DNA from the original transformant comprising the inserted DNA, and flanking
genomic sequence immediately adjacent to the inserted DNA, that would be expected to be
transferred to a progeny that receives the inserted DNA including the transgene of interest as the
result of a sexual cross of one parental line that includes the inserted DNA (e.g., the original
transformant and progeny resulting from selfing) and a parental line that does not contain the
inserted DNA.

[0029] The expression of foreign genes in plants is known to be influenced by their
chromosomal position, perhaps due to chromatin structure (e.g., heterochromatin) or the
proximity of transcriptional regulation elements (e.g., enhancers) close to the integration site
(Weising er al., Ann. Rev. Genet 22:421-477, 1988). For this reason, it is often necessary to
screen a large number of events in order to identify an event characterized by optimal expression
of a introduced gene of interest. For example, it has been observed in plants and in other
organisms that there may be a wide variation in levels of expression of an introduced transgene
among events. There may aiso be differences in spatial or temporal patterns of expression, for
example, differences in the relative expression of a transgene in various plant tissues, that may
not correspond to the patterns expected from transcriptional regulatory elements present in the
introduced gene construct. For this reason, it is common to produce hundreds to thousands of
different events and screen those events for a single event that has desired transgene expression
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levels and patterns for commercial purposes. An event that has desired levels or patterns of
transgene expression is useful for introgressing the transgene into other genetic backgrounds by
sexual crossing using conventional breeding methods. Progeny of such crosses maintain the
transgene expression characteristics of the original transformant. This strategy is used to ensure
reliable gene expression in a number of varictics that are well adapted to local growing
conditions and market demands.

[0030] A glyphosate tolerant cotton plant can be bred by first sexually crossing a first
parental cotton plant, consisting of a cotton plant grown from the transgenic cotton plant cell
derived from transformation with the plant expression cassettes contained in pMONS51915 and
that tolerates application of glyphosate herbicide, with a second parental cotton plant that lacks
the tolerance to glyphosate herbicide, thereby producing a plurality of first progeny plants; and
then selecting a first progeny plant that is tolerant to glyphosate herbicide; and selfing the first
progeny plant, thereby producing a plurality of second progeny plants; and then selecting from
the second progeny plants a glyphosate herbicide tolerant plant. These steps can further include
the back-crossing of the first glyphosate tolerant progeny plant or the second glyphosate tolerant
progeny plant to the second parental cotton plant or a third parental cotton plant, thereby
producing a cotton plant that folerates the application of glyphosate herbicide. In the present
invention, the transgenic cotton plant is also defined as cotton event MON 88913 and may be
referred to herein as MON 88913, '

[0031] It is also to be understood that two different transgenic plants can also be mated to
produce offspring that contain two independently segregating added, exogenous genes. Selfing
of appropriate progeny can produce plants that are homozygous for both added, exogenous
genes. Back-crossing to a parental plant and out-crossing with a non-transgenic plant are also
contemplated, as is vegetative propagation. Descriptions of other breeding methods that are
commonly used for different traits and crops can be found in one of several references, e.g.,
Fehr, in Breeding Methods for Cultivar Development, Wilcox J. ed., American Society of
Agronomy, Madison WI (1987).

[0032] A "probe" is an isolated nucleic acid to which is attached a conventional
detectable label or reporter molecule, e.g., a radioactive isotope, ligand, chemiluminescent agent,
or enzyme. Such a probe is complementary to a strand of a target nucleic acid, in the case of the
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present invention, to a strand of genomic DNA from MON 88913 whether from a MON 88913
plant or from a sample that includes MON 88913 DNA. Probes according to the present
invention include not only deoxyribonucleic or ribonucleic acids but also polyamides and other
probe materials that bind specifically to a target DNA sequence and can be used to detect the
presence of that target DNA sequence. :

[0033] DNA primers are isolated polynucleic acids that are annealed to a complementary
target DNA strand by nucleic acid hybridization to form a hybrid between the primer and the
target DNA strand, then extended along the target DNA strand by a polymerase, e.g., 8 DNA
polymerase. A DNA primer pair or a DNA primer set of the present invention refer to at Jeast
two DNA primer molecules useful for amplification of a target nucleic acid sequence, e.g., by
the polymerase chain reaction (PCR) or other conventional nucleic acid amplification methods.

[0034] Probes and primers are generally 11 polynucleotides or more in length, often 18
polynucleotides or more, 24 polynucleotides or more, or 30 polynucleotides or more. Such
probes and primers are selected to be of sufficient length to hybridize specifically to a target
sequence under high stringency hybridization conditions. Preferably, probes and primers
according to the present invention have complete sequence similarity with the target sequence,
although probes differing from the target sequence that retain the ability to hybridize to target
sequences may be designed by conventional methods.

[0035] Methods for preparing and using probes and primers are described, for example,
in Molecular Cloning: A Laborafory Manual, 2nd ed., vol. 1-3, ed. Sambrook ef al., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989 (hereinafter, "Sambrook et al., 1989");
Current Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel et al., Greene Publishing and Wiley-
Interscience, New York, 1992 (with periodic updates) (hereinafter, "Ausubel et al., 1992™); and
Innis et al., PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Press: San Diego,
1990. PCR DNA primer pairs can be derived from a known sequence, for example, by using
computer programs intended for that purpose such as Primer (Version 0.5, © 1991, Whitehead
Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA).

[0036] Primers and probes based on the flanking genomic DNA and transgene insert
sequences disclosed herein can be used to confirm (and, if necessary, to correct) the disclosed
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DNA sequences by conventional methods, e.g., by isolation of genomic DNA from MON
88913, re-cloning the transgene/genomic regions and sequencing such DNA molecules.

[0037] The nucleic acid probes and primers of the present invention hybridize under
stringent conditions to a target DNA molecule. Any conventional nucleic acid hybridization or
amplification method can be used to identify the presence of DNA from a transgenic event in a
sample. Polynucleic acid molecules or fragments thereof are capable of specifically hybridizing
to other nucleic acid molecules under certain circumstances. As used herein, two polynucleic
acid molecules are said to be capable of specifically hybridizing to one another if the two
molecules are capable of forming an anti-parallel, double-stranded nucleic acid structure. A
nucleic acid molecule is said to be the “complement” of another nucleic acid molecule if they
exhibit complete complementarity. As used herein, molecules are said to exhibit “complete
complementarity” when every nucleotide of one of the molecules is complementary to a
nucleotide of the other. Two molecules are said to be “minimally complementary” if they can
hybridize to one another with sufficient stability to permit them to remain annealed to one
another under at least conventional "low-stringency” conditions. Similarly, the molecules are
said to be “complementary” if they can hybridize to one another with sufficient stability to
permit them to remain annealed to one another under conventional "high-stringency™ conditions.
Conventional stringency conditions are described by Sambrook et al., 1989, and by Haymes et
al., In: Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington, DC (1985),
Departures from complete complementarity are therefore permissible, as long as such departures
do not completely preclude the capacity of the molecules to form a double-stranded structure. In
order for a nucleic acid molecule to serve as a primer or probe it need only be sufficiently
complementary in sequence to be able to form a stable double-stranded structure under the
particular solvent and salt concentrations employed.

[0038] As used herein, a substantially homologous DNA sequence is the sequence of a
DNA molecule that will specifically hybridize to the complement of a target DNA molecule to
which it is being compared under high stringency conditions. Appropriate stringency conditions
that promote DNA hybridization, for example, 6.0 x sodium chloride/sodium citrate (SSC) at
about 45°C, followed by a wash of 2.0 x SSC at 50°C, are known to those skilled in the art or
can be found in Curremt Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989),
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6.3.1-6.3.6. For example, the salt concentration in the wash step can be selected from a low
stringency of about 2.0 x SSC at 50°C to & high stringency of about 0.2 x SSC at 50°C. In
addition, the temperature in the wash step can be increased from low stringency conditions at
room temperature, about 22°C, to high stringency conditions at about 65°C. Both ternperature
and salt may be varied, or either the temperature or the salt concentration may be held constant
while the other variable is changed. In a preferred embodiment, a polynucleic acid of the present
invention will specifically hybridize to one or more of the nucleic acid molecules set forth in
SEQ ID NO: 3 or 4, or complements thereof or fragments of either under moderately stringent
conditions, for example at about 2.0 x SSC and about 65°C. In a particularly preferred
embodiment, a nucleic acid of the present invention will specifically hybridize to one or more of
the nucleic acid molecules set forth in SEQ ID NO:3 or 4 or complements or fragments of either
under high stringency conditions. In one aspect of the present invention, a preferred marker
nucleic acid molecule of the present invention has the nucleic acid sequence set forth in SEQ ID
NO:1 or 2 or complements thereof or fragments of either. In another aspect of the present
invention, a preferred marker nucleic acid molecule of the present invention shares a substantial
portion of its sequence identity with the nucleic acid sequence set forth in SEQ ID NO:1 or SEQ
ID NO:2 or complement thereof or fragments of either, wherein the sequence identity is between
80% and 100% or 90% and 100%. In a further aspect of the present invention, a preferred
marker nucleic acid molecule of the present invention shares between 95% and 100% sequence
identity with the sequence set forth in SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2 or complement thereof or
fragments of either. SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2 may be used as markers in plant breeding
methods to identify the progeny of genetic crosses similar to the methods described for simple
sequence repeat DNA marker analysis, in "DNA markers: Protocols, applications, and
overviews: (1997) 173-185, Cregan, et al., eds., Wiley-Liss NY; hercin incorporated by
reference in its entirely. The hybridization of the probe to the target DNA meolecule can be
detected by any number of methods known to those skilled in the art, these can include, but are
not limited to, fluorescent tags, radioactive tags, antibody based tags, and chemiluminescent
tags.

[0039] Regarding the amplification of a target nucleic acid sequence (e.g., by PCR) using
a particular amplification primer pair, "stringent conditions” are conditions that permit the
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primer pair to hybridize only to the target nucleic acid sequence to which a primer having the
corresponding wild-type sequence (or its complement) would bind and preferably to produce a
unique amplification product, the amplicon, in a DNA thermal amplification reaction.

[0040] The term "specific for (a target sequence)" indicates that a probe or primer
hybridizes under stringent hybridization conditions only to the target sequence in a sample
comprising the target sequence.

[0041] As used herein, “amplified DNA” or “amplicon” refers to the product of
polynucleic acid amplification method directed to a target polynucleic acid molecule that is part
of a polynucleic acid template. For example, to determine whether a cotton plant resulting from
a sexual cross contains transgenic event genomic DNA from the cotton event MON 88913 plant
of the present invention, DNA that is extracted from a cotton plant tissue sample may be
subjected to a polynucleic acid amplification method using a primer pair that includes a primer
derived from DNA sequence in the genome of the MON 88913 plant adjacent to the insertion
site of the inserted heterologous DNA (transgene DNA), and a second primer derived from the
inserted heterologous DNA to produce an amplicon that is diagnostic for the presence of the
MON 88913 event DNA. The diagnostic amplicon is of a length and has a DNA sequence that
is also diagnostic for the event. The amplicon may range in length from the combined length of
the primer pairs plus one nucleotide base pair, preferably plus about fifty nucleotide base pairs
(bps), more preferably plus about two hundred-fifty nucleotide base pairs, and even more
preferably plus about four hundred-fifty nucleotide base pairs or more. Alternatively, a primer
pair can be derived from genomic sequence on both sides of the inserted heterologous DNA so
as to produce an amplicon that includes the entire insert polynuclectide sequence (e.g., a forward
primer isolated from the genomic portion of SEQ ID NO:3 and a reverse primer isolated from
the genomic portion of SEQ ID NO:4 that amplifies a DNA molecule comprising the two
expression cassettes of pMON51915 DNA fragment that was inserted into the MON 88913
genome, the insert comprising about 8,512 bps of the insert, Figure 2). A member of a primer
pair derived from the plant genomic sequence may be located a distance from the inserted DNA
sequence, this distance can range from one nuclectide base pair up to about twenty thousand
nucleotide base pairs. The use of the term “amplicon” specifically excludes primer dimers that
may be formed in the DNA thermal amplification reaction.
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[0042] Polynucleic acid amplification can be accomplished by any of the various
polynucleic acid amplification methods known in the art, including the polymerase chain
reaction (PCR). Amplification methods are known in the art and are described, inter alia, in
U.S. Patent Nos. 4,683,195 and 4,683,202 and in PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications, ed. Innis et al., Academic Press, San Diego, 1990. PCR amplification methods
have been developed to amplify up to 22 kb (kilobase) of genomic DNA and up to 42 kb of
bacteriophage DNA (Cheng ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5695-5699, 1994). These
methods as well as other methods known in the art of DNA amplification may be used in the
practice of the present invention. The sequence of the heterologous DNA insert or flanking
genomic DNA sequence from MON 88913 can be verified (and corrected if necessary) by
amplifying such DNA molecules from the MON 88913 seed or plants grown from the seed
deposited with the ATCC having accession no. PTA-4854, using primers derived from the
sequences provided herein, followed by standard DNA sequencing of the PCR amplicon or
cloned DNA fragments thereof. DNA detection kits that are based on DNA amplification
methods contain DNA primers that specifically amplify a diagnostic amplicon. The kit may
provide an agarose gel based detection method, endpoint Tagman®, or any number of methods
of detecting the diagnostic amplicon that are known in the art. A kit that contains DNA primers
that are homologous or complementary to any portion of SEQ ID NO:3 or SEQ ID NO:4 is an
object of the invention.

[0043] The amplicon produced by these methods may be detected by a plurality of
techniques. One such method is Genetic Bit Analysis (Nikiforov, et al. Nucleic Acid Res.
22:4167-4175, 1994) where a DNA oligonucleotide is designed that overlaps both the adjacent
flanking genomic DNA sequence and the inserted DNA sequence. The oligonucleotide is
immobilized in wells of a microtiter plate. Following PCR of the region of interest (using one
primer in the inserted sequence and one in the adjacent flanking genomic sequence), a single-
stranded PCR product can be hybridized to the immobilized oligonucleotide and serve as a
template for a single base extension reaction using a DNA polymerase and labelled
dideoxynucleotide triphosphates (ddNTPs) specific for the expected next base. Readout may be
fluorescent or ELISA-based. A signal indicates presence of the transgene/genomic sequence due
to successful amplification, hybridization, and single base extension.
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[0044] Another method is the Pyrosequencing technique as described by Winge (Innov.
Pharma. Tech. 00:18-24, 2000). In this method an oligonucleotide is designed that overlaps the
adjacent genomic DNA and insert DNA junction. The oligonucleotide is hybridized to single-
stranded PCR product from the region of interest (one primer in the inserted sequence and one in
the flanking genomic sequence) and incubated in the presence of a DNA polymerase, ATP,
sulfurylase, luciferase, apyrase, adenosine 5 phosphosulfate and luciferin. Deoxynucleotide
triphosphates (NTPs) are added individually and the incorporation results in a light signal that is
measured. A light signal indicates the presence of the transgene/genomic sequence due to
successful amplification, hybridization, and single or multi-base extension.

(0045] Fluorescence Polarization as described by Chen, et al., (Genome Res. 9:492-498,
1999) is a method that can be used to detect the amplicon of the present invention. Using this
method an oligonucleotide is designed which overlaps the genomic flanking and inserted DNA
junction. The oligonucleotide is hybridized to single-stranded PCR product from the region of
interest (one primer in the inserted DNA and one in the flanking genomic DNA sequence) and
incubated in the presence of a DNA polymerase and a fluorescent-labeled ddNTP. Single base
extension results in incorporation of the dINTP. Incorporation can be measured as a change in
polarization using a fluorometer. A change in polarization indicates the presence of the
transgene/genomic sequence due to successful amplification, hybridization, and single base
extension.

[0046] Tagman® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) is described as a method of
detecting and quantifying the presence of a DNA sequence and is fully understood in the
instructions provided by the manufacturer. Briefly, a FRET oligonucleotide probe is designed
which overlaps the genomic flanking and insert DNA junction. The FRET probe and PCR
primers (one primer in the insert DNA sequence and one in the flanking genomic sequence) are
cycled in the presence of a thermostable polymerase and dNTPs. Hybridization of the FRET
probe resulis in cleavage and release of the fluorescent moiety away from the quenching moiety
on the FRET probe. A fluorescent signal indicates the presence of the transgene/genomic
sequence due to successful amplification and hybridization.

[0047]) Molecular Beacons have been described for use in sequence detection as
described in Tyangi, ef al. (Nature Biotech.14:303-308, 1996) Briefly, a FRET oligonucleotide
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probe is designed that overlaps the flanking genomic and insert DNA junction. The unique
structure of the FRET probe results in it containing secondary structure that keeps the fluorescent
and quenching moieties in close proximity. The FRET probe and PCR primers (one primer in
the insert DNA sequence and one in the flanking genomic sequence) are cycled in the presence
of a thermostable polymerase and dANTPs. Following successful PCR amplification,
hybridization of the FRET probe to the target sequence results in the removal of the probe
secondary structure and spatial separation of the fluorescent and quenching mojeties. A
fluorescent signal results. A fluorescent signal indicates the presence of the flanking/transgene
insert sequence due to successful amplification and hybridization.

[0048] DNA. detection kits can be developed using the compositions disclosed herein and
the methods well known in the art of DNA detection. The kits are useful for identification of
cotton event MON 88913 DNA in a sample and can be applied to methods for breeding cotton
plants containing MON 88913 DNA. The kits contain DNA sequences that are useful as primers
or probes and that are homologous or complementary to any portion of SEQ ID NO:3 or SEQ ID
NO:4 or to DNA sequences homologous or complementary to DNA contained in any of the
transgene genetic elements of pMON51915 that have been inserted into MON 88913 DNA
(Figure 2). These DNA sequences can be used in DNA amplification methods (PCR) or as
probes in polynucleic acid hybridization methods, i.e., Southern analysis, northern analysis. The
transgene genetic elements contained in MON 88913 DNA (Figure 2) include a first expression
cassette comprising the Figwort mosaic promoter constructed as a chimeric promoter element
with the Arabidopsis elongation factor 1-alpha (At.Efla) promoter (FMV35S/Efla, U.S. Patent
6,462,258, SEQ ID NO:28, herein incorporated by reference in its entirely), operably linked to
the Arabidopsis elongation factor I-alpha translational leader and intron (Genbank accession
number X16430 as described in Axelos et al., Mol. Gen. Genet. 219:106-112, 1989), operably
linked to the Arabidopsis EPSPS chloroplast transit peptide (TS-At.EPSPS:CTP2, Klee ef al.,
Mol. Gen. Genet. 210:47-442, 1987), operably linked to a glyphosate tolerant 5-enol-
pyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) from Agrobacterium sp. strain CP4 (aroA:CP4,
U.S. Patent 5,633,435), operably linked to the 3’ termination region from pea ribulose 1,5-
bisphosphate carboxylase E9 (T-Ps.RbcS2:E9, Coruzzi, et al., EMBO J. 3:1671-1679, 1984), and
& second expression cassette comprising the CaMV35S-Act8 promoter including the first intron
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of the ActB gene (SEQ ID NO:29, U.S. Patent 6,462,258) operably connected to an Arabidopsis
EPSPS chloroplast transit peptide (TS-At.EPSPS:CTP2), operably connected to a glyphosate
tolerant 5-enol-pyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) from Agrobacterium sp. strain
CP4 (aroA:CP4, U.S. Patent 5,633,435, herein incorporated by reference in its entirety), operably
linked to the 3’ termination region from pea ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase E9.

[0049] The following examples are included to demonstrate examples of certain preferred
embodiments of the invention, It should be appreciated by those of skill in the art that the
techniques disclosed in the examples that follow represent approaches the inventors have found
function well in the practice of the invention, and thus can be considered to constitute examples
of preferred modes for its practice. However, those of skill in the art should, in light of the
present disclosure, appreciate that many changes can be made in the specific embodiments that
are disclosed and still obtain a like or similar result without departing from the spirit and scope
of the invention.

EXAMPLES
EXAMPLE 1

[0050] The transgenic cotton event MON 88913 was generated by an Agrobacrerium-
mediated transformation of cotton cells with a DNA fragment derived from pMONS51915
(Figure 1). The plant transformation construct, pMONS51915 was mated into Agrobacterium
using a triparental mating procedure (Ditta ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. 77:7347-7351, 1980).
Cotton cell transformation with transgenes can be performed using methods described, e g., in
U.S. Patent 5,004,863, U.S. Patent 5,159,135, and U.S. Patent 5,518,908, herein incorporated by
reference in their entirety. Cotton transformation is performed essentially as described in
WO/0036911 or as described in U.S. Patent 5,846,797, herein incorporated by reference in its
entirety. A modification of these methods can include, but is not limited to the following
example. Coker 130 seed is surface sterilized and germinated in the dark. Hypocotyl explants are
cut from the germinated seedlings to lengths of about 1-1.5 centimeter. Agrobacterium
tumefaciens strain ABI transformed to contain pMON51915 is grown in Luria broth without
antibiotics for 16 hours at 28 °C, then diluted to approximately 2 X 10® bacteria/milliter (ml).
The hypotocyl explant is submersed in the Agrobacterium inoculum for 2-5 minutes, then co-
cultivated for about 45 hours on MS+1.9mg/1 KNO3+3%glucose (TRM),30 explants per plate,

u2.
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24C, in the dark. The explants are transferred to TRM containing 150 mg/1 cefotaxime and 300
EM glyphosate for four culture periods, each period for approximately six weeks. Embryogenic
calli is segregated from the primary explant at the end of 3rd or 4th culture periods and placed
onto same medium. The embryogenic calli are subcultured once by briefly suspending in liquid
TRM +3% glucose, followed by pouring suspension onto TRM' + 150mg/l cefotaxime +
300,uM glyphosate plates. The somatic embryos are harvested 3-8 weeks after the liquid
subculture, then grown on Stewart and Hsu media with 0. 5% glucose. Plantlets derived from the
somatic embryos are matured to about 4-7cm (3-6 leaves) in Magenta boxes with Stewart & Hsu
modified with 40mM NO3/IOmM NH4 + 2% sucrose. These plants are then transplanted to
potting soil, 4" pots, 100% humidity, 16hours of light per day, for 4- 6 days, followed by 50%
humidity 5-10 days.

[0051] The DNA fragment of pMON51915 contains two .u'ansgene expression cassettes
inserted into the genome of MON 88913 (Figure 2) that collectively confer glyphosate tolerance
to MON 88913 and progeny thereof.

[0052] The MON 88913 plant and seed has regenerable parts. The regenerable parts of
the seed include, but are not limited to the embryo, the cotyledon, and the shoot or root
meristem. The regenerable parts of the plant include, but are not limited to the leaves, the
petiole, the hypocotyl, stem sections, and apical and root meristems. The invention also
includes plant parts of cotton event MON 88913 that include, but are not limited to pollen,
ovule, flowers, bolls, lint, shoots, roots, and leaves. The invention also includes extractable
components of MON 88913 seed that include, but are not limited to protein, meal, flour, hulls,
oil, and linter.

EXAMPLE 2

[0053) The glyphosate tolerant cotton event MON 88913 was selected from many
fransgenic cotton events for tolerance to glyphosate vegetative and reproductive injury. The
successful production of a commercial quality transgenic event currently requires producing a
large number of transgenic events. In the present invention, MON 88913 was one event among
approximately 1000 RO events that had been transformed with many different DNA constructs
that included pMON51915. The MON 88913 event was selected from the many events by a

series of molecular analysis and glyphosate tolerance screens.
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[0054] The events were screened in a greenhouse glyphosate tolerance test, the plants
being scored for vegetative and reproductive tolerance. Fifteen to twenty-five R; seeds from
each event were planted in 15 cell trays with Metro-Mix 350 growing medium, which contains a
combination of peat, vermiculite, nuirients, wetting agents, and processed bark and ash.
Additional fertilizers included in the medium were Osmocote 14-14-14, Osmocote Plus 15-9-12,
and MicroMax micronutrients. All plants were grown in a greenhouse. The average daytime
temperature during the growing scason was 32 degrees Celsius (°C), while the average night
temperature was 24°C. The photoperiod was set at 16 hours of light and eight hours of dark,
with maximum light intensity. The average relative humidity during the growth cycle was 45
percent. The plants were then sprayed at the 4 and 8-leaf stages sequentially with 48 oz/A
{oz=ounces, A=acre) of Roundup Ultra® (glyphosate containing herbicide). Seven days after
the 4-leaf glyphosate application, the plants were scored for vegetative damage and segregation
of the glyphosate tolerant phenotype was collected. These data were used to confirm that the
event transgene insert was performing as a single dominant gene, adhering to Mendelian genetic
models. Events with good vegetative tolerance were subsequently transplanted in 10-inch pots
with the same Metro-Mix 350 growing medium described above and grown to maturity. Plants
were treated with Pix Plus (BASF, Research Triangle Park, NC) as needed to regulate the plant
height. At three months post-planting, the plants were mapped for boll retention on the first
fruiting positions of the first five fruiting branches. The maximum value for retention for this
plant map is 5 (five bolls retained). This provided a quick, indirect measure of plant fertility.
With this greenhouse screen, the average retention for the current commercial event (RR cotton
1445) is less than 1.0. Events with an average boll retention value greater than or equal to three
were harvested and advanced for further event selection. Events that have boll retention values
greater than or equal to two have value as new glyphosate tolerant plant selections.

[0055] Events that met the Roundup® Ultra vegetative and reproductive tolerance
criteria were analyzed for copy number via Southern blot analysis. Single copy events that
showed good tolerance in initial greenhouse experiments were further characterized in 1)
additional greenhouse tfolerance tests at higher glyphosate rates, 2) replicated field trials, and
with 3) additional molecular screens. The greenhouse tolerance tests were conducted using

homozygous plants. All of the experiments contained the current commercial Roundup Ready®

ay
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cotton event 1445 event (commercial standard) for comparison. Seed were planted in 15 cell
trays and treated with 640z/A Roundup Ulira® at the 4-leaf stage and 960z/A at the 8-leaf stage.
The plants were then transplanted to 10-inch pots and four plants were mapped at mid-season on
the first fruiting positions of the first five fruiting branches. End of the season data were also
collected on all events and included seed cotton weight, number of bolls, boll size, and boll
retention.

[0056] Field testing was used to sclect the event that showed best growth rates, fruit
retention, and yield. The field trials were arranged in a randomized split plot design with three
replications and threc treatments. The events were planted in two row, 30-foot plots. The
treatments consisted of unsprayed, 640z/A (1.5 1b ae/A) Roundup Ultra® at the 4, 6, 10, 14-node
stages, and 960z/A (2.25 Ib ae/A) Roundup Ultra® at the 4, 6, 10, 14-node stages. A mid-season
plant map was completed on ten plants per plot. Boll retention data was collected for the first
and second fruiting positions of the first five fruiting nodes that provides a boll retention value
scale of 0-10. A plant with a boll retention value equal to or greater than 3 on the 0-10 scale has
value as a new glyphosate tolerant plant selection.

f0057] Field testing (10 locations) comparing the yield of cotton lint (pounds/acre, 1b/A)
from MON 88913 and RR. cotton 1445 showed that MON 88913 provided substantial protection
against glyphosate (pounds of acid equivalent/acre, 1b ae/A) effects on yield (Table 1). Yield is
a measure of boll retention, cotton plants engineered for glyphosate tolerance that retain a
substantial number of bolls in the first and second fruiting positions will maintain a yield
advantage over cotton plants that are not as glyphosate tolerant. An effective dose of a
glyphosate containing herbicide to control weeds in a field of MON 88913 comprises about 4
oz/A and may exceed 128 oz/A depending on the species of weed to be controlled and the stage
of weed development. Glyphosate can be mixed with other herbicides to enhance the herbicidal
activity against certain weed species.

Ns



WO 2004/072235 PCT/US2004/002907

-20-

Table 1. Comparison of lint yield of MON 88913 and 1445 after glyphosate treatment.

Yield (Ib/A) of 10 Locations
Glyphosate
treatment Olbae/A 1.5Ibae/A 225 bae/A
1445 2421.84 1044.19 831.47
MON 88913 2551.58 2587.61 2412.3

EXAMPLE 3

[0058] Cotton genomic DNA for all PCR reactions and Southern blot analyses was
isolated using a CTAB procedure (Rogers et al., Plant Mol. Biol. 5:69-76, 1985) or Dneasy™ 96
Plant Kit (Cat. # 69181, Qiagen Inc., Valencia, CA) following the manufacturers instructions.
Leaf tissue was collected from plants at the 2-4-leaf stage. The smallest true leaves were
collected from each plant and immediately frozen on dry ice. DNA was extracted using, e.g., the
following method. The tissue was ground using plastic beads with liquid nitrogen. Five mi of
extraction buffer was added to 0.75 gram (g) of tissue and incubated at 55°C for 45 minutes.
The CTAB extraction buffer consisted  of 100mM Tris pHS8.0, 1.4M NaCl, 20mM EDTA, 2%
CTAB with the addition of 5ul (microliter) of beta-mercaptoethanol, Sul of RNase and 1%
PVPP. The samples were then extracted with an equal volume of chloroform (5ml) and then
centrifuged at 3700 RPM for 15 minutes at room temperature. The aqueous phase was
transferred to a new tube and the DNA was precipitated with an equal volume of isopropanol.
After centrifugation at 3700 RPM for 15 minutes, the peliets were washed with 70% ethanol, air
dried, and resuspended in 250yl of water.

[0059] Cotton genomic DNA adjacent to the transgene insertion was obtained for the
MON 88913 event utilizing TAIL-PCR (Liu ef al., Plant Journal 8: 457-463, 1995). Extension
of the genomic DNA was conducted using the GenomeWalker kit (CloneTech Laboratories,
Palo Alto, CA) following the manufacture’s protocol. Briefly, the DNA (~5ug) isolated utilizing
the CTAB protocol previously described, was digested with various restriction endonucleases
(EcoRV, Scal) at 37°C overnight in a total volume of 100ul. The restriction endonucleases
were removed with QIAquick PCR Purification columns (cat #28104, Qiagen, Inc.). The
ligation of adaptor molecules were those that were described in the manufacture’s protocol.
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DNA was amplified using FMV-1 primer (SEQ ID NO:5) with the AP1 primer (CloneTech
Laboratories) for the primary reaction and nested FMV-2 primer (SEQ ID NO:6) with the AP2
primer (CloneTech Laboratories) for the secondary reaction.

[0060] The 3’ transgene/genomic DNA of the MON 88913 was isolated utilizing inverse
PCR. Total genomic DNA (~10pg) was digested with three restriction enzymes; Bell, Neol, and
Hindll. The QIAquick PCR Purification columns were used to purify the DNA after digesting
overnight at 37°C. The DNA was eluted from the columns with 50l of water and then diluted
to lml. The diluted eluate (85ul) was combined with 10pd of buffer (10X) and Sul of T4 Ligase
to circularize the fragments. After an overnight incubation at 16°C, the ligase was heat
inactivated at 70°C. The samples were amplified by PCR with a series of nested primers. The
primer combinations for PCR included: primary pair 8099-E9-1/E9-2 (SEQ ID NO:7/SEQ ID
NO:8) for Bell and Ncol samples and primer pair 8099-E9-1/Act8 rev (SEQ ID NO:7/SEQ ID
NO:9) for the Hindlll sample; primer pair 8099-E9-2/E9-1 (SEQ ID NO:10/SEQ ID NO:11) for
Bcll and Ncol samples; primer pair 8099-E9-2/Act8 (SEQ ID NO:10/SEQ ID NO:12) for the
HindlIl sample; primer pair 8099-E9-3/E9-1 (SEQ ID NO:13/SEQ ID NO:11) for B/l and Neol
samples and 8099-E9-3/Act8 (SEQ ID NO:13/SEQ ID NO:12) for the Hindlll sample. The
conditions for the PCR included: primary PCR = 7 cycles of 94°C for 2 seconds, 72°C for 10
minutes; 37 cycles of 94°C for 2 seconds, 67°C for 10 minutes; 1 cycle of 67°C for 10 minutes;
secondary and tertiary PCR = 5 cycles of 94°C for 2 seconds, 72°C for 10 minutes; 24 cycles of
94°C for 2 seconds, 67°C for 10 minutes; 1 cycle of 67°C for 10 minutes,

[0061] Alternatively, DNA amplification by PCR of the 3’ end of the MON 88913 event
can be performed with conditions that include: 7 cycles of 94°C for 25 seconds, 72°C for 3
minutes; 37 cycles of 94°C for 25 seconds, 67°C for 3 minutes; 1 cycle of 67°C for 7 minutes.
All subsequent amplifications conducted with the following conditions: 7 cycles of 94°C for 2
seconds, 72°C for 4 minutes; 37 cycles of 94°C for 2 seconds, 67°C for 4 minutes; 1 cycle of
67°C for 7 minutes. All amplicons are visualized on 0.8% agarose gels stained with ethidium
bromide. The DNA is prepared for sequencing either by purifying the PCR samples directly
with the QIAquick PCR Purification kit (cat# 28104, Qiagen Inc.) or by extracting the
appropriate fragment from the pel and using the QIAquick Gel Extraction kit (cat #28704,

Qiagen Inc.).
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[0062] A series of DNA primers were designed to sequence the transgene insert and the
adjacent flanking genomic regions of the MON 88913. DNA primers were designed that
allowed amplification of the entire transgene and genomic flanking regions by five overlapping
fragments. Unique primers were designed to allow amplification of each EPSPS-CTP2/aro4-
CP4/RbcS2:E9 region separately. For all fragments used in sequencing, the amplifications were
performed in triplicate. The DNA primer pair combinations used as sequencing primers for the
5’ transgene/genomic region (SEQ ID NO:14 and SEQ ID NO:15), 3’ transgene/genomic region
(SEQ ID NO:16 and SEQ ID NO:17) and insert genetic elements (SEQ ID NO:18 and SEQ ID
NO:11; SEQ ID NO:19 and SEQ ID NO:15; SEQ ID NO:20 and SEQ ID NO:11). Total
genomic DNA was used for all PCR reactions. All amplicons were visualized on 0.8% agarose
gels stained with ethidium bromide. The DNA was prepared for sequencing either by purifying
the PCR samples directly with the QIAquick PCR Purification kit or by extracting the
appropriate fragment from the gel and using the QIAquick Gel Extraction kit. The DNA
sequence was produced using DNA sequence analysis equipment (ABI Prism™ 377, PE
Biosystems, Foster City, CA) and DNASTAR sequence analysis software (DNASTAR Inc.,
Madison, WI).

[0063] The DNA fragments from the flanking regions of MON 88913 transgene/genomic
insert were subcloned using a TOPO TA Cloning® kit (Invitrogen). The DNA sequence of the
5’ transgene/genomic region is shown in Figure 4 and the DNA sequence of the 3’
transgene/genomic region is shown in Figure 5. In the DNA sequence shown in Figures 4 and 5,
the transgene insert sequence is in italics.

EXAMPLE 4

[0064] DNA event primer pairs are used to produce an amplicon diagnostic for cotton
event MON 88913 genome. Amplicons diagnostic for MON 88913 genome comprise at least
one junction sequence, SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2. Event primer pairs that will produce a
diagnostic amplicon for MON 88913, in which the primer pairs include, but are not limited to
SEQ ID NO:14 and SEQ ID NO:15 for the 5° amplicon sequence, and SEQ ID NO:16 and SEQ
ID NO:17 for the 3° amplicon when used in the protocol outlined in Table 2. In addition to these
primer pairs, any primer pair, homologous or complementary to SEQ ID NO:3 or SEQ ID NO:4,
that in a DNA amplification reaction produces an amplicon diagnostic for MON 88913 genome
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is an aspect of the present invention. Any single isolated DNA polynucleotide primer molecule
comprising at least 11 contiguous nucleotides of SEQ ID NO:3, or its complement that is useful
in a DNA amplification method to produce an amplicon diagnostic for MON 88913 is an aspect
of the invention. Any single isolated DNA polynucleotide primer molecule comprising at least
11 contiguous nucleotides of SEQ ID NO:4, or its complement that is useful in a DNA
amplification method to produce an amplicon diagnostic for MON 88913 is an aspect of the
invention. An example of the amplification conditions for this analysis is illustrated in Table 2
and Table 3, however, any modification of these methods that use DNA primers homologous or
complementary to SEQ ID NO:3 or SEQ ID NO:4 or DNA sequences of the genetic elements
contained in the transgene insert of MON 88913 that produce an amplicon diagnostic for MON
88913, is within the ordinary skill of the art. A diagnostic amplicon comprises a DNA molecule
homologous or complementary to at least one transgene/genomic junction DNA (SEQ ID NO:1
or SEQ ID NO:2) or substantial portion thereof,

[0065] An analysis for event MON 88913 plant tissue sample should include a positive
tissue control from event MON 88913, a negative control from a cotton plant that is not event
MON 88913, and a negative control that contains no cotton genomic DNA. Additional primer
sequences can be selected from SEQ ID NO:3 and SEQ ID NO:4 by those skilled in the art of
DNA amplification methods, and conditions selected for the production of an amplicon by the
methods shown in Table 2 and Table 3 may differ, but result in an amplicon diagnostic for event
MON 88%13. The use of these DNA primer sequences with modifications to the methods of
Table 2 and 3 are within the scope of the invention. The amplicon produced by at least one DNA
primer sequence derived from SEQ ID NO:3 or SEQ ID NO:4 that is diagnostic for MON 88913
is an aspect of the invention.

[0066] DNA detection kits that contain at least one DNA primer derived from SEQ ID
NO:3 or SEQ ID NO:4 that when used in a DNA amplification method produces a diagnostic
amplicon for MON 88913 is an aspect of the invention. The amplicon produced by at least one
primer sequence derived from any of the genetic elements of pMON51915 that is diagnostic for
MON 88913 is an aspect of the invention. A cotton plant or seed, wherein its genome will
produce an amplicon comprising SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2 when tested in a DNA
amplification method is an aspect of the present invention. The assay for the MON 88913
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amplicon can be performed by using a Stratagene Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700,

or Eppendorf Mastercycler Gradient thermocycler as shown in Table 3, or by methods and
apparatus known to those skilled in the art.

Table 2. PCR procedure and reaction mixture conditions for the identification of MON 88913
5’ transgene insert/genomic junction region.

Step| Reagent Amount Comments
1 Nuclease-free water add to final volume of 20 pl -
2 10X reaction buffer 20pl IX final concentration of
(with MgCly) buffer, 1.5 mM final
concentration of MgCla
3 | 10 mM solution of dATP, 0.4 pl 200 pM final
dCTP, dGTP, and dTTP concentration of each
dNTP
4 event primer (SEQ ID 0.4 ul 0.2 uM final
NO:14) (resuspended in 1X concentration
TE buffer or nuclease-free
water to a concentration of
10 pM)
5 event primer (SEQ ID 0.4 pnl 0.2 uyM final
NO:15) concentration
(resuspended in 1X TE
buffer or nuclease-free water
to a concentration of 10 pM)
6 RNase, DNase free (500 0.1 pl 50 ng/reaction
ng/pl)
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7 | REDTag DNA polymerase 1.0 pl (recommended to 1 unit/reaction
(1 unit/pl) switch pipets prior to next
step)

8 | Extracted DNA (template): -
» Samples to be analyzed
« individual leaves | » 10-200 ng of genomic DNA

* pooled leaves « 200 ng of genomic DNA
(maximum of 50
leaves/pool)
« 50 ng of cotton genomic
+ Negative control DNA (not MON 88913)

« 1o template DNA
» Negative control
» 50 ng of MON 88913
= Positive control genomic DNA

9 Gently mix and add 1-2
drops of mineral oil on top

of each reaction.

Table 3. Suggested PCR parameters for different thermocyclers.

[0067] Proceed with the DNA amplification in a Stratagene Robocycler, MJ Engine,
Perkin-Elmer 9700, or Eppendorf Mastercycler Gradient thermocycler using the following
cycling parameters. The MJ Engine or Eppendorf Mastercycler Gradient thermocycler should be
run in the calculated mode. Run the Perkin-Elmer 9700 thermocycler with the ramp speed set at
maximum.

\p
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Cycle No. Settings: Stratagene Robocycler
1 94°C 3 minutes
38 94°C 1 minute

60°C 1 minute
72°C 1 minute and 30 seconds

1 72°C 10 minutes
Cycle No. Settings: MJ Engine or Perkin-Elmer 9700

1 94°C 3 minutes

38 94°C 10 seconds

60°C 30 seconds
72°C 1 minute

1 72°C 10 minutes
Cycle No. Settings: Eppendorf Mastercycler Gradient
1 94°C 3 minutes
38 94°C 15 seconds
60°C 15 seconds
72°C 1 minute and 30 seconds
1 72°C 10 minutes

EXAMPLE 5
[0068] MON 88913 genomic DNA and control cotton genomic DNA (~15ug of each) is

digested with various restriction enzymes (140U) in a total volume of 150pl including 15ul of
the corresponding manufacturer’s buffer (NEB, Beverely, MA). Restriction endonucleases, e.g.,
Bgll, BamHI, Ncol, HindIll, and Bell, are used in the Southern analysis of MON 88913,
Endonuclease digests are performed at the appropriate temperature for at least 6 hours. After
incubating, the DNA is precipitated with 3M sodium acetate and 2.5 volumes of ethanol.
Subsequently, the DNA is washed with 70% ethanol, dried, and resuspended in 40ul of TBE.
Loading buffer (0.2x) is added to the samples and then electrophoresis conducted on agarose

§2
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gels (0.8%) for 16-18 hours at 30 volts. The gels are stained with ethidium-bromide, then
treated with a depurination solution (0.125N HCL) for 10 minutes, with a denaturing solution
(0.5M sodium hydroxide, 1.5M sodium chloride) for 30 minutes, and finally with a neutralizing
solution (0.5M Trizma base, 1.5M sodium chloride) for 30 minutes. The DNA is transferred to
Hybond-N membrane (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England) using a
Turboblotter (Schleicher and Schuell, Dassel, Germany) for 4-6 hours and then fixed to the
membrane using a UV light.

[0069] Membranes are prehybridized with 20mls of DIG Easy Hyb solution (Roche
Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN; cat. #1603558) for 2-4 hours at 45°C. Radioactive
DNA probes c?p dCTP) homologous or complementary to SEQ ID NO:1, or SEQ ID NO:2, or
SEQ ID NO:3, or SEQ ID NO:4, or a portion thereof are made using a Radprime DNA Labeling
kit (Invitrogen, Carlsbad, CA; cat. #18428-011). Unincorporated nucleotides are removed using
sephadex G-50 columns (Invitrogen). The prehybridization solution is replaced with 10mls of
pre-warmed DIG Easy Hyb solution containing the denatured probe to a final concentration of 1
million counts per ml. The blots are hybridized at 45°C for 16-18 hours.

[0070] Blots are washed with a low stringency solution (5X SSC, 0.1X SDS) at 45°C and
then repeatedly washed with a higher stringency solution (0.1X SSC, 0.1% SDS) at 65°C. The
blots are exposed to a phosphor screen (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) for >2 hours
and the exposure read using a Data Storm 860 machine (Amersham Biosciences).

EXAMPLE 6

[0071] The methods used to identify heterozygous from homozygous cotton progeny
containing event MON 88913 are described in a zygosity assay for which examples of conditions
are described in Table 4 and Table 5. The DNA primers used in the zygosity assay are primer
SQ1099 (SEQ ID NO:21), SQ1100 (SEQ ID NO:22), SQ1353 (SEQ ID NO:23), 6FAM™
labeled primer (SEQ ID NO:24, ), and VIC™ labeled primer (SEQ ID NO:25), 6FAM and VIC
are florescent dye products of Applied Biosystems (Foster City, CA) attached to the DNA
primer.

[0072] SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 and SEQ ID NO:23 when used in these reaction
methods produce a DNA amplicon for non-transgenic cotton, two DNA amplicons for
heterozygous cotton containing event MON 88913, and a DNA amplicon for homozygous MON

§3
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88913 cotton that is distinct from any other non-MON 88913 cotton. The controls for this
analysis should include a positive control from homozygous and heterozygous cotton containing
event MON 88913 DNA, a negative control from non-transgenic cotton, and a negative control
that contains no template DNA. This assay is optimized for use with a Stratagene Robocycler,
MJ Engine, Perkin-Elmer 9700, or Eppendorf Mastercycler Gradient thermocycler. Other
methods and epparatus known to those skilled in the art that produce amplicons that identify the
zygosity of the progeny of crosses made with MON 88913 cotton plants is within the skill of the

art.
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Table 4. Zygosity assay reaction solutions

Step Reagent Amount Comments

1 Nuclease-free water add to 10 pl final volume -

2 2X Universal Master Mix (Applied 5ul 1 X final

Biosystems cat. # 4304437) concentration
3 Primers $Q1099, SQ1100, SQ1353 0.5\ 0.25 pM final
(resuspended in nuclease-free water concentration

to a concentration of 20 uM)

4 Primer 6FAM™ (resuspended in 0.2 ul 0.4 puM final
nuclease-free water to a concentration
concentration of 10 M)

5 Primer VIC™ (resuspended in 0.2ul 0.15 uM final
nuclease-free water to a concentration
concentration of 10 uM)

6 REDTaq DNA polymerase 1.0 ul (recommended to 1 unit/reaction

(1 unit/pl) switch pipets prior to next
step)

N
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7 Extracted DNA (template): 30pu Diluted in water
e Samples to be analyzed (individual | « 4-80 ng of genomic
leaves) DNA

» Negative control

» Negative control

« Positive control

» Positive control

= 4 ng of non-transgenic
cotton genomic DNA

» no DNA template
(solution in which DNA
was resuspended)

« 4 ng of genomic DNA

from known event MON|

88913 heterozygous
cotton

* 4 ng of genomic DNA

from known event MON|

88913 homozygous
cotton

8 | Gently mix, add 1-2 drops of mineral

oil on top of each reaction.

Table 5. Zygosity assay thermocycler conditions

[0073] Proceed with the DNA amplificaition in a Stratagene Robocycler, MJ Engine,
Perkin-Elmer 9700, or Eppendorf Mastercycler Gradient thermocycler using the following
cycling parameters. When running the PCR in the Eppendorf Mastercycler Gradient or MJ
Engine, the thermocycler should be run in the calculated mode. When running the PCR in the

Perkin-Elmer 9700, run the thermocycler with the ramp speed set at maximum.

33
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Cycle No. Settings: Stratagene Robocycler
1 94°C 3 minutes
38 94°C ] minute
60°C 1 minute
72°C 1 minute and 30 seconds
1 72°C 10 minutes

[CycleNo.| Settings: MJ Engine or Perkin-Elmer 9700
1 94°C 3 minutes
38 94°C 30 seconds
60°C 30 seconds
72°C 1 minute and 30 seconds
1 72°C 10 minutes

Cycle No.| Settings: Eppendorf Mastercycler Gradient
1 94°C 3 minutes
38 94°C 15 seconds
60°C 15 seconds
72°C 1 minute and 30 seconds
1 72°C 10 minutes

EXAMPLE 7

[0074] Analysis of cotton genomic DNA samples was conducted using an endpoint
Taqman® method. The production of amplicons diagnostic for MON 88913 genomic DNA
were produced by using a primer set A that included event primers: SEQ ID NO:21, SEQ ID
NO:22, and 6-FAM probe SEQ ID NO:24; and a primer set B that included event primers: SEQ
ID NO:26, SEQ ID NO:27, and 6-FAM probe SEQ ID NO:28. The method uses a 96-well or
384-well format and an Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 or MJ Research DNA
Engine PT-225. DNA extracted from cotton tissue samples as previously described should be
within the range of 5-10 ng per PCR reaction. Each reaction contains a final volume of 10pul
consisting of 0.5ul of equal concentration of the event primers (20uM), 5.0i! of 2X universal
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master mix, 0.2ul of the 6-FAM probe (10puM), 3ul DNA sample (5-10 ng) and water to 10pul.
The thermal cycler parameters are 1 cycle 50°C for 2 minutes, 1 cycle 95°C for 10 minutes, 10
cycles at 95°C for 15 seconds, 64°C for 1 minute then -1°C/cycle, 30 cycles 95°C for 15 seconds,
54°C for 1 minute, then hold at 10°C. The amplicon production was determined by a microplate
reader, e.g., a TECAN Safire (Durham, NC) using the conditions described by the manufacturer.
A data analysis program (TaqPro™ ) was used to score the production of the labeled amplicon.
Other equipment and analysis methods known in the art of DNA detection can be used to detect
the amplicons of the present invention.

[0075] A deposit of Monsanto Technology LLC, cotton MON 88913 seed disclosed
above and recited in the claims, has been made under the Budapest Treaty with the American
Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110. The
ATCC accession number is PTA-4854. The deposit will be maintained in the depository for a
period of 30 years, or 5 years after the last request, or for the effective life of the patent,
whichever is longer, and will be replaced as necessary during that period.

[0076] Having illustrated and described the principles of the present invention, it should
be apparent to persons skilled in the art that the invention can be modified in arrangement and
detail without departing from such principles. We claim all modifications that are within the
spirit and scope of the appended claims.

[0077] All publications and published patent documents cited in this specification are
incorporated herein by reference to the same extent as if each individual publication or patent

application was specifically and individually indicated to be incorporated by reference.

§
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CLAIMS:

1. Seed of cotton event designated MON 88913 and having representative seed
deposited with American Type Culture Collection (ATCC) with Accession No. PTA-4854.

2. The cotton plant or parts thereof produced by growing the seed of claim 1.

3. The cotton plant or parts thereof of claim 2, comprising pollen, ovule, flowers, bolis,
lint, shoots, roots, or leaves.

4. Glyphosate tolerant progeny of the cotton plant of claim 2.

5. A progeny cotton plant of claim 4, wherein the genome of said cotton plant
comprises one or more DNA molecules selected from the group consisting of SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, and SEQ ID NO:4.

6. A progeny cotton plant or seed or parts thereof of claim 4, the genome of which
produces an amplicon comprising SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2 in a DNA amplification
method.

7. An isolated DNA polynucleotide primer molecule comprising at least 11 contiguous
nucleotides of SEQ ID NO:3, or its complement that is useful in a DNA amplification method to
produce an amplicon comprising SEQ ID NO:1 diagnostic for cotton event MON 88913.

8. An isolated DNA polynucleotide primer molecule comprising at least 11 contiguous
nucleotides of SEQ ID NO:4, or its complement that is useful in a DNA amplification method to
produce an amplicon comprising SEQ ID NO:2 diagnostic for cotton event MON 88913,

9. A DNA detection kit comprising at least one molecule of 11 or more contiguous
nucleotides homologous or complementary to SEQ ID NO:3 or SEQ [D NO:4, that when used in
a DNA amplification methods produces an amplicon comprising SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2
diagnostic for cotton event MON 88913

10. A method of producing a cotton plant that tolerates application of glyphosate
herbicide comprising:

(a) sexually crossing a first glyphosate tolerant cotton event MON 88913 parent plant and
a second parent cotton plant that lacks the tolerance to glyphosate herbicide, thereby
producing a plurality of first progeny plants; and

(b) selecting a first progeny plant that is tolerant to glyphosate; and

{8
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(c) selfing said first progeny'plant, thereby producing a plurality of second progeny plants;
and

(d) selecting from said second progeny plants, a glyphosate tolerant plant.

11. The method of claim 10 further comprising the step of backcrossing the first progeny
plant that is tolerant to glyphosate or the second progeny plant that is glyphosate tolerant to the
second parent plant or a third parent plant, thereby producing a plant that tolerates the
application of glyphosate.

12. A method of detecting the presence of DNA corresponding to cotton event MON
88913 in a sample, the method comprising:

(2) contacting the sample comprising DNA with a DNA primer set, which when used ina
nucleic acid amplification reaction with genomic DNA from the cotton event MON
88913, produces a diagnostic amplicon comprising SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2;
and

(b) performing a nucleic acid amplification reaction, thereby producing the diagnostic
amplicon; and

(c) detecting the diagnostic amplicon.

13.  In the method of claim 12, where in said primer set comprises SEQ ID NO:21,
SEQ ID NO:22 and SEQ ID NO:24.

14.  In the method of claim 12, wherein said primer set comprises SEQ ID NO:26,
SEQ ID NO:27 and SEQ ID NO:28.

15. A method of detecting the presence of a DNA corresponding to cotton event
MON 88913 in a sample, the method comprising:

(a) contacting the sample comprising DNA with a probe that hybridizes under stringent
hybridization conditions with genomic DNA from the cotton event MON 88913 and
does not hybridize under the stringent hybridization conditions with a control cotton
plant genomic DNA, wherein said probe is homologous or complementary to SEQ ID
NO:1 or SEQ ID NO:2; and

(b) subjecting the sample and probe to stringent hybridization conditions; and

(c) detecting hybridization of the probe to the DNA.
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16. A cotton plant comprising a glyphosate tolerant trait that is genetically linked to a
complement of a marker polynucleic acid, wherein said marker polynucleic acid molecule is
homologous or complementary to a DNA molecule selected from the group consisting of SEQ
ID NO:1 and SEQ ID NO:2.

17. A method of determining the zygosity of the progeny of cotton event MON
88913 comprising:

(2) contacting the sample comprising cotton DNA with a primer set comprising SEQ ID
NO:21, SEQ ID NO:22 and SEQ ID NO:23, that when used in a nucleic-acid amplification
reaction with genomic DNA from cotton event MON 88913, produces a first amplicon that
is diagnostic for cotton event MON 88913; and
(b) performing a nucleic acid amplification reaction, thereby producing the first amplicon;
and
(c) detecting the first amplicon; and
(d) contacting the sample comprising cotton DNA with said primer set, that when used in a
nucleic-acid amplification reaction with genomic DNA from cotton plants produces a
second amplicon comprising the native cotton genomic DNA homologous to the cotton
genomic region of a transgene insertion identified as cotton event MON 88913;

(e) performing a nucleic acid amplification reaction, thereby producing the second
amplicon; and

(f) detecting the second amplicon; and

(g) comparing the first and second amplicons in a sample, wherein the presence of both
amplicons indicates the sample is heterozygous for the transgene insertion.

18. A method of determining the zygosity of the progeny of cotton event MON

88913 comprising:
(2) contacting the sample comprising cotton DNA with a primer set comprising SEQ ID
NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, and SEQ ID NO:25: and
(b) performing a nucleic acid amplification reaction; and
(c) detecting the products of the reaction.
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19. A method for controlling weeds in a crop of cotton event MON 88913 comprising
the step of applying an effective dose of a glyphosate containing herbicide to said crop of cotton
event MON 88913.

61
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AMENDED CLAIMS
[received by the International Bureau on 26 January 2005 (26.01 .05)
origmal clam 1,7,8,10,12,15 and 19 have been amended

New claim 10 has been added
[4 pages]
1. (Amended) Seed of cofton event designated MON 88913 comprising SEQ IDNQ-1 and

SEQ ID NO:2 and having representative seed deposited with American Type Culture Collection
(ATCC) with Accession No. PTA-4854.

2. The cotton plant or parts thereof produced by growing the seed of claim 1.

3. The cotton plant or paris thereof of ¢laim 2, comprising pollen, ovule, flowers, boils, lint,
shoots. toots, or leaves,

4, Glyphosate tolerant progeny of the cotton plant of claim 2.
5. A progeny cotton plant of claim 4, wherein the gepome of said cotton plant

comprnises one or mare DNA molecyles selected from the group consisting of SEQ IDNO: 1,
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO.3, and SEQ ID NO-4,

6. A progeny cotzon plant or seed or parts theveof of ¢laim 4, the genome of which
produces n amplicon comprising SEQ ID NO: 1 or SEQ ID NO:2 {n a DNA amplification
method,

5 A DNA gnmcr sct

comprising fwo DNA mol ein the N, lec ) ea or
contigyous polynucleotides o io e transgene region of the DNA molecule of §
its complemen e dD ecule of simpilar Jenpth comprises an
rtion of a 5' flanking cotton gen region o NO:3 or its complement. where

these DNA molecules whep used {ogether are useful in 8 DNA amplification method to produce
an amplicon comprising SEQ 1D NO: 1 diagnostic for cotton event MON 88913.

8 (Amcnded) [Mmm-palynueba' BFiEne mele

c tw NAm Iecul i lh ﬁr

conn ous cleotides of the transgene region of the DNA molecule
NO-4, or fts ement, and the second ecule of similar] ises
any portion of a 3’ flankjng cotton ic { D NO:4, or its complemen
ere these olecules when & useful s imer set fn a DNA

amplification method to produce ap amplicon comprising SEQ ID NO.2 diagnostic for colton
event MON 88913,

9. A DNA detection kit comprising at least one molecnle of 11 or more contiguous
nucleotides homologous or complementary to SEQ ID NO:3 or SEQ ID NO-4, that when ased in
a DNA amplification methods produces an amplicon comprising SEQ TD NO: 1 or SEQ ID
NO:2 diagnostic far corton event MON 88913,

AMENDED SHEET (ARTICLE 19)
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190. (Amended) A method of producing a cotton plant that tolerates application of
glyphosate
herbicide comprising:

(a) sexually crossing a first ghyphosate tolerant cotton eveat MON 88913 parent plant
comprising SEQ D NO:] apd SEQ ID NO;2_ and a second parent coiton plant thet lacks the
tolerance 1o glyphosate herbicide, thereby

producing a plurality of first progeny plants; and
(b) selecting a first progeny plant that is tolerant to glyphosate; and

{c) selfing said first progeny plant, thereby producing a plurality of second progeny plants;
and
(d) selecting from said second progeny plants, a glyphosata rolerant plant.

11. The method of claim 10 further comprising the step of backcrassing the first progeny
plant that is tolerant to glyphosate or the second prageny plam that is giyphosate tolerant to the
second parent plant or a third parent plant, thereby producing a plant that wlerates the
application of glyphosate.

12. (Amended) A method of detecting the presence of DNA corresponding to cotton cvent
MON 88913 comprisipg SEO ID NO:{ gnd SEQ ID NO:2 in a sample, the method comprising:
(a) contacting the smple cotnpnsmg DNA with a DNA prtmer set comprising
D, atleastllcon = sofs 5’ [ ic N
cortom evept Mi its e

flanking cotion genomic DNA region flanking the insertion site in cotton evew
£8913 or jts complement, and
i t nti nucleptides of the transgene region of IDNO:3

SEQ ID NO;4:
which when used in a nucleic acid amplification reaction with genomic DNA from the cotton
event MON 88913, produces a diagnostic amplicon comprising SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2;
and

(b} performing a nucleic acid amplifioation reaction, thereby producing [the-dlagnestic) 2

sample amplicon; and
© mmmmm[M] dmsnostlc amplicon to determine
whether the le licon ises SE 02,

13. Inthe method of claim 12, where in said primer set comprises SEQ 1D NO:21,
SEQ ID NO:22 and SEQ ID NO24.

14, In the method of cleim 12, wherein said primer set comprises SEQ ID NO:26,
SEQ ID NO:27? and SEQ ID NO;28.

15. (Amended) A method of detecting the presence of a DNA corresponding to cotion
event MON 82213 in a sample, the method comprising:

AMENDED SHEET (ARTICLE 19)
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(a) contacting the sample comprising DNA with & probe that hybridizes under stringent
hybridizstion conditions with genomic DNA from the cotion event MON 88913, compnsg
SEQ ID NO:1 and SEQ ID NO:2, and does not hybridize under the stringent hybridization
conditions with a control cotton plant genomic DNA, wherein said probe is homologous or
complementary to SEQ ID NO:l or SEQ ID NO:2; and

(b) subjecting the sample and probe to stringent hybridization conditions; and

(c) detecting hybridization of the proba to the DNA.

16. A cotton plant comprising a glyphosate tolerant trait that is genetically linked to a
complement of a marker polynucleic acid, wherein said marker polynucleic acid moiecule 1s
homologous or complementary to a DNA. molccule selected from the group consisting of SEQ
D NO:1 and SEQ ID NO.2,

17. A method of determining the zygosity of the progeny of cotton event MON
28913 camprising:

(a) contacting the sample comprising cotton DNA with & primer set comprising SEQID
NO-21, SEQ ID NO:22 and SEQ ID NO:23, that when vsed in a nucleic-acid amplification
reaction with genomic DNA from cotton event MON 889)3, produces a first amphicon that 1s
diagnostic for cotton event MON 88913; and

{b) performing a nuclerc acid amplification reaction, thereby producing the first amplicon;

(c) detecting the first amplicon; and

(d) contacting the sample comprising cotion DNA with said pruner set, that when used in a
nucleic-acid amplification reaction with genomic DNA from cotton plants produces a

second amplicon comprising the native cotton genomic DNA homologous to the cotton
genomic region of a transgene insertion identified as cotton event MON 88913,

(e) performing a pucleic acid amplification reaction, thereby producing the second

amplicon; and

(f) detecting the second amplicon; and

(g) comparing the first and second amplicons in a sample, wherein the presence of both
amplicons indicates the sample is heterozygous for the irangpene insertion,

18. A method of determining the zyposity of tha progeny of cotton event MON
88313 comprising:
{2) contacting the sample comprising coton DNA with a primer set comprising SEQ ID
NO21, SEQ I NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, and SEQ ID NO:25: and
{b) performing & nuclerc acid amplification reaction; and
{c) detecting the products of the reaction.

19. (Amended) A method for controlling weeds in a crop of cotton event MON 88913
comprisin ID NO.1 and SEQ ID NO:2, comprising
the step of applying an effective dose of a glyphosaie containing herbicide to said crop of cotton
event MON 88913,

AMENDED SHEET (ARTICLE 19)
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20. (New) The method of clain 12, wherein the DNA primer set comprises at least one
molecule of 11 or more cantiguous nucleotides homologous ar complementary to SEQ ID NO:3
or SEQ ID NO:4.

AMENDED SHEET (ARTICLE 19)
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SEQ ID NO:1 5’ DNA junction sequence:
ATTCAATGTA/GTCAAACACT

SEQ ID NO:2 3’ DNA junction sequence:
TTGAATATAT/ATTACAAAGC

FIGURE 3
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61
121
181
241
301
351
421
481
541
601
661
721
781
B41
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
16681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
22B1
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821

GCTTGGTACC
TTTACTACGA
ACGATACTTG
GCAGTAGCALC
TGEAARACAT
AGTGAGATTG
GGAATTTTIGG
GTCGCCTGCG
ACGCGRAGGCA
GACATTACAA
TIGTGATCCT
GAAGAGAACC
TCCCCACCCA
GCTTICACGCC
AGCTGATCCC
AARACGACGGA
TCAARRAAGT
TCTCGAAGTC
AATTATTGAR
TICATGARAA
TTCAATTATG
TCTICTATICG
GTAAGGATAC
CATGTTGATG
GCATTGGGCA
GGARAGTCTT
TTATACCTAT
CTTGATICAT
CTITAATTTT
AACCTTAATT
GGGGTCTCCT
CCATTATTTG
GTCTACAAGA
ATGAATTATC
TTTATTAATC
AATGTASTCA
TAATTAAGGC
CTCGAGTGGA
AACCATTAGC
TTCCAGCACA
GTTAGTGGGC
GACAARAAAG
TIGCARAGAT
CTIGTCCTGAC
TAGCTTGAGC
ATATCACTTT
TIGTAAGGAA
CTCGTGGAAT

GAGCTCGGAT
TGTTAAGTCC
GAGAAACGTT
CTICTGTASTG
GGAGAGGAAA
AGCAAAAAAT
AAATATCCAT
TCGTGCGAGT
GGATTCCAAG
ATTAAATTAA
GAACGTAATC
GTCGCTCGAA
ATCARATTCC
ACCATGTCCC
GGGTTGGCCA
AATGGAAAAC
ATGAATAAAA
GGGAGGCACA
ATGCATGTAT
TGTCCTTCCA
TCACGGTTCA
'CAACGCTTAA
CTGAAARGCT
TCAAGCTTGS
TCCTATCAAA
AGTCCAMATA
TGGCTGCAAT
CTCTAAACTT
TTTAATTAAT
ATTATCACTA
TCAATTCATA
GCTTATTCAA
ACCAMATACG
ATTTTAAARA
ATATATATTA
AACACTGATA
GCGCCGGCCA
AGCTAATTCT
CAAAAGCTAC
TGCATCATGG
ATCTTTGAAA
GAATGGTGCA
AAAGCAGATT
AGCCCACTCA
TCAGGATTTA
ATTCAAATTS
GAATTCGATA
GGGACACATA
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CCACTAGTAA CGGCCGCCAG TGTGCTGGAN TTCGCCCTTT

TATTTTACAC AGTTTCTTTA
GGYTCGAATGT CTCTTAGAAT
ATTAACGAAC AAGCGTTGTC
AGAGTAGAAT TTTCGAAAGA
TTTGAAGAGG TCTTAGCCTT
GTATAATGAG ACAAAATCTG
GCGCCCCAAC CCTGACGGGT
TTTAGTCATT CAATCACTCT
ATAATATAAG ATAATTGCGC
ARCGAGGGTA TGATGGTTAT
GAGGATGATG ATTCATCCTA
ARATTATGAC ATGAGAAGRA
ACGTGGGCTC CATTTTGGTG
TCCCTACTTT TAATTATCAG
TATAATTTTC TTTTTTTTCA
TTGTGATATT GCTTGGCCTA
ATAAARACTT GGAAAGTTTT
TCGTACTTGC CTTATTTATC
CCGATTTCAR TGACAAAACC
CATGTTTATT AGGGTTTAGG
AGATGTAGGG TTTAGGTTGA
GTCATTAGTG TAAGTGTTTA
ATAACCCATT TTACTAAAAA
GATGGGAAAT TTTTTCARAA
ATCAGCCACA TCAGAATTTG
ATCTTTAAGT GGAATGGTCG
GATTATTCTT TTTTATTAAT
TAAAARAATT GTCACCTTTT
GTATTAAATT TCAAAACTTG
TATGTAGTCA TGAAGATTAT
TCAAAAGTTT ACAAAACTAG
AATTGAGTAA ATTTTTTTGG
GTTCTTTTTA ACCATTTCTT
CAAATTACCC ATPAAGTAGC
GTTTAAACAT GACTCTCTTA
AGTCGGCCGC GGCCGCGTTA
CAGTCCAAAG CCTCAACAAG
AGGAGATCAA TGAAGAATCT
TCAGTAAGTT TCAGAAARAG
GTAATCTTGT CAACATCGAG
GAATTGTTAG GCGCACCTAC
CCTCTAGTAC AAGTGGGGAA
CTAATGCGTA TGACGAACGC
GCAGCATTCC AGATTGGGTT
GTATCGCCAA AACCAAGAAG
TCAAGCTTGA TATCGGAAGT
TGGTTGTTAT AATAAACCAT

FIGURE 4

AGACAGATTT
ACARCAACAC
TTTTTCTATC
AAATAATCTT
TTATATGCGT
CATTTAAAAT
TTGGACTTAC
TAAAGTGAGC
TAAATAARCA
GATTCACGGA
TTCATGCALCG
CATCATCCCA
GGGCCCTTICC
AGCCACCTCC
ACGTACTTAT
AGAGGCCAAT
TTCAAGTGTC
GACAATTTAA
AATAATTACT
TTGAGGTTAAR
GGTTAAAACA
TTACTACGET
AATARATGRA
TTTTAACCTA
ATTCGTITICT
GCCAAACTTY
ATTAAATTCC
CAAGCTGAAA
ATTIGTCCTA
ARCTTIAGCTG
TGCAAATTTA
CTAAAATAMA
TTACTGAATT
CAAATTACAR
AGGTAGCCAA
TCAAGCTTCT
GTCAGGGTAC
TCAATCAAAG
ACATCCACCG
CAGCTGGCTT
CAAAAGCATC
CAAAATAACG
AGTGACGACC
CAATCAACAA
GAACTCCCAT
TTCTCTCTTG
TTCCATTGTC

GACCGCTCCT
GATGATCAAA
ACCAAAACAT
GGTATGAGAG
TCAAAGTGGA
GGCATTTCGC
ACCCTCATAC
TTCAAGCTTA
ARCATTTITTIT
ACTGTCCAAC
CGTGGTCTGT
CCACCGCCCA
CCAATCTGCA
AAAATATTTT
CTTTTGCAAA
TGCTTTATAA
ACATTATTAT
ACTTTTTATT
AACTTTCGAC
ATCATGTAAT
TGTTTAANTT
GTCCCAMAGG
AARARAGAGGT
TTCARGCAAA
TCCATATCAG
ACAACTTGAA
AACGAARAMAGA
AATTTGAAAA
AARATGGCCT
ATATGATAAT
TTACGAATTG
AAAARAAAGGT
ATTTTAATIC
AGCCCGGGCT
GCAGGTCCTG
AGAGTCTCCA
TAAACTACTG
AAGACTTAAA
GTGGGGACCA
TTTGCCTTTA
TGGAAAAGAG
ACAAAAGAAT
GGTACGAGCC
CCTCAAAGGT
AGGGAGGTTG
ATGAGATTTT
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
le21

TGACCGAAGT
GGCAACAAAT
CTCTTGTGTT
ATTCTAATCA
TATTTTTTAA
AGCCACTCGA
AATAAAGATT
CGTAATTTGT
ATTYTTGAAT
ACTCATTGCT
TACAAAGCTA
TAGGAGGGEG
AMAATTTTAA
GACTATTARR
CCCTAACARA
TTTGCATTTA
BARAGTTACTC
TTAMGCAAN
AMATAATAAT

TAATATGAGG
ATATTTTCAG
TTAGACATTT
TTGCTTTATA
TGCATTTTAT
GTGGAGGCCT
TCCGAATTAG
CGTTTTATCA
TGAAAAAAAR
GATCCATGTA
TTTGCTTATA
CTTGTAGGTC
AAGTAAAATA
ATGATGARAT
ATTTTICIGAT
ATGATTTICTT
CTTGCCTAGT
TAGTAAAAAT
CTTTAACCAT

5/5

AGTAAAACAC
ACCTAGAAAA
ATGAACTTIC
ATTATAGTTA
GACTTGCCAA
CATCTAAGCC
AATAATTTGT
AAATGTACTT
TTGGTAATTA

TTGTAGTTGT
GCTGCAAATG
CTTTATGTAA
TACTCATGGA
TTGATTGACA
CCCATTTGGA
T'TATTGCTTT
TCATTTTATA
CTCTTTICTTT

GATTTCCCGG ACATGAAGCC
ACATATGCGA AAAATTTTGT
TCGCTICTCT TAAAATGAAMA
TAAMAATTTC ATTTAATCCT

TACMATTTTA

TTATCATAMA

TTTGCCCCEA ACTGTAATAT

TAARTTCAGTC
GATATTAMRAG
AAGCAARAAAC

CAAGAMAGAR
GAAAGAMACKA
TTTCTACGAT

TTAATAAATA ATAATAACAT
AATCAATAAA AMRATTTCTTA
ATATATTITA TACAGACATA
TTTAATTTTT ARCATITATA

TGAATTITAR AATAACATCA
ATATATTAAT ATTAAAATTT

AATTTTTATA
AATCTACTTT
ATCTGATAAT
AATATCATTA
GGTAGTARAA

AATATATTTA
AMATTAAGTC
ACTTAACCCC
TAAATATAAA
CTCATTACAC

CAAAATAAAT

TATATTATIT
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ACCATTATGC
TTACTGAATA
TTTTCCAGAA
TTTGTAGTIG
ACATGCATCA
CGTGAATGTA
CGCCTATAAA
ATAACGCTGC
TTCTCCATAT
ATTTACAATT
ACTATAATCA
AATTTTCTAT
TTAAAAATTA
AATTATAATT
TTGTATAAMA
ATTTATTART
TAAAATCRAT
AGTCTATAAT
GAATAATCTA
TTATTGAGCT
TGAGGGTGTIT

TAGAAATATA AATACACATA ATAARAATTTG

ATTTACTATT
TCAGATAATG

CARCCAAAAT
CGATTTTITT

CTAAAMTAA TATATCATAC
TTTTATAAAA CAATCTTAAC
TCTATTGAGC ATATGTITTITA

TTTATTTATT
TACCTATATA
CAAAAMAAATT
CCCTTATATA
AACCAAGTAA

TTATTCACTA
CAAGTATGTC
TCCTTIGTCAG
AGTATGAAAA
ATCGACCTGC
GACACGTCGA
TACGACGGAT
GGACATCTAC
TGACCATCAT
GAATATATAT
GGGGTAARTT
TTAGTTATTT
TAAAGATATA
TAATTTCGAC
ACATTTICTIT
TGCATATGCG
AMATTAATTT
TCARAAARNG
TITATTTAAT
TAGTGTCACA
TTATTATTTIT
AATCCAAATT
ATTTATATCA
TAGATGACAT
CTTAAAATGA
TTTTAATATT
TGTTGAGTGC

ATTTTAAGTA GAACGTAGTT CGAACCTITGG AGAAG

FIGURE 5
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Thereof
<130> 11899.0239.00PCO0 (MOBT:239P)
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<151> 2003-02-12

<160> 2B
<170> PatentIn version 3.2

<210> 1

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Chimeric DNA of cotton genomic DNA and transgene insert DNA

<400> 1
attcaatgta gtcaaacact

<210> 2

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Chimeric DNA of cotton genomic DNMA and transgene insert DNA

<400> 2
ttgaatatat attacaaagc

<210> 3

<211> 2880

<212> DNR

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Chimeric DNA of cotton genomic DNA and transgene insert DNA

<400> 3
gcttggtacc gagectcggat ccactagtaa cggecgecag tgtgetggaa ttegeecttt

tttactacga tgttaagtcc tattttacac agtttcttta agacagattt gaccgctecct

acgatacttg gagaaacgtt ggtcgaatgt ctcttagaat acaacaacac gatgatcaaa
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atgaattatc
tttattaatc
aatgtagtca
taattaagge
ctcgagtgga
aaccattagc
ttcecageaca
gttagtggge
gacaaaaaag
ttgcaaagat
ctgtcetgac
tagcttgage
atatcacttt
ttgtaaggaa
ctcgtggaat
<210> 4

<211>

<212>
<213>

DNA
<220>
<223>

<400> 4
tgaccgaagt

ggcaacaaat
ctettgtgtt
attctaatca
tattttttaa
agccactcga
aataaagatt
cgtaatttgt
atttttgaat
actcattgct

tacaaagcta

1675

attttaaaaa
atatatatta
aacactgata
gcgeceggeca
agctaattect
caaaagctac
tgcatcatgg
atctitgaaa
gaatggtgca
aaagcagatt
ageccactea
tcaggattta
attcaaattg
gaattcgata

gggacacata

taatatgagg
atattttcag
ttagacattt
ttgctttata
tgcattttat
gtggaggect
tccgaattag
cgttttatca
tgaaaaaaaa
gatccatgta

tttgcttata

gttcttttta
caaattaccc
gtttaaacat
agtcggccge
cagtccaaag
aggagatcaa
tcagtaagtt
gtaatcttgt
gaattgttag
cctctagtac
ctaatgegta
gcagcattec
gtatcgccaa
tcaagettga

tggttgttat

Artificial Sequence

agtaaaacac
acctagaaaa
atgaactttc
attatagtta
gacttgccaa
catctaagcece
aataatttgt
aaatgtactt
ttggtaatta
gatttcocecgg

acatatgega

accatttett
attaagtagc
gactctctta
ggecegegtta
cctcaacaag
tgaagaatct
tcagaaaaag
caacatcgag
gcgcacctac
aagtggggaa
tgacgaacgc
agattgggtt
aaccaagaag
tatcggaagt

aataaaccat

ttgtagttgt
gctgeaaatg
ctttatgtaa
tactcatgga
ttgattgaca
cccatttgga
ttattgettt
tcattttata
ctettiottt
acatgaagcc

aaaattttgt

ttactgaatt
caaattacaa
aggtagccaa
tcaagettet
gtcagggtac
tcaatcaaag
acatccaccg
cagctggett
caaaagcatc
caaaataacg
agtgacgacc
caatcaacaa
gaactcccat
ttctctettyg

ttececattgte

accattatgc
ttactgaata
ttttcecagaa
tttgtagttg
acatgcatca
cgtgaatgta
cgcectataaa
ataacgectgce
ttetccatat
atttacaatt

actataatca

PCT/US2004/002907
aaaaaaaggt 20490
attttaattc 2100
agcccggget 2160
gcaggtcctg 2220
agagtctcca 2280
taaactactyg 2340
aagacttaaa 2400
gtggggacca 2460
tttgccttta 2520
tggaaaagag 2580
acaaaagaat 2640
ggtacgagcc 2700
cctcaaaggt 2760
agggaggttg 2820
atgagatttt 2880

Chimeric DNA of cotton genomic DNA and transgene insert DNA

ttattcacta
caagtatgtc
tecttgteag
agtatgaaaa
atcgacctge
gacacgtcga
tacgacggat
ggacatctac
tgaccatcat
gaatatatat

ggggtaaatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

8

21

DNA

Pisum sativum

gttgtcgaaa ccgatgatac g

<210>
<211>
£212>
<213>

<400>

S

27

DNA

Arabidopsis thaliana

9

tectgcaatca aaaacataaa gatctga

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

10

30

DNA

Pisum sativum

10

cctataaata cgacggatcg taattigteg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

11

21

DNA

Pisum sativum

11

accgatgata cgaacgaaag ©

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

12

25

DNA

Arabidopsis thaliana

12

aatcgtaatc gagatccaac acaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

13

31

DNA

Pisum sataivum

13

ccatattgac catcatactc attgctgate c

<210>
<211>
212>
<213>

14

27

DNA

Agrobacterium tumefaciens
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<€2]13> Gossypium hirsutum

<400> 21
aattacccat taagtagcca aattacaaa

<210> 22

<211> 24

<212> DNA

<213> Figwort mosaic virus

<400> 22
gagctttgge taccttaaga gagt

<210> 23

<211> 27

<212> DNA

<213> Gossypium harsutum

<400> 23
cgcatatgtt ataagcaaat agctttyg

£210> 24

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> labeled PCR DNA probe

<400> 24
caatgtagtec aaacact

<210> 25

<211> 20

<212> DNA

<213> Artaficial Seguence

<220>
<223> labeled PCR DNA probe

<400> 25
agtgtacata tagggaatat

<210> 26

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> DNA primer for PCR

<400> 26
ggacatgaag ccatttacaa ttga

<210> 27

PCT/US2004/002907

29

24

27

17

20

24
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EVENTO DE ALGODON MON 88913 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA SU
DETECCION

[0001] Esta aplicacién revindica beneficio de la Aplicacion Provisional US No
60/447,184, presentada en febrero 12, 2003, en cuyo contenido integral esta

incorporado aqui por referencia

CAMPO DE LA INVENCION

[0002] La presente invencién se relaciona con el campo de la biologia molecular de la
planta Mas especificamente, la invencién se relaciona al evento de algodén MON
88913 tolerante al glifosato y a ensayos y métodos para detectar la presencia del

evento de algodon 88913 DNA en una muestra de la planta y composiciones de ella

ANTECEDENTES DE LANVENCION

[0O03]El algoddn es un importante cultivo de fibra en muchas. dreas del mundo. Los
métodos de la biotecnologia han venido siendo aplicados al algodon para mejorar los
rasgos agrondémicos y la calidad del producto El método de introducir transgenes en
las plantas de algodon ha sido demostrado en la patente U S No 5,004,863 Uno de
tales rasgos agrondémicos importante en la produccion de algodén es la tolerancia a los
herbicidas, en particular, tolerancia al herbicida de gifosato Este rasgc ha sido
introducido en las plantas de algodon y un producto exitoso ahora usado en la
produccidon de algoddn El actualmente comercializado Roundp Ready ® evento de
algodon (1445) provee una excelente resistencia al glifosato, el ingrediente activo en
Roundp Ready ®, a través de {a etapa de cuatro-hoja (Nida et al, J Agric Food Chem
44 1960-1966, 1966, Nida et al, J Agnc Food Chem 44 1867-1974, 1996) Sin

embargo, aplicacién folicular mas alld de la etapa de cuarta-hoja debe ser imitada
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debido a insuficiente tolerancia en los tejidos reproductivos masculinos en ciertas
condiciones ambientales Esta carencia de tolerancia de la reproductividad masculina
parece ser el resultado de insuficiente expresion de CP4 EPSPS en los tejidos criticos,
mas sensitividad de estos tejidos al glifosato, y acumulacion de altas cantidades de
glifosato en estos tejdos hundidos fuertes (Pline et al , Wees Sci 50 438 —447, 2002)
Hay una necesidad por una planta de algodén mas altamente tolerante al glfosato que
el algodon (1445) Roundp Ready ®

[0004] Seria ventajoso que sea posible la deteccion de un evento particular con el
proposito de determinar si el progenie de un cruce sexual contiene el transgene de
interés Adicionalmente, un método para detectar un evento particular seria utl para
cumplir con las normas que requieren una aprobacién pre-mercado o stiquetado de los
alimentos derivados de la recombinacién de plantas, por ejemplo Es posible detectar la
presencia de un transgene por cualquiera de los bien conocidos métodos de deteccion
de acido nucleico tal como la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) o la
hibndizacién de DNA usando sondas de acido nucleico Estos métodos de deteccién
generaimente se focalizan en elementos genéticos frecuentemente utiizados, tales
como los promotores, los terminadores de transcripciéon 3', los marcadores de genes
etc Como resultado, tales métodos pueden no ser (tiles para discnminar entre eventos
diferentes, particularmente aquellos producidos usando el mismo constructo de DNA a
menos que |la secuencia del DNA cromosomal genomico adyacente al DNA inyectado
("DNA gendmico flaqueante”) sea conocido Métodos de deteccion de DNA de eventos
especificos para un evento de algodén 1445 tolerante al glifosato han sido descritos
(US 20020120964), incorporada aqui en su integndad)

[0005] La presente invencidon se relaciona con el evento de algodon MON 88913
resistentes al glifosato, a los compuestos contenidos en él, y al método para la
deteccion de la regiéon de insercién trangénico/genémica en el evento de algodén MON

88913 y los progenies de él.
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RESUMEN DE LA INVENCION

[0006] La presente Invencidn se relaciona con el evento de algodén transgénico
denominado MON 88913 que tiene semillas depositadas con el American Type Culture
Collecction (ATCC) con No de acceso PTA-4854 Otro aspecto de la invencion
comprende las plantas progenie, o semillas, o las partes regenerables de las plantas y
semillas dell evento de algodén MON 88913 La invencidn también incluye partes de la
planta del evento de algodon MON 88913 que incluyen, pero no se limitan a polen,
ovulo, fiores, capsulas, motas, tallos, raices y hojas La invencion se relaciona con una
planta de algodén que tiene un fenotipo tolerante al glifosato y la novel composicion
genética de MON 88913

[0007] Una aspecto de la invencién provee composiciones de DNA y métodos para
detectar la presencia de una regién de union transgene/gendmica de un evento de la
planta de algodon MON 88913 Moléculas aisladas de DNA son proveidas que
comprenden al menos una molécula de DNA de unién transgene/genomica
seleccionada de un grupo consistente de la SEQ ID NO:1 y Ja SEQ ID NO2 y
complementos de ellas, donde la molécula de umién cubre el sitio de insercion que
comprende un DNA heterdlogo nsertado dentro del genoma del algodén y el DNA
genomico de la célula de algodon que flanquea el sitio de insercion en el evento de
algodon MON 88913. Una semilla de algoddn y el material de planta de ellos que
Incluye estas moléculas es una aspecto de esta invencion.

[0008] Una novedosa molécula de DNA aislada es proveida que es una SEQ ID NO 3
de regidbn 5’ transgene/gendmica o un complemento de ella, donde esta molécula de
DNA es nueva en el evento de algodon MON 88913. Una pianta y semilla de algodén
que incluye la SEQ ID NO.3 en su genoma es un aspecto de la invencion De acuerdo a
otro aspecto de la invencién, una molécula aislada de DNA es proveida que es una
SEQ ID NO 4 de regidén 3" transgene/gendémica , o complemento de ella, donde Ia3

molécula de DNA es nueva en el evento de algodén MON 88913 Una planta y una

77.



semilla de algodén que incluye una SEQ ID NO'4 en su genoma es un aspecto de la
Invencién

[0009] De acuerdo a otro aspecto de la invencidn, dos moléculas de DNA son proveidas
para usar en un Método de amplificacion de DNA, donde la primera molécula de DNA
incluye al menos 11 o0 mas polinucleétidos contiguos de cualquier porcidn de la region
transgénica de la molécula de DNA de SEQ ID NO 3, y una molécula de DNA de similar
longitud de cualquier porcién de una region 5° de DNA gendmico de algoddén de
flanqueo de secuencia SEQ ID NO:3, donde estas moléculas cuando son usadas en
conjunto son dtiles como un conjunto primer de DNA en el método de ampificacién de
DNA que produce un amplicdn El amplicon producido usando el conjunto prmer de
DNA en el método de amplificacion de DNA es diagnéstico para el evento de algodon
MON 88913 Cualquier amplicén producido desde DNA de MON 883913 por primers de
DNA gue son homoélogos o complementarios de cualquier porcién de SEQ ID NO 3 es
un aspecto de la invencion

[0010] De acuerdo a otro aspecto de la invencidn, dos moléculas de DNA son proveidas
para usar en un método de amplificacién de DNA, donde la primera molécula de DNA
comprende al menos 11 0 mas polinucledtidos contiguos de cualquier porcion de la
region transgénica de una molécula de DNA de SEQ ID NO-4 y una molécula de DNA
de longitud similar de cualquier porcion de la region de DNA gendmico de 3° algodon de
flanqueo de SEQ ID NO 4, donde estas moléculas de DNA son Gtiles como conjunto
primer de DNA en un método de amplificacion de DNA El amplicén producido usando
el conjunto pnmer de DNA en el método de amplificacion es diagnostico del evento de
algodon MON 88913 El amplicon producido desde DNA de MON 88913 por primer de
DNA gue son homoblogos o compliementarios a cualquier porcién de SEQ 1D NO 4 son
un aspecto de la invencion

[0011] De acuerdo a otro aspecto de la invencién, métodos para detectar la presencia
de DNA que corresponda especificamente al DNA del evento de algodon MON 88913

en una muestra son proveidos Tales métodos comprenden (a) contactar la muestra
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que incluye el DNA con un conjunto pnmer de DNA que, cuando se usa en una reaccién
de amplificacion de acido nucleico con DNA gendémico del evento de algodén MON
88913 produce un amplicon que es diagnéstico del evento de algodon MON 88913 (b)
realizar una reaccién de amplificacién de acido nucleico y asi producir el amplicon, y (c)
detectar el amplicon.

[0012] De acuerdo a otro aspecto de la invencidn, métodos para detectar la presencia
de DNA que corresponde especificamente al DNA del evento de algodén MON 88913
en una muestra son proveidos Tales métodos comprenden. (a) contactar la muestra
que incluye DNA con una sonda de DNA que incluye SEQ ID NO'1 o SEQ ID NO 2, que
hibridiza bajo ngurosas condiciones de hibridizacién con el DNA genomico del evento
de algodén MON 88913 y no hibridiza bajo ngurosas condiciones de hibndizacion con
un de DNA de una planta de algodén de control, (b) sometiendo la muestra y la sonda a
rigurosas condiciones de hibrnidizacidn, y (¢) detectar la hibndizacién de la sonda al DNA
del evento de algodén MON 88913

[0013] De acuerdo a otro aspecto de la invencién, son proveidos métodos para producir
una planta de algoddn que tolera la aplicacion de glifosato son que Incluyen [os pasos
de (a) cruzar sexualmente un primer evento de algoddon MON 88913 parental que
incluyen los cartuchos de expresién de la presente invencidn, el cual le confiere
tolerancia, en consecuencia produciendo una pluralidad de plantas progeme y (b)
seleccionar una planta progenie que tolere la aplicacion del glifosato . Tales métodos
pueden opcionalmente comprender un paso adicional de cruzar nuevamente la planta
progenie con una segunda planta de algoddn parental y seleccionar el progenie
tolerante al glifosato para producir una variedad de algodon verdaderamente-
reproducible que tolera la aplicacion del glifosato

[0014] De acuerdo a ofro aspecto de la invencién, un método es proveido para
determinar la zigocidad del progenie del evento de algodon MON 88913 que
comprende (a) contactar la muestra que incluye el DNA de algodén con un conunto

primer que incluyen SEQ ID NO:21, SEQ ID NO 22, SEQ ID No 23, SEQ ID NO 24, y
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SEQ ID NO 25 que cuando se usan en una reaccion de amplificacion de acido nucleico
con el DNA gendmico del evento de algodén MON 88913, produce un primer amplicon
que es diagnéstico del evento de algodéon MON 88913, y (b) realizar una reaccion de
amplificacion de acido nucleico, asi produciendo el primer amplicén, y (c) detectar el
primer amplicon, y (d) contactar la muestra que Incluye DNA de algodén con el
mencionado conunto primer, que cuando es usado en una reaccion de amplificacion
con DNA genomico de plantas de algodén produce un segundo amplicon que incluye el
DNA gendmico de algodon nativo homéloge a la regidon gendmica de algodon de una
Insercion transgene identificada como evento de algodén MON 88913, y {e) realizar una
reaccion de amplificacion de acido nucleico, asi produciendo el segundo amplicén; y (f)
y detectar el segundo amplicén, y (d) comparar el primer y segundo amplicon en una
muestra, donde la presencia de ambos amplicones indica que la muestra es heterozigo
para la insercion transgene

[0015] Un método para determinar la zigocidad que comprende contactar una muestra
de DNA de algoddén con primers y sondas que incluyen SEQ ID NO-21, SEQ ID NO 22,
SEQ ID No 23, SEQ ID NO 24, y SEQ ID NO-25; utiizando una condicibn Tagman®
PCR de punto final, y detectar los productos de amplicon

[0016] Un método para controlar malezas en un cultivo o campo de evento de algodon
MON 88913 que comprende los pasos de aplicar una cantidad efectiva de herbicida de
glifosato al campo de algodén de MON 88913

[0017] Los aspectos anteriores y otros aspectos de la invencion seran mas aparentes

en las descripciones detalladas siguientes y en los dibujos acompanantes

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0018] Figura 1 Mapa de plasmido de pMON51915
f0019] Figura 2 Organizacién genomica del inserto en el evento de algodon MON

88913



[0020] Figura 3 5" secuencia de unidn de DNA de MON 88913 (SEQ ID NO 1) y
secuencia de unién de DNA 3° (SEQ ID NO 2)
[0021] Figura 4 5" reqién de DNA transgene/genémico de MON 88913 (SEQ ID NO 3)

[0022] Figura 5 3" regidn de DNA transgene/gendmico de Mon 88913 (SEQ ID NO 4)

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS INCORPORACIONES PREFERIDAS

[0023] La presente invencion se relaciona con el evento de algodén MON 88913
tolerante al ghfosato, las composiciones contenidas en el, y el método para deteccton de
la regidn de insercién del transgene/gendémico en el evento de algodén MON 88913 y
el progeme de él. Las siguientes definiciones y métodos son proveidos para definir
mejor la presente invencidon y para guiar aquelios con habilldades normales en el arte
en la practica de la presente invencion. A menos que se indique de ofra manera, los
términos y abreviaturas deben ser entendidos de acuerdo al uso convencional por
aquellos de habilidades normales en el arte correspondiente Definiciones de términos
comunos en biologia molecular pueden también ser encontradas en Rieger ef al,
Glossary of Genetics® Classical y Molecular, 5ta Edicion, Springer —Verlag New York,
1991, y Lewin, Genes V ,Oxford University Press New York, 1994 La nomenclatura
para las bases de DNA como se establecieron en 37 CFR § 1 822 es usada

[0024] Como se usa aqui, el término "algodén” significa Gossypium hirsutum e ncluye
todas las variedades de la planta que pueden reproducirse con el evento de algodén
MON 88913 La planta de la presente invencion es una planta de algodén, mas
especificamente la planta de algodén MON 88913

[0025] Como se utliza aqui, el termino “incluyendo (comprendiendo)” significa “
incluyendo pero no limitado a”.

{0026) Como se utiliza aqui, el término “cosecha” se refiere a las plantas cultivadas o
partes de plantas, tales que crecen en el campo, lote, fila, iInvemadero, plano, o un

contenedor



¥

[0027] “Glifosato” se refiere al N-fosfonometiglicina y sus sales La N-
fosfonometilglicina es un bien conocido herbicida que tiene actividad en un amplio
espectro de especies de plantas Glifosato es el ingrediente activo de Roundup®
(Monsato Co ), un herbicida segura que tiene una deseable corta vida en el ambiente
Glifosato es el ingrediente activo del herbicida Roundup® (Monsato Co.) Tratamientos
con “herbicida glifosato® se refieren a tratamientos con los herbicidas Roundup®,
Roundup Ultra®, Roundup Pro® o cualquier otro herbicida que contenga ghfosato
Ejemplos de formulaciones comerciales de glifosato incluyen, sin restriccién, aquellos
herbicidas vendidos por Monsanto Company como ROUNDUP®, ROUNDUP® ULTRA,
ROUNDUP® ULTRAMAX, ROUNDUP® WEATHERMAX, ROUNDUP® CT,
ROUNDUP® EXTRA, ROUNDUP® BIACTIVE, ROUNDUP® BIOFORCE, RODEO®,
POLARIS®, SPARK® y ACCORD®, todos los cuales contienen gllfosa.to y su sal
isopropilamonio, aquellos vendidos por Monsanto Company como herbicidas
ROUNDUP® DRY y RIVAL®, que contienen glifosato y su sal de amonio, ese vendido
por Monsanto Company como ROUNDUP® GEOFORCE, que contiene glifosato como
su sal de sodio, y ese vendido por Syngenta Crp Protection como herbicida
TOUCHDOWNR®, el cual contiene glifosato y su sal trimetilsulfonio Cuando se aplica a
la superficie de una planta, el glifosatc se mueva sistematicamente a través de la
planta. El glifosato es fitotoxico debido a la inhibicion de las rutas de &cido shikimico,
gque provee un precursor para la sintesis de los amino acidos . El ghifosato inhibe la
enzima sintasa S-enclpiruvil-3-fosfoshikimato (EPSPS) encontrada en la plantas La
tolerancia al glifosato puede ser lograda por la expresién de vanantes bactenales
EPSPS y vanantes de plantas EPSPS que tiene mas baja afiridad por el glifosato y en
consecuencia retienen su actividad catalizadora en la presencia del glifosato (patente
U S Nos 5,633,435 , 5,094,945, 4,535,060 y 6,040,497).

[0028] Un “evento’ transgénico es producido por la transformacion de la célula de una
planta con DNA heterdlogo, por ejemplo, un constructo de acido nucieico (pPMON51915,

Figura 1) que incluye un transgene de interés, regeneracion de una poblacion de
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plantas resuitado de la insercién del transgene dentro de! genoma de la célula de la
planta, y seleccion de una planta particular caracterizada por la insercibn en una
localizacion particular del genoma. El término “evento” se refiere a la pianta
transformante original y el progenie del transformante que incluye el DNA heterdlogo. El
término "evento”’ también incluye el progenie producido por cruce sexual entre el evento
y otra planta donde el progenie incluye el DNA heterdlogo Aun después de repetidos
cruces con un padre recurrente, el DNA insertado y el DNA genémico de flanqueo del
evento parental transformado esta presente en el progenie del cruce en la misma
posicion cromosomal El término “evento” también se refiere a DNA del transformante
onginal que comprende el DNA insertado, y la secuencia gendémica de flanqueo
inmediatamente adyacente al DNA insertado, que se espera sea transferido al progenie
que recibe el DNA insertado incluyendo el transgene de interés como resuitado de un
cruce sexual de una linea parental que incluye el DNA insertado (por ejemplo, el
trasnformante original y el progenie resultante de autofecundacion) y una linea parental
que no contiene el DNA insertado.

[0029] La expresion de genes foraneos en plantas es conocido que esta influenciada
por su posicidon cromosomal, tal vez debido a estructura cromatina (por ejemplo,
heterocromatina) o a la proximidad de elementos de regulacién transcripcional (por
ejemplo, aumentadores) cerca del sitio de integracion (Weising et al, Ann Rev Genet
22,412-477- 1988) Por esta razon, es a menudo necesano separar un gran numero de
eventos con el propdsito de identificar un evento caracterizado por una expresion
optima del gen introducido de interés Por ejemplo, se ha observado en plantas y en
otros organismos que puede haber una amplia vanacion en los niveles de expresion de
un gen introducido entre eventos También puede haber diferencias en los patrones
temporales y espaciales de expresion, por ejemplo, diferencias en la expresion relativa
de un transgene en varios tepdos de la planta, que puede no corresponder a los
patrones esperados de los elementos reguladores transcripcionales presentes en el

constructo génico introducido Por esta razdn, es comun producir cientos a miles de
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diferentes eventos y escrutarlos para tener un evento simple que tenga los niveles y
patrones de expresion transgénica deseados para propoésitos comerciales Un evento
que tiene un nivel o patrén deseado de expresion transgénica deseados es utl para
introgresar el transgene en otros antecedentes genéticos mediante cruces sexual
utilzando métodos de reproduccidbn convencionales Las progenies de tales cruces
mantienen la expresion transgénica caracteristica del transformante original Esta
estrategia es utiizada para asegurar una expresién confiable del gene en un numero de
variedades que sean bien adaptables a condiciones de c¢recimiento locales y las
demandas del mercado

[0030] Una planta de algodon tolerante al glifosato puede ser reproducido mediante el
cruce de una primera planta de algodén parental, consistente de una planta de
algodén obtenida de un célula de planta de algodén transgénico derivada de la
transformacién con el cartucho de expresion de la planta contenido en pMONS51915 v
que tolera la aplicacidbn de herbicidas de glifosato, de esta manera produciendo una
pluraiidad de plantas de pnmer progenie, y luego seleccionando una planta de primer
progenie que es tolerante al herbicida glifosato y autofecundando la planta de primer
progenie, de esta manera produciendo unas plantas de segundo progenie y luego
seleccionando de las plantas de segundo progenie una planta tolerante al herbicida
glfosato Estos pasos pueden incluir ademas un retro-cruce de la planta de pnmer
progenie tolerante al glifosato o de la planta de segundo progenie tolerante al glifosato a
una segunda planta de algodén parental o una tercera planta de algodén parental, de
esta manera produciendo una planta de algodén que tolera la aplicacidén del herbicida
ghfosato En la presente invencidon, la planta de algodbén transgénica es también
definida como evento de algoddn MON 88913 y puede ser refendo aqui como MON
88913

[0031] También es entendido que dos plantas transgénicas diferentes pueden ser
también aparejadas para producrr un fruto que contiene dos genes exogenos

adicionados segregando independientemente Autofecundacién de los progenies
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apropiados puede producir plantas que son homozigos para ambos genes adicionados
exégenamente. Retro cruce de una planta parental y cruce con una planta no
transgénica son también contemplados, como lo es la propagacion vegetativa
Descripcién de otros métodos de reproduccion que son comiunmente usados para
diferentes rasgos y cultivos pueden ser encontrados en una de muchas referecencias ,
por ejemplo, Fehr, en Breeding Methods for Cultivar Development, Wilcox J.
ed ,American Society of Agronomy, Madison WI (1987)

[0032] Una “sonda (probe)’ es un acide nucleico aislado al cual es adicionado un
marcador convencionai detectable o una molecula reportera, por ejempio, un isotopo
radioactivo, igante, agente quemiluminocente o enzima Tal sonda es complementarna a
una hebra de un acido nucleico objetivo, en el caso de la presente invencién, a una
hebra de DNA gendmico de MON 88913 ya sea de una planta MON 88913 o de una
muestra que incluye DNA de MON 88913. Sondas de acuerdo a la presente invencion
incluyen no solo acidos deoxiribunocleico y ribonucleico pero también poliamidas y
otras matenales de prueba que enlazan especificamente a un DNA objetivo y que
pueden ser usados para detectar la presencia de esa secuencia de DNA objetivo.
[0033] Primers de DNA son acidos nucleicos aislados que son apareada a un hebra de
DNA objetivo complementario mediante la hibridizaciéon del acido nucleico para formar
un hibrido entre el pnmer y la hebra de DNA objetivo, luego extendidos a lo largo de la
hebra de DNA objetivo por una polimerasa, por ejemplo, una polimerasa de DNA Una
pareja de primers de DNA o un conjunto de primers de DNA de la presente invencion se
refieren al menos dos moléculas de primer de DNA utiles para amplificacién de la
secuencia de acido nucleico objetivo, por ejemplo, por la reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) u otro método convenctonal de ampilificacion del acido nucleico
[0034] Las sondas y primers son generalmente 11 polinucleétidos o mas en longitud, a
menudo 18 plonucleétidos 0 mas, 24 polinucledtidos o mas, o 30 polinucleétidos o mas
Tales sondas y prnimers son seleccionados para ser de suficiente longitud para hibrnidizar

especificamente a una secuencia objetivo bajo condiciones de hibndizacion altamente
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restringidas , Preferiblemente, las sondas y primers de acuerdo a la presente invenciéon
tienen una completa similanidad de secuencia con la secuencia objetivo, aunque sondas
diferentes de la secuencia del objetivo que retienen la capacidad para hibridizar las
secuencias objetivo pueden ser disefiadas por métodos convencionales

[0035] Métodos para preparar y usar sondas y primers son descritos, por ejemplo, en
Molecular Cloming A Laboratory Manual, 2 nd ed , vol 1-3 Sambrook et al Cold Sprinhg
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N Y, 1989 ( aqui después “Sambrook et
al, 1989"), Current protocols in Molecular Biology, ed, Ausubel et al., Greene Publishing
and Wiley-Intresience, New York, 1992 ( con actualizaciones pernodicas) ( aqui después
“Ausuble et al, 1992"); y Innis et al., PCR Protocols A guide to Methods and
Applicactions, Academic Press. San Diego, 1990, Parejas de PCR DNA primers
pueden ser derivadas de una secuencia conocida, por ejlemplo, mediante el uso de
programas de computadores desarrollados para tal propésito tal como Primer (Version
0 5, ©, 1991, Whitehead Institute for Biochemical Research, Cambridge, MA)

[0036] Los primers y sondas basadas en el DNA gendmico de flanqueo y secuencias
transgénicas insertadas descubiertos aqui pueden ser usados para confirmar ( sI es
necesano, para corregir) la secuencia DNA descubierta por métodos convencionales,
por ejemplo, mediante aislamiento del DNA genémico de MON 88913, re-clonando ias
regiones transgene/genémicas y secuenciando tales moléculas de DNA

[0037] Las sondas de acido nucleico y primers de la presente invencion hibndizan bajo
rigurosas condiciones a una molécula de DNA objetivo Cualquier método convencional
de hibndizacion de acido o método de amplificacién puede ser usado para identificar la
presencia de DNA de un evento transgénico en una muestra Moléculas de acido
polinucleico o fragmentos de ellas son capaces de especificamente hibridizar a otas
moléculas de acido nucleico bajo ciertas circunstancias. Como se emplean aqui, dos
moléculas de acido nucleico se dice gque son capaces de hibridizar especificamente una
a la ofra siI las dos moléculas son capaces de formar un anti-paralela, estructura de

acido nucleico de doble hebra Una molécula de acido nucleico se dice como “el
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complemento” de otra molécula de acido nucleico si ellas exhiben completa
complementariedad Como se usa aqui, se dice que las moléculas exhiben “completa
complementanedad” cuando todo nucleétido de una de las moléculas es
complementario a un nucleétido de la otra Dos moléculas se dicen de “minina
complementanedad” si ellas pueden hibridizar una a la otra con suficiente estabilidad
para permitir que ellas permanezcan apareadas una a la otra bajo al menos
condiciones convencionales de “"baja ngurosidad” Similarmente, se dice que las
moléculas son “‘complementarias’ si ellas pueden hibridizar una a la otra con suficiente
estabilidad para permitir que ellas permanezcan apareadas una a la otra bajo al menos
condiciones convencionales de “alta ngurosidad’. Condiciones de rigurosidad
convencionales son descritas por Sambrook et al, 1989, y por Haymes et al, Inc Nucleic
Acid Hibridization, A pracfical Aproach IRL Press, Washington, DC (1985).
Separaciones de la completa complementariedad son en consecuencia permitidas,
hasta tanto tales separaciones no eliminen completamente la capacidad de las
moléculas para formar estructuras de doble hebra Para que una molécula de acido
nucleico sirva como un primer o una sonda es necesario que solo sea suficientemente
complementario en secuencia para ser capaz de formar una estructura de doble hebra
estable bajo las condiciones particulares de solvente y concentraciones de sal
empleadas

[0038] Como se emplea aqui, una secuencia de DNA homélogo sustancialmente es la
secuencia de una molécula de DNA que hibridizara esepcificamente al complemento de
una molécula del DNA objetivo al cual es comparada bajo condiciones de alta
rngurosidad Condiciones de ngurosidad apropiadas que promueven hibndizacién de
DNA, por ejemplo 6 0 x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a cerca de 45 °C,
seguido por lavado de 2 0 x SSC a 50 °C, son conocidas para aquellos habilidosos en
el arte o pueden ser encontradas en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons, N. Y (1989), 6.3 1-6 36 Por ejemplo, la concentracién de sal en el paso de

lavado puede ser seleccionada de una baja nigurosidad de cerca de 20 x SSC a 50 °C



a una alta rigurosidad de cerca de 02 X SSC a 50 °C Adicionalmente, la temperatura
del paso de lavado puede ser incrementada de condiciones de baja ngurosidad
temperatura ambiente de cerca de 22 °C , a condiciones de alta ngurosidad de cerca de
65 °C. Ambas temperaturas y la sal pueden ser vanadas, o la temperatura o la sal
pueden ser mantenidas constantes mientras la otra variable es cambiada En
incorporacion prefenda, un acido polinucleico de 1a presente invencién especificamente
hibridizara a una o mas molécutas de acido nucleico establecidas en SEQ ID NO 3 0 4,
complementos de ellos o fragmentos de cualquiera bajo condiciones moderadamente
rigurosas, por eiemplo a cerca de 2 0 x SSC y cerca de 65 °C En una incorporacion
particularmente preferida, acido nucleico de la presente invencion especificamente
hibndizara a una o mas moléculas de acido nucleico establecidas en SEQ ID NO 3 0 4
o complementos o fragmentos de cualquiera bajo condiciones de alta ngurosidad En un
aspecto de |a presente invencion, un marcador preferido de molécula de acido nucleico
de la presente invencién ttene una secuencia de acido nucleico establecida en SEQ ID
NO 1 0 2 o complementos de ellos o fragmentos de cualquiera. En otro aspecto de la
presente invencién, un marcador prefendo de molécula de acido nucleico de la
presente invencion comparte una porcidn sustancial de la identidad de la secuencia con
la secuencia de acido nucleico establecida en SEQ ID NO1 o SEQ ID NO:2, o
complementos de ellos o fragmentos de cualquiera, donde la identidad de la secuencia
esta entre 80% y 100% o 90% y 100%. En un aspecto adicional de la presente
invencidén, un marcador preferido de molecula de Aacido nucleico de la presente
invencion comparte entre el 95% y el 100% la 1dentidad de la secuencia con la
secuencia establecida en SEQ ID No1 o SEQ ID NO 2, o complementos de ellas o
fragmentos de cualquiera Las SEQ ID NO 1 o SEQ ID No 2 pueden ser usadas como
marcadores en métodos de reproduccién de plantas para identificar el progenie de los
cruces genéticos similar a los métodos descritos para analisis de marcador de DNA
repetido de secuencia simple, en “ DNA markers Protocols, Applications, and

overviews (1997) 173-185, Cregan et al, eds, Wiley-Liss NT, aqui incorporados por
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referencia en su Integridad La hibndizacion de las sondas a la moiécula de DNA
objetivo puede ser detectada por cualguier numero de métodos conocidos a aquellos
expermentados en el arte, estos pueden incluir, pero no se imitan a, gas fluorecente,
marcadores radioactivos, marcadores basados en anticuerpos y marcadores
quemiluminocentes

[0039] En relacion a la amplificacién de una secuencia de acido nucleico objetivo (por
elemplo por PCR) usando una pareja de primers de amplificacién parhcular,
“condiciones ngurosas” son condiciones que permiten al par de primer hibridizar solo a
la secuencia de acido nucleico objetivo a la cual un primer que tiene la secuencia
correspondiente al tipo salvaje ( 0 su complemento) se fijaria y preferiblemente para
producr un unico producto de amplificacion, el amplicén, en una reaccién de
amplificacién térmica de DNA

[0040] El término “ especifico para ( una secuencia objetivo)’ indica que la sonda o el
primer hibndizan bajo condiciones ngurosas de hibndizacién solo a la secuencia
objetivo en una muestra que incluye la secuencia objetivo

[0041] Como se emplea aqui “ DNA amplificado” o "amplicdn® se refiere al producto del
método de amplificacion de acido plinucleico dingido a una molécula de acido
polnucleico objetivo que es parte de una plantilla de acido polinucleico Por ejempio,
para determinar si una planta de algodén resultante de un cruce sexual contiene DNA
genomico del evento transgénico de la planta del evento de algodon MON 88913 de la
presente invencion, el DNA que es extraido de la muestra de tejido de la planta de
algoddn puede ser sometido a un metodo de amplificacidn de acido polinucleico usando
un par primer que incluye un primer derivado de una secuencia de DNA en el genoma
de la planta de MON 88913 adyacente al sitio de insercion del DNA heterdlogo
insertado (DNA transgénico) y un segundo primer derivado del DNA heterdlogo
insertado para producir un amplicon que es diagnéstico de la presencia del evento de
DNA MON 88913 El amplicon diagnéstico es de una longitud y tiene una secuencia de

DNA que es también diagnéstico del evento El amplicon puede variar en longitud desde
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la longitud combinada del par de pnmers mas un par de nucledtido base,
preferiblemente mas cerca de cincuenta pares de nucledtdos base (bps), mas
preferiblemente mas cerca de doscientso cincuenta pares de nucledtidos base, y aun
mas preferiblemente cerca de cuatrocientos cincuenta pares de nucleétidos base o
mas Alternativamente, un par de prnmer puede ser derivado de la secuencia genémica
en ambos lados del DNA heterblogo insertado para asi producrr un amplicén que
incluye la ntegridad de la secuencia polinucledtido inserta, (por ejemplo, un pnimer
delantero aislado de una porcién gendémica de SEQ ID Ne 3 y un primer reverso aislado
de una porcién gendmica de SEQ ID NO. 4 que amplifica la molécula de DNA que
incluye los dos cartuchos de expresion de fragmento de DNA pMON51915 que fue
insertado en el genoma de MON 88913, el inserto incluyendo cerca de 8,512 bps del
inserto, Figura 2) Un miembro de una pareja de primer derivado de una secuencia
gendémica de la planta puede ser localizado a una distancia de la secuencia de DNA
insertada, esta distancia puede varias desde un par nucleétido base hasta cerca de
veinte mil pares nucle6tido base. El uso del término “amplicon” especificamente excluye
primers opacadores que pueden ser formados |la reaccion de amplificaciéon térmica de
DNA

[0042] Amplificacidn de acido nucleico puede ser lograda por cualquiera de los varios
metodos de amptificacidn de acido polinucleico conocidos en el arte, incluyendo la
reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) Los métodos de amplificacion son
conocidos en el arte y son descntos, infer alia, en la Patente US No 4,683195 y
4,683,202 y en PCR FProtocols A Guide to Methods and Applications, ed Innis et al.,
Academic Press , San Diego 1990. Meétodos de amplificacton PCR han sido
desarrollados para amplificar hasta 22 kb (kilobase) de DNA gendmico y hasta 42 kb de
DNA bacteriofago { Cheng et al , Proc Natl. Acad Sci USA 91 5695-5699,1994) Estos
métodos asi como otros métodos conocidos en el arte de la amplificacion de DNA
pueden ser usados en la practica de la presente invencidon. La secuencia del DNA

heterélogo inserto o flanqueando la secuencia de DNA genémico de MON 88913 puede
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ser verificada ( y corregida si es necesano) mediante la amplificacion de tales moléculas
de DNA de semillas o plantas de MON 88913 crecidas de las semillas depositadas con
el ATCC que tiene No de acceso PTA-4854, usando primers derivados de la secuencia
proveida aqui, seguido de secuenciado de DNA estandar del amplicon PCR o
fragmentos de DNA clonados de el Los kits de deteccidbn de DNA que son basados en
métodos de amplificacion de DNA contienen DNA primers que especificamente
amplifican el amplicén de diagnéstico El kit puede proveer un método de deteccidn
basado en gel de agarosa, puntofinal Tagman®, o cualquier numero de métodos de
detectar el amplicon de diagnéstico que son conocidos en el arte Un kit que contiene
DNA primers que son homologos o complementarios de cualquier porcion de SEQ ID
NO 3 0 SEQ ID NO 4 es un objeto de la invencién

[0043] El amphcdn producido por estos métodos puede ser detectado por una pluralidad
de técnicas Uno de tales métodos es Analisis de Bit Genético (nikiforo, et al Nucleic
Acid Res. 22 4167-4175,1994) donde un oligonucleétidoc de DNA es disefiado que
translapa ambos la secuencia de DNA gendémico de flanqueo y la secuencia de DNA
insertada E| oligonucleétido es inmovilizado en columnas de un plato microtiter
Después de PCR de la reqién de interés (usando un primer en la secuencia insertada y
uno en la secuencia genémica de flaqueo adyacente), un producto de PCR de hebra
sencilla puede ser hibridizado al oligonucleétido inmovilizado y servir como una plantilia
para una reaccion de extensidbn base singular usando una polimerasa de DNA y
marcando trifosfatos de dideoxinucledtido (ddNTPs) especifico para la base préxima
esperada La lectura puede ser fluorescente o basada en ELISA Una senal indica la
presencia de secuencia transgene/genémica debido a la exitosa amplificacion,
hibndizacidn y extension de base singular

[0044] Otro método es la técnica es la técnica del pirosecuenciado como es descrito por
Winge (Innov, Pharma. Tech GO0 18-24, 2000) En este método un oligonucledtido es
diseriado que translapa el DNA gendémico adyacente y la union de DNA inserto El

oligonuciedtido es hibndizado a un producto PCR de hebra simple de la region de
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iInterés (un primer en la secuencia Insertada y uno en la secuencia gendémica de
flaqueo) e incubado en la presencia de una polimerasa de DNA, ATP, sulfunilasa,
luciferasa, apirasa, adenosina 5° fosfosulfato y luciferina Trifosfatos de deoxinucledtido
(dNTPs) son adicionados individualmente y la incorporacién resulta en una sefial de luz
que es medida La sefial de luz indica la presencia de una secuencia
transgene/genémica debido a la extitosa amplificacion, hibridizacion, y extension de
base multiple o singular

[0045] Polanzacion fluorescente como es descrita por Chen et al ,(Genome Res 9 492-
498, 1999) es un método que puede ser usado para detectar el amplicon de |a presente
invencion Usando este método un oligonucledtido es disefiado el cual translapa el
flanqueo genémico y la unién de DNA insertado. El oligonucledtido es hibnidizado a un
producto PCR de hebra smple de la regiéon de interés (un primer en la secuencia
insertada y uno en la secuencia gendmica de flaqueo) e incubado en la presencia de
una polimerasa de DNA y un ddNTP fluorescentemente marcado. La extension de base
singular resulta en la incorporacidn de la ddNTP La incorporacién puede ser medida
como un cambio en polanzacidon usando un fluorometro Un cambio en polarizacion
Indica la presencia de la secuencia transgene/genémica debido a la exitosa
amplificacién, hibridizacion y extension de base singular

[0046] Tagman® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) es descnto como un método
de detectar y cuantificar la presencia de una secuencia de DNA y es completamente
entendible en las instrucciones proveidas por el fabricante. Brevemente, una sonda de
olhigonucledtido FRET es disefiada que traslapa ef flanqueo gendémico y la unién de
DNA inserto. La sonda FRET y los primer PCR ( un primer en la secuencia de DNA
inserta y uno en la secuencia gendémica de flanqueo) son ciclados en la presencia de
una polimerasa termoestable y dNTPs. Hibridizacidon de la sonda FRET resulta en
separacién y liberacion del moiety fluorescente del moiety de apagado en la sonda
FRET Una sefial fluorescente indica la presencia de la secuencia transgene/gendémica

debido a la exitosa amplificacidn e hibridizacion
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[0047] Los beacons moleculares han sido descritos para ser usado en la deteccion de
secuencias como se describe en Tyang), et al (Nature Biotech 14 303-308,1996)
Brevemente, un sonda de oligonucleétido FRET es disefiada que translapa el flaqueo
gendmico y al unién de DNA inserta. La estructura unica de las sonda FRET resulta en
que ella contiene una estructura secundarna que mantiene los moieties fluorecentes y de
apagado a cercana proximidad. La sonda FRET y los pnmers PCR ( un primer en la
secuencia de DNA inserta y uno en la secuencia genémica de flanqueo) son ciclados en
la presencia de una polimerasa termoestable y dNTPs Luego de la amplificacién
exitosa de PCR, hibndizacion de la sonda FRET al secuencia objetivo resulta en la
remocion de la estructura secundaria de la sonda y en la separacién espacial de los
moieties fluorescente y de apagado Una senal fluorescente resulta Una seiial
fluorescente indica la presencia de la secuencia de inserto flanqueo/transgene debido a
una exitosa amplificacién e hibridizacion

[0048] Kits de deteccidn de DNA pueden ser desarrollados usando los compuestos
expuestos aqui y los métodos bien conocidos en el arte de la deteccion de DNA Los
kits son utiles para la identificacion del DNA del evento de algodén MON 88913 en una
muestra y puede ser aplicado a métodos para reproducir plantas de algodon que
contengan DNA de MON 88913 Los kits contienen secuencias de DNA que son Utiles
como primers o sondas y que son homélogos o complementarios a cualquier porciéon de
SEQ ID NO-3 o SEQ ID NO 4 o a secuencias de DNA homblogas o complementarias al
DNA contenido en cualquiera de los elementos genéticos transgénicos de pMON51915
que han sido insertados en DNA de MON 88913 (Figura 2). Estas secuencias de DNA
pueden ser usadas en métodos de amplificacion de DNA (PCR) o como sondas en
métodos de hibridizacién de acido polinucleico , por ejlemplo, el anahsis Southern o el
analisis northern El elemento genético transgénico conterndo en el DNA de Mon 88913
{figura 2) incluye un pnmer cartucho de expresién que comprende el promotor mosaico
Figwort construido como un elemento promotor quimérico con el factor de elongacion

Arabidopsis 1-alpha(At.Efla) promotor (FMV35S/Efl, patente U S &,462,258 SEQ ID
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NO 28, incorporada aqui por referencia en su integridad), operablemente ligado al factor
Arabidopsis 1-alpha lider translacional e intron {Genbank numero de acceso X16430,
como se describe en Axelos et al., Mol Gen. Genet 219 106-112,1989), operablemente
ligado a al Arabidopsis EPSPS péptido de transito cloroplasto (TS-At EPSPS CTP2 Klee
et al, Mol Gen Genet 210 47-4421987), operablemente ligado a un glifosante
tolerante sintasa de S-enolpiruvilshikimato-2-fosfato (EPSPS) de Agrobacterium sp
variedad CP4 (aroA CP4, patente U.S 5,633,435) operablemente ligado a la 3" region
de terminaciébn de nbulosa pea Carboxilasa E9 de 1,5-bifosfato (T-Ps RbsS2 ES,
Coruzz, et al, EMBO J 3:1617-1679,1984), y un segundo cartucho que comprende el
promotor CaMV35S-Act8 que incluye el primer intron del gen Act8 (SEQ ID No 29,
patente U.S 6,462,258) operablemente conectado a una péptida de transito cloroplasto
Arabidopsis EPSPS (TS-At.EPSPS CTP2), operablemente conectado a la glifosato
tolerante sintasa de 5-enol-piruviishikimato-3-fosfato (EPSPS) de Agrobactenum sp
variedad CP 4(aroA:CP4, patente U S 5,633,435, incorporada aqui por referencia en su
integridad), operablemente ligada a la 3" regiébn de terminacién nbulosa pea Carboxilasa
ES de 1,5-bifosfato.

[0049] Los siguientes ejemplos son incluidos para mostrar ejemplos de ciertas
incorporaciones preferidas de la invencion Debe ser apreciado por aquellos con
habilidad en el arte que las té¢cnicas expuestas en los ejemplos que siguen representan
aproximaciones que la invencion ha encontrado que funcionan bien en ia practica de la
invencion, y asi pueden ser consideradas para constiturse en ejemplos de modos
prefenidos para su practica Sin embargo, aquellos con habilidad en el arte deben, a la
luz de la presente invencion, apreciar que muchos cambios pueden ser hechos en las
Incorporaciones especificas que son expuestas y todavia obtener un resultado igual o

similar sin apartarse del espintu y alcance de la invencidn

EJEMPLOS



EJEMPLO 1

[0050] El evento de algodon transgénico MON 88913 fue generado por una
transformacion Agrobactenum mediada de células de algodén con fragmentos de DNA
derivados de pMONS51915 (Figura 1) EIl constructo de transformacidn de la planta,
pMon51915 fue apareado en Agrobactenum usando un procedimento de
apareamiento triparental (Ditta et al, Proc Natl Acad Sci 77 7347-7351, 1980) La
transformacién de células de algodén con transgénicos puede ser realizada usando los
métodos descritos, por elemplo, en la patente U S 5,004,863, patente U S 5,159,135 y
en la patente US 5,518,908, incorporadas aqui por referencia en su integndad La
transformacion de algodéon es realizada esencialmente como se describe en
WO0/0036911 o como se describe en la patente U S 5,846,797, incorporada aqui por
referenciaen su integrnidad. Una modificacién de estos metodos puede incluir, pero no se
limita al siguiente ejemplo La semiila Coker 130 es esterilzada en superficie y
germinada en oscuro Explantas de hypocotilos son cortadas de las semillas
germinadas en longitudes de 1-1,5 centimetros. Agrobactenum tumefaciens vanedad
ABI transformado para que contenga pMONS51915 es cultivado en caldo de Luria sin
antibidticos por 6 horas a 28 °C, luego diluido a aproximadamente 2 X 10°
bacterias/millitro (ml) La explanta de hipocoltlo es sumergida en Agrobactenum
inoculador por 2 -5 minutos, luego cultivada por cerca de 45 horas en MS+1 9 mg7|
KNO3+3%glucosa {TRM), 30 explantas por plato, 24C, en la oscuridad Las explantas
son transferidas a TRM que contiene 150 mg/l de cefotaxima y 300 EM de glifosato por
cuatro penodos de cultivo, cada periodo de aproximadamente seis semanas Call
embriogénico es segregado de la explanta primaria al final del tercer o cuarto periodo
de cultivo y colocado en el mismo medio. El call embrigénico son subcultivados una vez
mediante una breve suspension en liquido TRM+ 3%glucos, seguido por vertimiento de
la suspension en'TRM” + 150 mg/l de cefotaxima + 300, uM platos de glifosato Los
embriones somaticos son cultivados 3-8 semanas después del subcultivo liquido, luego

crecidos en medio Stewart y Hsu con 0.5% de glucosa Plantitas dernvadas de los
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embriones somaticos son maduradas acerca de 4-7 cm (3-6 hojas) en cajas de
Magenta con Stewart & Hsu modificado con 40mM NO3/IOmM NH4 + 2% de sucrosa
Estas plantas son luego transplantadas a vasijas de suelo, vasijas de 4°, humedad del
100%, 16 horas de luz por dia, por 4 — 6 dias, seguido por 50% de humedad 5 -10
dias

[0051] Los fragmentos de DNA de pMON51915 contienen dos cartuchos de expresién
transgénica dentro del genéma de MON 88913 (Figura 2) que colectivamente le
confieren la tolerancia al glifosato del MON 88913 y las progenies del el.

[0052] Las semillas y plantas de MON 88913 tienen partes regenerable Las partes
regenerables de la semilla incluyen, pero nos se limitan al embridn, el cotiledén, vy el
meristemo del tallo o la raiz Las partes regenerables de la planta incluyen pero no se
hmitan a las hojas, el petiolo, el hipocotilo, secciones del tallo, y el menstemo apical y
raiz. La invenciéon puede inclur partes de planta del evento de algodén MON 88913 que
incluyen, pero no se imitan, a polen, évulo, flores, capsulas, lint, tallos, raices y hojas.
La invencién también incluye componentes extractables de semilla de MON 88913 que

incluyen, pero no se limitan a proteina, harina, vainas, aceite o hilazas

EJEMPLO 2

El evento de algoddn MON 88913 tolerante al glifosato fue seleccionado de muchos
eventos de algodén transgénico para tolerar el dafio reproductivo y vegetativo del
ghfosato La produccién exitosa una evento transgénico de calidad comercial requiere
actualmente la produccién de un gran niumero de eventos transgénicos, En la presente
invencion, MO‘N 88913 fue un evento entre aproximadamente 1000 eventos RO que
habian sido transformados con muchos constructos DNA diferentes que incluyen
pMON51915, El evento MON 88913 fue seleccionado de muchos eventos por una sere
de analisis moleculares y separaciones por tolerancia al glifosato

[0054] Los eventos fueron separados en una invernadero de ensayo para la tolerancia

al glifosato, siendo las plantas calificadas por su tolerancia reproductiva y vegetativa.
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Quince a veinticinco semillas Ry de cada evento fueron plantadas en bandejas de 15
celdas con medio de crecimiento Metro-Mix 350, que contiene una combinacién de
turba, vermiculita, nutrientes, agentes humectantes y ceniza y corteza procesada
Fertiizantes adicionales incluidos en el medio fueron Osmocote 14-14-14, Osmocote
Plus 15-9-12, y micronutrinetes MicroMax Todas las plantas fueron crecidas en el
invernadero. La temperatura promedio de dia durante la estaciéon de crecimiento fue de
32 grados centigrados (°C) mientras que la temperatura de noche fue de 24 °C. El foto
periodo fue fjado en 16 horas de luz y ocho horas de oscuridad, con intensidad de luz
maxima La humedad relativa promedio durante el ciclo de crecimiento fue 45 por
ciento, Las plantas fueron luego rociadas a las etapas de las 4 y 8 hoja
saecuencialmente con 48 o0z/A (oz=onzas, A=acre) de Roundup Ultra® (herbicida que
contiene glifosato) Después de siete dias de la aplicacion de la 4-hoja, las plantas
fueron calificadas por dafio vegat'atwo y segregaciones del fenotipo de tolerancia al
glifosato fueron recogidas Estos datos fueron usados para confirmar que el evento de
inserto transgénico estaba comportandose como un gen dominante Unico, adhiriéndose
a los modelos genéticos Mendelian Los eventos con buena tolerancia vegetativa
fueron subsecuentemente transplantados en vasijas de 10 pulgadas con el mismo
medio de crecimiento Metro-Mix 350 descrito arnba y crecidos hasta su maduracion
Las plantas fueron tratadas con Px Plus (BASF, Research Triangle Park, NC) comao se
necesitaba para regular la altura de la planta A los tres meses de la plantacién, las
plantas fueron mapeadas por la retencion de las capsulas en la primera posicion de
frutacion de las pnimeras 5 ramas de frutacién El méaximo valor de retencion para este
mapa de plantas es 5 (cinco capsulas retenidas) Esto proveydé una medida rapida e
iIndirecta de ia fertiidad de la planta Con esta separacion de invernadero, la retencidn
promedio para el evento comercial actual {(algodon RR 1445) es menor de 1 0 Eventos
con un promedio de retencion de capsulas mas grande o igual a tres fueron recogidas y

llevadas a un evento de seleccion adicional Eventos que tienen valores de retencidn



mas grande o igual a dos tienen valor como nuevas selecciones de planta con
tolerancia al glifosato

[0055] Los eventso que cumplieron los cnterios de tolerancia vegetativa y reproductiva
al Roundup® Ultra fueron analizadas para numero de copia a través el del analisis
Southern Blot Eventos de copia unica que mostraron buena tolerancia en el
experimento de invermnadero snicial fueron caracterizados adicionalmente en 1) ensayos
de invernadero de tolerancia al glifosato con tasas de glifosato mas altas, 2) ensayos de
rephicacion en terreno, y 3) separaciones moleculares adicionales Los ensayos de
tolerancia en invernadero fueron conducidos usando piantas homozigos Todos los
exparimentos contuvieron el comerciaimente disponible Roundup Ready® el evento de
algodén 1445 (estandar comercial) para comparacién Las semillas fueron plantadas en
bandejas de 15 celdas y tratadas con 64 0z/A de Roundup Ultra® en la etapa de la 4-
hoja y 96 oz/A en la etapa de la 8-hoja Las plantas fueron luego transplantadas a
vasijas de 10 pulgadas y cuatro plantas fueron mapeadas a |la mitad de la estacién en la
primera posicion de frutacién de las primeras cinco ramas de frutacién. Los datos del
final de la estacion también fueron recogidos e incluyeron el pesaje de la semilla de
algoddn, numero de cépsulas, tamarfio de la capsula y retencidn de capsulas

{0056] Los ensayos de campo fueron usados para seleccionar el evento que mostrd
mejores tasas de crecimiento, retencion de fruto y produccion Las pruebas de campo
fueron armregladas en un lote partido aleatoriamente con tres replicaciones y tres
tratamientos Los eventos fueron plantados en dos filas, lotes de 30 pies Las
tratamientos consistieron de Roundup Ultra® no rociado, 64 oz/A ( 1 5 Ib ae/A) a los
4.6, 10, 14 etapas nodales, y 96 0z/A (2 25 Ib ae/A) de Roundup Ultra® a las 4,8, 10,
14 etapas nodales. Un mapa de las plantas de mitad de ia estacion fue reaiizado sobre
10 plantas por lote Datos de retencidn de capsulas fueron recogidos para ia pnmera y
segunda posicion de frutificacién de las pnmeros cinco nodos de frutificacion que

proveen un valor de retencion de capsulas de 1 — 10 Una planta con un valor de

A8
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retencion de capsula igual o mas grande que tres en una escala de 0 -10, tiene un valor
como una nueva seleccion de planta tolerante al glifosato

[0057] Pruebas de campo (10 locaciones) comparando la produccidon de motas de
algodén (libras/acre, Ib/A) de MON 88913 y algodon RR 1445 mostraron que el MON
88913 proveyd una proteccion sustancial contra los efectos del glifosato (libras de acido
equivalente/acre, Ib ae/A) en la produccion (Tabla 1) La produccién es una medida de la
retencion de capsulas, plantas de algodon ingeniadas para ser glifosato tolerante que
retienen un numero sustancial de capsulas en la pnmera y segunda posicion de
frutificacion mantendran una ventaja en produccion sobre piantas de aigodén que no
son tal tolerantes al glifosato. Una dosis efectiva de un herbicida que contiene glifasato
para controlar maleza en el campo de MON 88913 comprende 4 oz/A y puede exceder
128 oz/A dpendiendo de las especies de malezas a ser controladas y la etapa de
desarrollo de la maleza Ei glifosato puede ser mezclado con otros herbicidas para

aumentar la actividad herbicida contra cierto tipo de malezas.

Tabla1 Comparacién de la Produccién de Motas de MON 88913 y 1445 después del

Tratamiento con Glifosato

Tratamiento de
Glifosato 0 Ib ae/A 1.51b ae/A 2251b aelA
1445 2421 84 1044 19 831 47
MON 88913 2551 58 2587 61 2412.3
EJEMPLO 3

[0058] DNA genémico de algoddn para todas las reacciones PCR y analizas Southern

blot fue aislado usando el procedimiento CTAB ( Rogers et al, Plant Mol Bio 5 69-76,
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1985) o Kit de planta Dneasy™ 96 (Cat # 69181, Qiagen Inc, Valencia CA) siguiendo
las instrucciones de los fabrnicantes Tejido de hoja fue recogido de plantas en [a etapa
24 hoja Las mas pequeras verdaderas hojas fueron recogidas de cada planta e
inmediatamente congeladas en hielo seco DNA fue extraido usando, por ejemplo, el
siguiente método. El tejido fue molido utiizando cuentas de plastico con nitrogeno
hquido 5 ml de amortiguador de extraccion fueron adicionados a 0 75 mg (g} de tejdo
e incubado a 55 °C por 45 minutos La amortiguadora de extraccion CTAB consistié de
100 mM Tris pH 80, 1.4M NaCl, 20mM EDTA, 2 % CTAB con la adicién de 5 pl
(microiitro) de beta-mercaptoetanol, 5 pl de Rnase y 1 % PVPP Las muestras fueron
luego extraidas con un volumen igual de cloroformo ( Sml) y luego centrifugadas a 3700
RPM por 15 minutos a temperatura ambiente La fase acuosa fue trasferida a un nuevo
tubo y el DNA fue precipitado con un volumen igual de isopropanol Después de
centrfugacion a 3700 RPM por 15 minutos, las pelotitas fueron lavadas con etanol af
70% , secadas al arre, y resuspendidas en 250 pl de agua

[0059] DNA genémico de algoddén adyacente a la insercion transgénica fue obtenido
para el evento MON 88913 utiizando TAIL-PCR (Lwu et al., Plant Journal 8 457 —
463,1995) La extensidon del DNA gendmico fue conducida usando el kit Genome
Walker (CloneTech Laboratones, Palo Alto, CA) siguiendo los protocolos del fabricante
Brevemente, el DNA (~5 pg) aslado utiizando el protocolo CTAB descrito
antenormente, fue digendo con varias endonuclasas de restrnccién (EcoRV, Scal) a 37
°C de una dia para otro en un volumen total de 100 pl Las endonuclasas de restricciéon
fueron removidas con columnas de purificacion PCR QIAquick (cat # 28104, Qiagen,
Inc) La higazén de las moléculas adaptadoras fueron esas que estaban descnitas en el
protocoio del fabricante. DNA fue ampiificado usando un primer FMV-1 (SEQ ID NO 5)
con el primer AP1 (CloneTech Laboratories) para ia reaccidn primaria y pnmer FMV-2
anidado (SEQ ID NO'6) con el prmer AP2 (CloneTech Laboratones) para la reaccion

secundaria.



{0060] El DNA transgene/genémico 3° del MON 88913 fue aislado utiizando PCR
inversa. El total de DNA genémico (~10ug) fue digerido con tres enzimas de restriccion,;
Bell, Ncol y Hindlll. Las columnas de punficacion PCR QlAquick fueron usadas para
purificar el DNA después de la digestion de un dia para otro a 37 °C El DNA fue
decantado de la columna con 50 pf de agua y luego diluido a 1 ml El decantado diluido
( 85 ) fue combinado con 10 pl de amortiguador (10X) y 5 pl de ligasa T4 para circular
los fragmentos Después de incubacidon de un dia para otro a 16 °C , la higasa fue
inactivada por calor a 70 °C. Las muestras fueron amplficadas mediante PCR con una
serie de primers anidados La combinaciéon de primers para PCR incluyé par pnimer
B099-E9-1/ES-2 (SEQ ID NO:7/SEQ ID NO 8) para muestras Bell y Ncol par primer
8099-ES-1/E9-2 (SEQ ID NO:10/SEQ ID NO-11) para muestras Be/l y Ncol y 8099-E9-
3/Act 8 (SEQ ID NO 13/SEQ ID NO-12) para la muestra Hindlll La condiciéon para el
PCR incluyd, PCR primario = 7 ciclos de 94 °C por 2 segundos, 72 °C por 10 minutos;
37 ciclos de 94 °C por 2 segundos, 67 °C por 10 minutos; 1 ciclos de 67 °C por 10
minutos, PCR secundario y terciario = 5 ciclos de 94 °C por 2 segundos, 72 °C por 10
minutos, 24 ciclos de 94 °C por 2 segundos; 67 °C por 10 minutos, 1 ciclo de 67 °C por
10 minutos

[0061] Alternativamente, la amplificacion de DNA por PCR del extremo 3" del evento
MON 88913 puede ser realizado con condiciones que incluyen 7 ciclos de 94 °C por 25
segundos, 72 °C por 3 minutos; 37 ciclos de 94 °C por 2 segundos, 67 °C por 4
minutos, 1 ciclos de 67 °C por 7 minutos Todos los amplicones son visualizados sobre
gel de agarosa la 0 8 % manchado con bromuro de etidio El DNA es preparado para
secuenciado o por purnficacién las muestras de PCR drrectamente con el kit de
purificacion PCR QIAquick (cat # 28104, Qiangen Inc) o por extraccion del fragmento
apropiado del gel y usando el kit de Extraccion de Gel QlAquick (car # 28704 Qiagen
Inc)

[0062] Una sene de primers de DNA fueron disefiados para secuenciar el inserto

transgénico y las regiones gendmicas de flanqueo adyacentes del MON 88913 Los
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primers de DNA fueron disefiados asi que permitieran amplificacion de la totalidad de
las regiones fransgene y gendmica de flanqueo mediante cinco fragmentos
traslapandose Pnimers unicos fueron disefiados para permitir la amplificacién de cada
regién EPSPS-CTP2/aroA-CP4/RbcS2 E9 separadamente Para todos los fragmentos
usados en el secuenciado, las amplificaciones fueron realizadas en triplicado Las
combinaciones de parejas de primers de DNA usados como primers secuenciadores
para la region 5° transgene/gendmica (SEQ ID NO 1 Y SEQ ID NO 15), la regibn 3’
transgene genomica (SEQ ID NO 16 Y SEQ ID NO 17) y los elementos genéticos
insertas (SEQ ID NO. 18 Y SEQ ID NO 11, SEQ ID NO: 19 Y SEQ ID NO 15, SEQ ID
NO20 Y SEQ ID NO'11). El total de DNA genémico fue usado para todas las
reacciones de PCR. Todos los amplicones fueron visualizados sobre gel de agarosa al
0 8 % manchado con bromuro de etidio El DNA fue preparado para secuenciado o por
purficacion de las mqestra de PCR directamente con el kit de punficacion PCR
QlAquick o por extraccion del fragmento apropiado del gel y utiizando el kit de
Extraccion de Gel QlAquick La secuencia de DNA fue producida usando equipo de
analsis de secuencia de DNA ( ABI Pnsm™ 377, PE Biosystems, Foster City, CA) y
software de analisis de secuencia DINASTAR (DINASTAR Inc , Madison , WI).

[0063] Los fragmentos de DNA de las regones del flanqueo del nserto
transgene/gendémico de MON 88913 fueron subclonadas usando un kit TOPO TA
Cloning® (Invitrogen) La secuencia de DNA de la regibn 5° trasgene/genémica es
mostrada en la Figura 4 y la secuencia de la regidbn 3" fransgene/genomica es
mostrada en la Figura 5 En las secuencias genomicas mostradas en Figuras 4 y 5, la

secuencia del inserto transgene esta en italicas

EJEMPLO 4
[0064] Parejas de primers del evento de DNA son usadas para producir un amplicén de
diagndstico para el genoma del evento de algodon MON 88913 Amplicones de

diagnéstico para el genoma MON 88913 comprenden al menos una secuencia de
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unién, SEQ ID NO 1 O SEQ ID NO 2 . Parejas de primers del evento que produciran un
amplicén de diagnéstico para el MON 88913, las parejas de pnmers incluyen, pero no
se imitan a SEQ ID NO 14 Y SEQ ID NO 15 para la 5° secuencia de amplicon , y SEQ
ID NO16 Y SEQ ID NO 17 para el 3" amplicon cuando se utilizan en el protocolo
delineado en la Tabla 2. En adicién a estas parejas de pnmers, cualquier pareja de
primer, homélogo o complementana a SEQ ID NO 3 O SEQ ID NO 4, que en la
reaccion de amplificacion de DNA produce un amplicon de diagndstico para el genoma
de MON 88913 es un aspecto de la presente invencion Cualquier molécula de primer
polinucleétido de DNA aislada que comprenda al menos 11 nucledtidos contiguos de la
SEQ ID NO. 3, o su complemento que sea util en el método de amplificacion de DNA
para producir un amplicon de diagndstico para el MON 88913 es un aspecto de la
invencién Cualquier molécula de primer polinucledtido de DNA aislada que comprenda
al menos 11 nucledtidos contiguos de la SEQ ID NO. 4, o su complemento que sea util
on el método de amplificacién de DNA para producir un amplicon de diagnostico para el
MON 88913 es un aspecto de la invencibn. Un ejemplo de las condiciones de
amplificacion para esta analisis es ilustrado en la Tabla 2 y la Tabla 3, sin embargo,
cualquier modificacion de estos métodos que usen pnimers de DNA homélogos o
complementanios a SEQ ID NO3 o SEQ ID NO'4 o secuencias de DNA de los
elementos genéticos conterndos en el inserto transgene de MON 88913 que producen
un amplicén de diagnéstico para MON 88913, esta dentro de las posibilidades normales
del arte Un amplicon de diagndstico comprende una molécula de DNA homologa o
complementaria a al menos un DNA de unién transgene/gendmica (SEQ ID NO'1 o
SEQ ID NO 2) o una porcion sustanciat de él

[0065] Un andlisis para muestra de tejido de planta del evento MON 88913 debe
incluir un control positivo de tepdo del evento MON 88913, un control negativo de un
algodén que no es evento MON 88913, y un control negativo que no contiene DNA
genémico. Secuencias de primer adicionales pueden ser seleccionadas de SEQ ID

NO-3 y SEQ ID NO-4 por aquellos habiles en el arte de los métodos de amplificacion de
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DNA y las condiciones seleccionadas para la produccion de un amplicén por los
métodos mostrados en la Tabla 2 y la Tabla 3 pueden diferir, pero resultan en un
amplicén de diagndstico para el evento MON 88913 El uso de estos secuencias de
pnmer de DNA con modificaciones a los métodos de las Tablas 2 y 3 estan dentro del
alcance de la invencidn El amplicon producido por al menos una secuencia de prnmer
de DNA derivada de SEQ 1D NO 3 o SEQ ID NO 4, que es diagndstico para el MON
88913 es un aspecto de la invencion

{0066] Kits de deteccidon de DNA que contienen al menos un primer de DNA dernvado de
SEQ ID NO 3 o SEQ ID NO.4 que cuando se usan en un método de ampilficacion de
DNA produce un amplicdn de diagnostico para Mon 88913 es un aspecto de la
invencion. El amplicon producido por al menos una secuencia de primer derivada de
cualquiera de los elementos genéticos de Pmon51915 que sea diagnéstico de MON
88913 es un aspecto de fa invnecion Una semilla o planta de algoddn, donde su
genoma produzca un amplicén que comprende SEQ ID NO 1 0 SEQ ID NO 2 cuando es
ensayado en un método de amplificacibn de DNA es un aspecto de la presente
invencion El ensayo para el amphcon de MON 88913 puede ser realizado mediante el
empleo de un Stratagen Robocicler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700 o Eppendorf
Mastercicler Gradient termociclador como se muestra en la Tabla 3, o por métodos y

aparatos conocidos a aquellos habiles en el arte.

Tabla 2- Procedimiento PCR y condiciones de reaccion de la mezcla para la

identificacion de la reqidn de unién transgene inserto/gendmico 3" de MON 88913

Paso Reagente Cantidad Comentarios

Adicionar hasta volumen
1 Agua libre de nucleasa final de 20 i

1X concentracién
2 10X amortiguador de final de

reaccién ( con Mg Clo) 204 amortiguador, 15
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mM concentracién

final de Mg Cl2
10 mM de solucion 200 uM
dATP, dCTP, dGTP, y 044 concentracson final
dTTP de cada dNTP
Primer de evento (SEQ
ID NO.14) (resuspendido
en 1 X TE amortiguador 04l 0.2 uyM
0 agua libre de nucleasa concentracién final
a una concentracion de
10 uM)
Primer de evento (SEQ
ID NO 15) (resuspendido
en 1X TE amortiguador o 02uM
agua libre de nucleasa a 04l concentracion final
una concentracion de 10
HM)
Rnase, libre de Dnsa (
500 ng/pl) o1l 50 ng/reaccién
Polimerasa de DNA 1.0 ul (recomendado
REDTaq cambiar las pipetas antes | 1 unidad/reaccion
( 1 unit/ul) del proximo paso)

DNA extraido (plantilla)
» Muestras para ser
analizadas
o Hojas
individuales
o Hojas
acumuladas
(maxime 50
hojasfacum
ulacién)

» Control Negativo

» Control Negativo

o 10-200 ng de DNA
gendmico

o 200 ng de DNA
gendmico

o 50 ng de DNA de
algoddn genémico (
no MON 88913)

o No plantilla de DNA

\'g



» Contro! Positivo o 50 ng de DNA
gendémico de MON
88913
9 Mezclar suavemente y

adicionar 1 -2 gotas de
aceite mineral en la
parte superior de cada

reaccion

Tabla 3 Parametros de PCR sugendos para Diferentes Termocicladores

[0067] Proceda con la amplificacion de DNA en un Stratagen Robocicler, MJ Engine,
Perkin —Elmer 9700, o Eppendorf Mastercicler Gradient termociclador, usando los
siguientes parametros de ciclado Los termocicladores MJ Engine o Eppendorf
Mastercicler Gradient deben ser operados en una manera calculada Opere el

termociclador Perkin-Elmer 9700 con la velocidad de rampa fijada en el maximo.

Ciclo No Parametros Stratagen Robocycler
1 94 °C ‘3 minutos
38 94 °C 1 minuto

60°C 1 minutos

72°C 1 minuto y 30 segundos

1 72°C 10 minutos

Ciclo No Parametros MJ Engine o Perkin-Elmer 9700

1 ' 84 °C 3 minutos
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38 94 °C 10 segundos
60 °C 30 segundos

72°C 1 minuto

1 72°C 10 minutos
Ciclo No Parametros Eppendorf Mastercycler Gradient
1 84 °C 3 minutos
38 94 °C 15 segundos

60°C 15 segundos

72°C 1 minuto y 30 segundos

1 72°C 10 minutos

EJEMPLO 5

[0068] DNA gendmico de Mon 88913 y DNA genémico de algodén de control (~ 15ug
de cada uno) es digerido con varias enzimas de restriccidén (140 U) en un volumen total
de 150 yl del amortiguador del fabrnicante correspondiente (NEB, Beverly, MA)
Endonucleasas de restrniccion, por ejemplo, Bgll, BammHI, Ncol, Hindlll y Bell, son
usadas en el andlisis Southern de MON 88913 La digestién de endonucleadas es
realizada a la temperatura apropiada por al menos 6 horas Después de incubacion, el
DNA es precipitado con 3M de acetato de sodio y 2.5 volumenes de etanot.
Subsecuentemente, el DNA es lavado con etanol al 70%, secado y resuspendido en 40
pl de TBE Amortiguador de carga (0 2X) es adicionado a las muestiras y se reahza una
electroforesis sobre gels de agarosa ( 8 %) por 16 — 18 horas a 30 voltios. Los geles
fueron manchados con bromuro de etidium, luego tratadas con una solucién de
depurinacion (0 125 N HCI) por 10 minutos Con una solucién de denaturalizaciéon ( 0 5
M de tudroxido de sodio, 1 5 M de cloruro de sodio) por 30 minutos , y finalmente con
una solucién neutralizante ( 05 M de base Trizma, 1 5 M cloruro de sodio) por 30

minutos El DNA es transferido a una membrana Hybond-N (American Pharmacia
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Biotech, Buckinghamshire, England) usando un turbomanchador (Schleicher y Schuell,
Dassel, Germany) por 4-6 horas y luego fijado a una membrana usando {uz UV

[0069] Las membranas son prehibridizadas con 20 mis de solucidon DIG Easy Hyb (
Roche Molecular Biochemiclas, Indianapolis, IN, cat # 1603558) por 2 —4 horas a 45 °C
Sondas de DNA radioactivas (**P dCTP) homélogas o complementarias a SEQ ID NO:1
0 SEQ ID NO.2 0 SEQ ID NO 3, 0 SEQ IDE NO 4, o una porcién de ellas son hechas
usando el kit de marcacién de DNA Radprime (Invitrogen, Carisbad, CA, cat # 18428-
011) Nucledtidos no incorporados son removidos usando columnas G-50 sephadex
(invitrogen). La solucion de prehibrnidizacion es reemplazada con 10 mis de soiucién pre
calentada DIG Easy HYb que contiene la sonda desnaturalizada a una concentracion
final de 1 millén de conteos por ml. Las manchas son hibrnidizadas a 45 °C por 16 — 18
horas

[0070] Las manchas son lavadas con una solucién de baja ngurosidad (5X SSC,
0.1XSDS) a 45 °C y luego repetidamente lavadas con una solucion de alta ngurosidad
(01 XSSC, 0.1% SDS) a 65 °C. Las manchas son expuestas en un pantalla de fésforo
(Amersham Bioscience, Piscataway, NJ) por mas de 2 horas y la exposicidon leida
usando una maquina de Tormenta de Datos 860 (Storm Data machine) (Amersham
Bioscience)

EJEMPLO 6

[0071] Los métodos utiizados para identificar progenies de algoddn heterozigos de
homozigos que conttenen el evento MON 88913 son descritos en un ensayo de
zigocidad para los cuales ejlemplos de las condciones son descritos en las Tablas y
Tabla 5 Los pnmers usados en los ensayos de zigocidad son pnmer SQ 1099 (SEQ ID
NO:21), SQ 1100 (SEQ ID NO 22), SQ 1353 (SEQ ID NO 23), primer marcado 6FAM™
(SEQ ID NO 24), y primer marcado VIC™ (SEQ ID NO 25), 6 FAM and VIC son
productos colorantes fluorecentes de Apllied Biosystems (Foster City, CA) fijados a |

primer de DNA
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[0072] SEQ ID NO 21, SEQ ID NO:22 y SEQ ID NO 23, cuando son usadas en estos
métodos de reaccidn producen un amplicon de DNA para algodén no-transgénico, dos
amplicones de DNA para algodén heterozigo que contiene el evento MON 88913 y un
amplicén de DNA para algodén MON 88913 homozigo que es distinto de cualquier otro
algodén no MON-88913 Los controles para este analisis deben incluir un control
positivo de algodon homozigo y heterozigo que contenga el DNA del evento MON
88913, un control negativo de un algodén no transgénico , y un control negativo que no
contiene plantila de DNA Este ensayo es optimizado para usar con Stratagen
Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700, o Eppendorf Mastercycler Gradient
termociclador Otros métodos y aparatos conocidos a aquellos habilidosos en el arte
que produce amplicones que identifican la zigocidad de un progenie de cruces hechos

con plantas de algodén MON 88913 esta dentro las posibitidades del arte

Tabla 4 Soluciones de Reaccion del Ensayo de Zigocidad

Paso Reagente Cantidad Comentarios

Adicionar hasta volumen

1 Agua libre de nucleasa final de 10 ul
1X concentracién
2 2X Mezcla Maestra final
Universal ( Applied 50ul
Biosystems cat #
4304437)
Primers SQ 1099, SQ

3 1100, SQ 1353 0.5 ul 025uM

(resuspendidos en agua concentracion final

libre de nucleasa a una

concentracién de 20 pM)

Primer 6FAM™
(resuspendido en agua 04 uM
4 lbre de nucleasa a una 0.2 concentracion final

concentracion de 20 uM)

Primer VIC™
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(resuspendido en agua
libre de nucleasa a una
concentracion de 20 uM)

0.2

04 uM
concentracion fina

Polimerasa de DNA
REDTaq
( 1 unit/ul)

1 0 pl {recomendado
cambiar las pipetas antes
del préximo paso)

1 umdad/reaccidon

DNA extraido {plantilla):

= Muestras para ser

analizadas (Hojas
individuales)

* Control Negativo

= Control Negativo

=  Control Positivo

= Control positivo

304l
o 4-80ngde DNA
genomico

DNA
gendmico de

o 4 ng de

algoddn no
transgénico

o No plantilla de DNA
(soluciéon en la cual
DNA
resuspendido)

fue

o 4 ng de DNA del
evento conocido de

algodon heterozigo
MON 88913

o 4 ng de DNA del
evento conocido de
algodon  homozigo
MON 88913 .

Diludo en agua

Mezclar suavemente y
adicionar 1 -2 gotas de
aceite mineral enla




parte superior de cada

Tabla 5 Condiciones del Termociclador en el ensayo de Zigocidad

[0073] Proceda con la ampificacion de DNA en un Stratagen Robocicler, MJ Engine,

Perkin —Elmer 9700, o Eppendorf Mastercicler Gradient termociclador, usando los

siguientes parametros de ciclado. Cuando el PCR es realizado en el MJ Engine o

Eppendorf Mastercicler Gradient, el termociclador debe ser operado en una manera

calculada Cuando se realiza en PCR utllizando el termociclador Perkin-Elmer 9700 ,

opere el termociclador con la velocidad de rampa fijada en el maximo

Ciclo No

Parametros . Stratagen Robocycler

1

94 °C 3 minutos

38

94 °C 1 minuto
60°C 1 minutos

72°C 1 minuto y 30 segundos

72 °C 10 minutos

Ciclo No

Parametros MJ Engine o Perkin-Elmer 9700

1

94 °C 3 minutos

38

94 °C 10 segundos
60 °C 30 segundos

72°C 1 minuto y 30 segundos

72°C 10 minutos

Ciclo No

Parametros . Eppendorf Mastercycler Gradient

1

94 °C 3 minutos

38

94 °C 15 segundos

W\




60 °C 15 segundos

72°C 1 minuto y 30 segundos

1 72 °C 10 minutos

EJEMPLO 7

[0074] Analisis de muestras de DNA gendmico de algodén fue conducido usando un
método de punto final Tagman® Las produccion del amplicén de diagnéstico para
DNA genémico de MON 88913 fue producida mediante el uso un conjunto de pnmer A
que Incluia primers de eventos. SEQ ID NO.21, SEQ ID NO 22 y sonda 6-FAM SEQ ID
NO 24, y un conjunto de primer B que Incluia primers de eventos SEQ ID NO'26, SEQ
ID NO-27, y sonda 6 FAM SEQ ID NO:28 EI método usa un formato de 96 o 384
columnas y un Sistema PCR Applied Biosytstems GeneAmp 9700 o MJ Research DNA
Engine PT-225 El DNA extraido de las muestras de tejido de algodén como se
describié previamente debe estar en el rango de 5 —10 ng por reaccion de PCR Cada
reaccion tiene un volumen final de 10 pl consistente de 0.5 pl de concentracion igual de
los pnmers de evento (20 uM), 5 0 ul de 2X mezcla maestra universal, 0 2 pyl de sonda
6-FAM (10 uM), 3 ul de muestra de DNA (5-10 ng) y agua a 10 ul Los parametros de
ciclador termal son 1 ciclo 50 °C por 2 minutos, 1 ciclo 95 °C por 10 minutos, 10 ciclos a
95 °C por 15 segundos, 64 °C por 1 minuto luego - 1°C/ciclo, 30 ciclos 95 °C por 15
segundos, 54 °C por 1 minuto luego mantener a 10 °C La produccion de amplicén fue
determinada por un lector de microplato, por ejemplo, un TECAN Safire (Durham, NC)
usando las condiciones descnitas por el fabricante Un programa de analisis de datos
(TagPro™ ) fue usado para calificar la produccién de los amplicones marcados Otro
equipo y métodos de analisis conocidos en el arte de la deteccion de DNA pueden ser
usados para detectar amplicones de la presente invencion

[0075] Un depdsito de Monsanto Technology LLC de la semilla de aigodon MON 88913
expuesta anteriormente y recitada en las reivindicaciones, ha sido hecho bajo el Tratado

de Budapest con el Amencan Type Culture Collechon (ATCC), 1081 University

W2
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Boulevard, Manassas, Va 20110 El nimero de acceso ATCC es PTA —4854 El
depdsito sera mantenido en el depositario por un periodo de 30 afios, o 5 afios despuées
del ultimo requerimiento, o por la vida efectiva de la patente, cualquiera el que sea mas
largo, y sera reemplazado como sea necesario durante el periodo

[0076] Habiendo ilustrado y descrito los principios de la presente invencion, debe ser
aparente para las personas experimentadas en el arte que la invencién puede ser
modificada en arreglo y detalles sin apartarse de tales principios. Nosotros
reivindicamos todas las modificaciones que estan dentro del espintu y alcance de las
reivindicaciones anexas

[0077] Todas las publicaciones y documentos de patentes publicados citados en esta
especificacion son incorporadas aqui por referencia en la misma extensidon como si
cada publicacién ndividual o aplicacion de patente fuera especificamente e

individualmente indicada para ser incorporada por referencia
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REIVINDICACIONES
1 Semilla del evento de algodén designado MON 88913 y que tiene semillas
representativas depositadas con el American Type Culture Collection (ATCC)

con numero de acceso PTA-4854

2 La planta de algodén y partes de ella producida por el crecimiento de la

semilla de la reivindicacion 1

3 La planta de algoddn y partes de ella de la reivindicacion 2, que incluye

polen, ovulo, flores, capsulas, motas, tallos, maices, u hojas
4 Progenie de la planta de algodén de ia reivindicacion 2 tolerante al Glifosato

5 Una planta de algodén progenie de la reivindicacion 4, donde el genoma de
la mencionada planta de algoddn incluye una o mas moléculas de DNA
seleccionadas de un grupo consistentes de SEQ ID NO.1, SEQ ID NO 2,
SEQ ID NO 3y SEQ ID NO:4,.

6 Una semilla o planta de algoddén progenie o partes de ellas de la
reivindicacién 4, cuyo genoma produce un amplicon que comprende SEQ ID

NO.1 o0 SEQ ID NO 2, en un método de amplificacion de DNA

7 Una molécula primer polinucleStido de DNA aislada que comprende al menos
11 nucleétidos contiguos de SEQ ID NO 3, o sus complementos que es util
en el método de amplificacion del DNA para producrr un amplicon de
diagnostico que incluye SEQ ID NO 1 para el evento de algodon MON
88913
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8. Una molécula primer polinucleétido de DNA aislada que comprende al menos
11 nucledtidos contiguos de SEQ ID NO 4, o sus complementos que es util
en el método de amplificacion del DNA para producir un amplicén de
diagnodstico que Incluye SEQ ID NO.2 para el evento de algodon MON
88913

9 Un kit de deteccion de DNA que comprende al menos una molécula de 11 o
mas nucledtido contiguos homdlogos o complementarios a SEQ ID NO:3 o
SEQ ID NO 4, que cuando se usan en métodos de ampificacion de DNA
producen un amplicon de diagnastico que comprende SEQ ID NO:1 o SEQ

ID NO 2, para el evento de algodén MON 88913

10. Un método de producir un aplanta de algodon que tolera la aplicacion del
herbicida glifosato que comprende

a Cruzar sexualmente una primera planta parental de algodon tolerante
al glifosato de evento MON 88913 y una segunda planta parental de
algodén que carece de la tolerancia al herbicida glifosato, de esta
manera produciendo un pluralidad de plantas de pnmer progenie, y

b Seleccionar un planta de primer progenie que es tolerante al glifosato,
y '

¢ Autofecundar la mencionada planta de primer progenie, de esta
manera produciendo una planta de segundo progenie, y

d. Seleccionar de esa planta de segundo progenie, una planta tolerante al

ghfosato

11 El método de la reivindicacién 10 comprende ademas el paso de retro cruzar
la planta de prnimer progerie que es tolerante al glifosato o la planta de

segundo progenie que es tolerante al glifosato a la segunda planta parental o
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una tercera planta parental, asi produciendo una planta que tolera la

aplicacién de glifosato

12 Un método de detectar la presencia de DNA correspondiente al evento de

algodon MON 88913 en una muestra, el método comprende

a. Contactar la muestra que incluye el DNA con un conunto primer de
DNA, que cuando se usa en una reaccién de amplificacién de acido
nucieico con un DNA genomico de un evento de aigodén MON 88913,
produce un amplicén de diagndstico que comprende SE ID NO'1 o
SEQID NO.2 y

b Realizar una reaccion de amplficacibn de acido nucleico, asi
produciendo el amplicon de diagnéstico, y

¢ Detectar el amplicén de diagnéstico

13 En el método de la rewindicacién 12, donde el mencionado conunto de

primer comprende SEQ ID NO 21, SEQ ID NO 22 y SEQ ID NO 24

14 En el método de la rewvindicacion 12, donde el mencionadoe conunto de

primer comprende SEQ ID NO 26, SEQ ID NO 27 y SEQ ID NO 28

15 Un método para detectar la presencia de un DNA correspondiente a un

evento de algodén MON 88913 en una muestra, el método comprende

a Contactar la muestra que incluye el DNA con una sonda que hibridiza
bajo condiciones rigurosas de hibridizacion con DNA gendémico del
evento de algoddn MON 88913y no hibnidiza bajo rigurosas

condiciones de hibndizacién con un DNA genémico de una planta de
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algodén de control, donde dicha sonda es homdloga o complementana
aSEQIDNO:10SEQIDNO 2,y

b. Someter la muestra y la sonda a ngurosas condiciones de
hibndizacion, y

¢ Detectar la hibridizacion de la sonda al DNA

16 Una planta de algodén que comprende rasgos de tolerancia al glifosato que
esta genéticamente ligada a un complemento de un acido nucleico marcador,
donde ia mencionada moiécula de dcido nucieico marcador es homdioga o
complementaria a una molécula de DNA seleccionada del grupo consistente

de SEQ ID NO 1y SEQ ID NO.2.

17 Un método para determinar la zigocidad de un progenie de algodén del

evento MON 88913 que comprende

a Contactar la muestra que comprende e DNA de algoddn con un
conjunto primer que comprende SEQ ID NO 21, SEQ ID NO 22 y SEQ
ID NO-23, que cuando se usa en una reaccion de amplificaciébn de
acido nucleico con DNA gendmico del evento de algodon MON 88913,
produce un pnmer amplicon que es diagnéstico para el evento de
algodén MON 88913, y

b Realizara la reaccion de amplificacion de acido nucleico, de esta
manera produciendo el primer amplicon, y

¢ Detectar ef primer ampiicon, y

d Contactar la muestra que incluye el DNA del algodén, con el
mencionado conjunto de primer, que cuando se usa en una reaccion
de amplificacién de acido nucleico con DNA gendémico de plantas de

algodén produce un segundo amplicén que incluye DNA genémico de
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algodéon nativo homodlogo a la region gendémica de algodon del
transgene de Insercidn identificado como evento de algodéon MON
88913

e Realizar una reaccién de amplificacion de acido nucleico, asi
produciendo el segundo amplicén, y

f Detectar el segundo amplicén; y

g. Comparar el primero y segundo amplicén en una muestra, donde la
presencia de ambos amplicones indica que la muestra es heterozigo

para ia insercién transgénica

18. Un método para determinar la zigocidad del progenie del evento de algodédn

Mon 88913 que incluye

a Contactar la muestra que incluye el DNA de algoddn con un conjunto
de pnmer que comprende SEQ ID NO-21, SEQ ID NO'22, SEQ ID,
NO 23, SEQ ID NO:24 y SEQ ID NO.25, y

b Realizar una reacciéon de amplificacion de acido nucleico, y

¢. Detectar los productos de la reaccion
19. Un método para controlar malezas en un cultivo de algodén de evento MON

88913 que comprende el paso de aplicar una dosis efectiva de herbicida que

contiene glifosato a dicha siembra de algoddn de evento MON 88913

Traducido por Guillermo Angel Reyes



REIVINDICACIONES CORREGIDAS DE ACUERDO AL ARTICULO 19 DEL PCT
Recibidas por el Departamento internacional el 26 de Enero de 2005.

Las reivindicaciones originales 1, 7, 8, 10, 12, 15, y 19 fueron corregidas.

La reivindicacién 20 fue afadida.

1. Semilla del evento de algodén designado MON 88913, comprendida
dentro de SEQ ID NO: 1 Y SEQ ID NO: 2 y que tiene semillas
representativas depositadas con el American Type Culture Collection
(ATCC) con numero de acceso PTA-4854.

2. La planta de algodén y partes de ella producida por el crecimiento de la

semilla de la reivindicacion 1.

3. La planta de algodén y partes de ella de la reivindicacién 2, que incluye
polen, évulo, flores, capsulas, motas, tallos, maices, u hojas.

4. Progenie de la planta de algodén de la reivindicacion 2 tolerante al
Glifosato.

5. Una planta de algodon progenie de la reivindicacion 4, donde el
genoma de la mencionada planta de algod6n incluye una o mas
moléculas de DNA seleccionadas de un grupo consistentes de SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4.

6 Una semilla o planta de algodén progenie o partes de ellas de la
reivindicacion 4, cuyo genoma produce un amplicon que comprende
SEQ ID NO.1 0 SEQ ID NO:2, en un método de amplificacion de DNA.

7. Un set de primers de DNA que consiste de dos moléculas de DNA,
donde la primera molécula tiene al menos 11 6 mas polinucledtidos
continuos en cualquier porcion sobre la region transgénica de la
molécula de DNA SEQ ID NO: 3 o su complemento; y la segunda
molécula de DNA es de un largo similar comprendiendo cualquier
porcion del flanco 5 de la region gendmica del DNA del algodén SEQ
ID NO* 3 o su complemento, estas moléculas de DNA cuando se usan
simultaneamente sirven como método de amplificacién del DNA para
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producir un amplicén de diagnéstico que incluye SEQ ID NO: 1 para el
evento de algodén MON 88913.

Un set primer de DNA que comprende dos moléculas de DNA, donde la
primera molécula comprende al menos 11 6 mas polinucleétidos
continuos de cualquier porcién de la regidén transgénica de la molécula
de DNA de SEQ ID NO. 4, o su complemento; y la segunda molécula
de DNA de un largo similar que abarque cualquier porcion del flanco 3
de la regibn genémica del DNA del algodén SEQ ID NO: 3 o su
complemento, donde estas moléculas de DNA cuando se usan
simultdneamente sirven como un set primer de DNA en el método de
amplificacion del DNA para producir un amplicon de diagnéstico que
incluye SEQ ID NO:2, para el evento de algodon MON 88913.

Un kit de deteccidn de DNA que comprende al menos una molécula de
11 o mas nucleétido contiguos homélogos 0 complementarios a SEQ 1D
NO:3 6 SEQ ID NO:4, que cuando se usan en métodos de amplificacion
de DNA producen un amplicén de diagnéstico que comprende SEQ ID
NO:1 0 SEQ ID NO:2, para el evento de algodén MON 883913

Un método de producir una planta de algodén que tolera la aplicacion
del herbicida glifosato que comprende:
a. Cruzar sexualmente una primera planta parental de algodén
tolerante al glifosato de evento MON 88913 que comprende SEQ
ID NO: 1 y EQ ID NO: 2 y una segunda planta parental de
algodén que carece de la tolerancia al herbicida glifosato, de esta
manera produciendo un pluratidad de plantas de primer progenie;
y
b. Seleccionar un planta de primer progenie que es tolerante al
glifosato; y
¢. Autofecundar la mencionada planta de primer progenie, de esta
manera produciendo una planta de segundo progenie; y
d. Seleccionar de esa planta de segundo progenie, una planta
tolerante al glifosato.

REIVINDICACIONES CORREGIDAS. ARTICULO 19 DEL PCT. 2
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11 El método de la reivindicacion 10 comprende ademas el paso de retro
cruzar la planta de primer progenie que es tolerante al glifosato o la
planta de segundo progenie que es tolerante al glifosato a la segunda
planta parental o una tercera planta parental, asi produciendo una
planta que tolera la aplicacién de glifosato.

12. Un método de detectar la presencia de DNA correspondiente al evento
de algodén MON 88913 que comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO:2
en una muestra. El método abarca:

a. Contactar la muestra que incluye el DNA con un conjunto primer
de DNA que incorpora:
i. Por lo menos 11 nucleétidos continuos de un flanco 5 de la
region genémica del DNA de un algodén flanqueando el sitio de
insercion en el evento de algodon MON 883913 o su
complemento; o un flanco 3 de la regién genémica del DNA de un
algoddn flanqueando el sitio de insercién en el evento de algodén
MON 88913 o su complemento; y
i Por lo menos 11 nucleétidos continuos de la region
transgénica de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 que cuando se
usa en una reaccién de amplificacion de acido nucleico con un
DNA genémico de un evento de algodén MON 88913, produce
un amplicon de diagnéstico que comprende SE ID NO:1 o SEQ
IDNO:2y

b. Realizar una reaccion de amplificacion de &cido nucleico,
produciendo una muestra del amplicén; y

c. Comparar [a muestra de aplicon con el amplicon de diagnéstico
para determinar si el aplicdn de muestra comprende SEQ ID NO:
10 SEQ ID NO: 2.

13. En el método de la reivindicacion 12, donde el mencionado conjunto de
primer comprende SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 24.

14 En el método de la reivindicacion 12, donde el mencionado conjunto de
primer comprende SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28.

REIVINDICACIONES CORREGIDAS. ARTICULO 19 DEL PCT. 3
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15. Un método para detectar la presencia de un DNA correspondiente a un
evento de algodén MON 88913 en una muestra, el método comprende:
a. Contactar la muestra que incluye el DNA con una sonda que
hibridiza bajo condiciones rigurosas de hibridizacion con DNA
gendmico del evento de algodén MON 88913, comprendiendo
SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO: 2 y no hibridiza bajo rigurosas
condiciones de hibridizacién con un DNA genémico de una planta
de algoddén de control, donde dicha sonda es homodloga o
complementaria a SEQ ID NO:1 6 SEQ ID NO:2, y
b. Someter la muestra y la sonda a rigurosas condiciones de
hibridizacién; y
c. Detectar la hibridizacién de la sonda al DNA

16. Una planta de algodén que comprende rasgos de tolerancia al glifosato
que esta genéticamente ligada a un complemento de un acido nucleico
marcador, donde la mencionada molécula de acido nucleico marcador
es homologa o complementaria a una molécula de DNA seleccionada
del grupo consistente de SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2.

17. Un método para determinar la zigocidad de un progenie de algodon del
evento MON 88913 que comprende
a. Contactar la muestra que comprende el DNA de algodén con un
conjunto primer que comprende SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 y
SEQ ID NO:23, que cuando se usa en una reaccion de
amplificacion de acido nucleico con DNA gendmico del evento de
algodbn MON 88913, produce un prnmer amplicon que es
diagnéstico para el evento de algodén MON 88913; y
b. Realizara la reaccion de amplificacion de acido nucleico, de esta
manera produciendo el primer amplicén; y
c. Detectar el primer amplicon; y
d. Contactar la muestra que incluye el DNA del algodén, con el
mencionado conjunto de primer, que cuando se usa en una
reaccion de amplificacién de acido nucleico con DNA genémico
de plantas de algodén produce un segundo amplicon que Incluye
DNA gendémico de algodén nativo homélogo a la regidn gendmica

REIVINDICACIONES CORREGIDAS. ARTICULO 19 DEL PCT. 4



de algodén del transgene de insercion identificado como evento
de algodén MON 88913.

e. Realizar una reaccién de amplificaciébn de acido nucleico, asi
produciendo el segundo amplicon; y

f. Detectar el segundo amplicon; y

g. Comparar el prmero y segundo amplicén en una muestra, donde
la presencia de ambos amplicones indica que la muestra es
heterozigo para la insercién transgenica

18. Un método para determinar la zigocidad del progenie del evento de
algodén Mon 88913 que incluye:
a. Contactar la muestra que incluye el DNA de algodén con un
conjunto de primer que comprende SEQ ID NO:21, SEQ ID
NO:22, SEQ ID N0:23, SEQ ID NO:24 y SEQ ID NO:25, y
b. Realizar una reaccion de amplificacion de acido nucleico; y
c. Detectar los productos de la reaccion.

19. Un método para controlar malezas en un cultivo de algodén de evento
MON 88913 comprendiendo SEQ ID NO'1 y SEQ ID NO: 2 que
comprende el paso de aplicar una dosis efectiva de herbicida que
contiene glifosato a dicha siembra de algodén de evento MON 88913.

20. (Nueva) El método de la reivindicaciéon 12, en donde el set primer de
DNA involucra al menos una molécula de 11 o mas nuclettidos
homoélogos continuos o complementarios a SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4.

REIVINDICACIONES CORREGIDAS. ARTICULO 19 DEL PCT. 5
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Box No.| Basis of the report

1 With regard to the language, thus report is based on the international application in the language in which it was
filed, unless otherwise indicated under this item.

[0 This report 1s based on translations from the original language into the following language ,
which 1s the language of a translation furnished for the purposes of:

O international search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the intemational application (under Rule 12.4)
O internatonal preiminary examination (under Rules 55.2 andbr 55.3)

2. With regard to the elements* of the international apphcation, this report is based on (replacement sheets which
have been furnished to the receiving Office in response to an invilation under Arbcle 14 are referred to in this

report as "originally filed” and are not annexed to this report):

Description, Pages

J)
1-31 as onginally filed
Claims, Numbers
1-19 fited with telefax on 18.02.2005
Drawings, Sheets
15-55 as ongmnally filed

& a sequence listing andbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. O The amendmenis have resulted in the cancellation of:

{1 the descnption, pages
O the claims, Nos.
00 the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing {specify):
1 any table(s) related to sequence histing (specify):

4 [1 This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the

Supplemental Box (Rule 70.2(c)).
O the descnption, pages
{0 the claims, Nos.
3 the drawings, sheetsfigs
O the sequence listing (specify).
0O any table(s) related to sequence hsting (specify):

* If item 4 applies, some or all of these sheets may be marked "superseded.”
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Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Clams 1-19
No: Clams

Inventive step (IS) Yes: Claims 1-19
No: Clams

Industna! applicability (1A) Yes. Claimns 1-18
No: Claims

2. Citations and explanations (Rule 70.7).

see separate sheet

Box No. VIl Certain documents cited

1. Certain pubhshed documents (Rule 70.10)
and /or

2 Non-wntten disclosures (Rule 70.9)

see separate sheet

Box No. VIl Certain observations on the international application

The following observations on the clanty of the claims, descnption, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet
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Supplemental Box relating to Sequence Listing

Continuation of Box I, item 2:

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed In the intemational application and
necessary to the claimed invention, this report has been established on the basis of:

a. type of matenal:
a sequence histing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of matenal:
O in wntten format
& in computer readable form
. e of filingfurnishing:
& contaned in the international apphcation as filed
& filed together with the internatona! applicahon in computer readable form

O furnished subsequently to this Authonty for the purposes of search andbr examination

O recewed by this Authonty as an amendment on

2. U Inaddrtion, in the case that more than one version or copy of a sequence hsting andbr table(s) relating
thereto has been filed or fumished, the required statements that the information in the subsequent or
additional copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed,

as appropnate, were furmished.

3. Additicnal observations, If necessary:
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Ad Section I: Basis of the opinion
1.  Reference is made to the following documents:

D1: WO 02/44407 A (ROSQUE INGE ; SES EUROP N V (BE); BARNES STEVE
(BE); WEYENS GUY (BE)) 6 June 2002 {2002-06-06)

D2: US-B-6 462 2581 (FINCHER KAREN L ET AL) 8 October 2002 (2002-10-08)

D3: PLINE WENDY A ET AL: "Reproductive abnormalities in glyphosate-resistant
cotton caused by lower CP4-EPSPS levels in the male reproductive tissue"
WEED SCIENCE, vol. 50, no. 4, July 2002 (2002-07), pages 438-447,
XP002292800 ISSN: 0043-1745

D4: WO 02/34946 A (MONSANTO TECHNOLOGY LLC ; YE MINWEI (US);

RANGWALA TASNEEM S (US)) 2 May 2002 (2002-05-02)
D5: MICHAEL A. JONES AND CHARLES E. SNIPES: *Tolerance of Transgenic

Cotton to Topical Applications of Glyphosate® JOURNAL OF COTTON
SCIENCE, vol. 3, 1999, pages 19-26, XP002292746

D6: WINDELS P ET AL: "DEVELOPMENT OF A LINE SPECIFIC GMO
DETECTION METHOD A CASE STUDY" MEDEDELINGEN VAN DE
FACULTEIT LANDBOUWWETENSCHAPPEN UNIVERSITEIT GENT, GENT,
BE, vol. 64, no. 5B, 22 September 1999 (1999-09-22), pages 459-462,

XP001032975 ISSN: 0368-9697
D7: WO 02/100163 A (MONSANTO TECHNOLOGY LLC ; HUBER SCOTT A (US),

DOHERTY SEAN (US); ROBER) 19 December 2002 (2002-12-19)

D8: WO 99/46396 A (MONSANTO CO) 16 September 1999 (1999-09-16)

D9S. EP-A-0 899 341 (MYCOGEN CORP) 3 March 1999 (1999-03-03)

D10 GINGER G. LIGHT ET AL.: "Yield Of Glyphosate-Tolerant Cotton As Affected
By Topical Glyphosate Applications On The Texas High Plains And Rolling
Plains" JOURNAL OF COTTON SCIENCE, vol. 7, 2003, pages 231-235,

XP002292747

2) Amendments (Article 34 PCT)

The amendments introduced in the claims submitted by the applicant appear to be
admissible.

Form PCT/Separata Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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Ad Section V :Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ii); citations and explanations
supporting such statement

2. Novelty (Article 33 (2) PCT)

2.1 None of the document cited in the intemational search report seem to disclose a
seed cotton a plant or plant parts as defined in claims 1-6. The same conclusion
applies to a DNA primer set as claimed in claims 7-9, to methods of producing a
cotton plant comprising sexual crossing a glyphosate tolerant cotton event MON
88913, to the method of detecting a DNA corresponding to said cotton event MON
88913 as claimed in claims 10-15. Similarly a method of determining the zygosity of
the progeny of cotton event MON 88913 and a method of controlling weeds in a crop
of cotton event MON 88913 as claimed in claims 17-19 seem novel.

3. Inventive step (Article 33 (3) PCT)

3.1 Document D4 (W00234946) is considered to represent the most relevant state of the
art. It discloses a commercial cotton event (1445) which provides excellent tolerance

to glyphosate through the four-leaf stage but not beyond this stage (see present

application p.1 3§).

The difference between claim 1 and this document lies in that claim 1 refers to a
different cotton event 88913.

The effect assoclated with this difference is that said cotton event is more tolerant to
glyphosate than the current commercial cotton event (see present application p.19
last §)

The problem to be solved by the present invention may therefore be regarded as to
obtain a new cotton event having an increased tolerance to glyphosate.

D5 (Jones et al.) or D4 (W09946396) or D3 (Pline et al.) state that glyphosate is
gametocide. D3 states that CP4 EPSPS in stigma, anther, preanthesis floral bud and
flower petals were significantly less than that in the vegetative leaf tissue (see D3 p.
444 col.2 half page and figure 2b). In the light of D3, it becomes apparent that male
reproductive organs in glyphosate resistant cotton appears to be only partially
resistant to the effects of glyphosate, presumably because of the insufficient

Form PCT/Separate Sheat/d09 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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presence of CP4-EPSPS. Thus, the presence of suboptimal quantities of the CP4-
EPSPS in these tissues may slow, instead of completely inhibit, pollen maturation
(see D3 p.444 col.2 last § and p.446 col.1 last §).

In view of this prior art, the skilled person would have had an incentive to ook for an
other cotton event, but would not have had a reasonable expectation of success to
obtain the cotton event as presently claimed. This solution claimed in claim 1 seems
to involve an inventive step. The same conclusion applies for dependent claims or
claims referring to said selected cotton event as claimed in claims 2-11,13,14,15,17-

19,

Ad section VII: Certain observations on the international application.

4.

4.1

42

4.3

4.4

4.5

Clarity (Article 6 PCT)

From the present description it is unclear whether the deposited MON 88913 1s
homozygous or heterozygous.

Should the present seed cotton event designated MON 88913 contain a transgenic
endosperm and a wild type embryo then the plant or plant parts produced thereof
would be undistinguishable from wild type plants or plant parts.

Should the present seed cotton event designated MON 88913 deposited under
accession No PTA-4854 be heterozygous, then a polien or ovule, produced by
growing the seed of claim 1 and due to segregation, would possibly be
undistinguishable from wild-type cotton pollen or ovule. Claim 3 has to be clarified.

Claim 16 does not meet the requirements of Article 6 PCT in that the matter for which
protection is sought is not clearly defined. The claim attempts to define the subject-
matter in terms of the result to be achieved which merely amounts to a statement of
the underlying problem. At present, it is unclear based on which criteria a glyphosate
trait must be considered as genetically linked. Is the same chromosomal location

sufficient?

In the European regional phase, the present authority informs that a patent will not be

Form PCT/Separata Sheat/409 (Sheat 3) (EPO-January 2004)
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granted if the claimed subject-matter is directed to a specific plant variety or specific
plant varieties. However, if the invention concems piants and animals and if the
technical feasibility of the invention is not confined to a particular plant or animal
variety, the invention would be patentable (Article 53(b) EPC).

5. Support and Description (Article 6 PCT and Rule 5a PCT).

Claim 16 relates to a cotton plant. However, there is no example throughout the
whole application as filed for a cotton plant glyphosate having a glyphosate trait
except the specific cotton event MON 88913 and its progeny. In this respect, the
claimed subject-matter does not appear to be adequately supported.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 4) (EPO-January 2004)
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CLAIMS;

1. Seed of cotton event designated MON 88913 comprising SEQ 1D NO:1 and SEQ ID
NO:2 and having representative sced deposited with American Type Culture Collection (ATCC)
with Accession No. PTA-4854.

2. The cotton plant or parts thereof produced by growing the seed of claim 1.

3. The cotton plant or parts thereof of cleim 2, comprising pollen, ovule, flowers, boils, lint,
shoots, roots, or leaves, T .

4. Glyphosate tolerant progeny of the conion plant of claim 2.

5. A progeny cotton plant of claim 4, whereln the genome of said cotton plant
comprises one or more DNA molecules sclected from the group consisting of SEQ 1D NO: 1,
SEQ ID NO:2, SEQ 1D NO:3, and SEQ 1D NO:4.

6. A progeny cotton plant or seed or parts thereof of claim 4, the genome of which
produces an amplicon comprising SEQ 1D NO: 1 or SEQ ID NO:2 in a DNA amplification
method. ’

7. A DNA primer set comprising two DNA molecules, wherein the first DNA molecule
comprises at least 11 or more contipuous polynucleotides of any portion of the transgene region
of the DNA molecule of SEQ ID NO:3 or its complement, and the second DNA molecule of
similar length comprises any portion of a 5' flanking conon genomic DNA region of SEQ 1D
NO:3 or its complement, where these DNA molecules when used together are uscful in a8 DNA
amplification method o produce an amplicon comprising SEQ ID NO; 1 diagnostic for cotton
event MON 88913.

. 8. A DNA primer set comprising two DNA molecules, wherein the first DNA molecule
comprises at least 11 or more contiguous polynucieotides of any portion of the transgene region
of the DNA molecule of SEQ ID NO:4, or its complement, and the second DNA molecule of
similar length comprises any portion of a 3' flanking cottdn genomic DNA region of SEQ 1D
NO:4, or its complement, where these DNA molecules when used together are useful as a DNA
primer set in 2 DNA amplification method to produce an amplicon comprising SEQ 1D NO:2
diagnostic for comton event MON 88913.

9. A DNA detection kit comprising at least one molecule of 11 or more contiguous

Eref .22 1318/02/205 23:55 AMENDED SHEET 346 p.0mm 18/02/200
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nuclaotides homologous or complementary to SEQ ID NO:3 or SEQ 1D NO:4, that when vsed in
a DNA amplification methods produces an amplicon comprising SEQ [D NO: t or SEQ ID
NO:2 diagnostic for cotton event MON 88913. )

10. A method of producing & cotton plant that tolerates application of glyphosate
herbicide comprising: )

(a) sexually crossing a first glyphaosate tolerant cotton event MON 88913 parent plant
comprising SEQ ID NO:1 and SEQ JD NO:2 and a second parent cotton plant that lacks the
tolerance to glyphosate herbicide, thereby

producing a plurality of first progeny plants; and

(b) selecting a first progeny plant that is tolerant to glyphosate'; and

(c) selfing said first progeny plant, thercby producing a plurality of second progeny plants;

and

(d) selecting from said second progeny plants, a glyphosate tolerant plant.

11. The method of claim 10 further comprising the step of backcrossing the first progeny
plant that is tolerant to glyphosate or the second progeny plant that is glyphosate tolerant to the
second parent plant or a thind parent plant, thereby producing a plant that tolerates the
spplication of glyphosate,

12. A method of detecting the presence of DNA comesponding to cotton event MON 88913
comprising SEQ D NO:1 and SEQ ID NO:2 in a sample, the method comprising:

(a) contacting the sample comprising DNA with a DNA primer set comprising

1) at least 11 contiguous nuclectides of a 5 flanking cotton genomic DNA region
flanking the insartion site in cotton event MONB8913 or its complement, or a 3° flanking
cotton genomic DNA region flanking the insertion site in cotton event MONE8913 or its

. complement, and
(ii) at least 1] contiguous nucleotides of the transgene region of SEQ 1D NO:3 or SEQ

ID NO:4;
which when used in a nucleic acid amplification reaction with genomic DNA from the cotton

event MON 88913, produces a diagnostic amplicon comprising SEQ JD NO:I or SEQ ID NO:2;

and
(b) performing a nucleic acid amplification reaction, thereby producing a sample amplicon;

and

) AMENDED SHEET 5
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(c) comparing the sample amplicon 1o the diagnostic amplicon to determine whether the
sample amplicon comprises SEQ ID NO:] or SEQ ID NO:2,

13. Inthe method of claim 12, where in said pﬁfner set comnprises SEQ 1D NO:21,

SEQ ID NO:22 and SEQ 1D NO:24,

14. In the method of claim 12, wherein said primer set comprises SEQ ID NO:26,
SEQ 1D NO:27 and SEQ 1D NO:28.

15. A method of detecting the presence of a DNA corresponding to cotion event MON
88913 in a sample, the method comprising:

(a} contacting the sample comprising DNA with a probe that hybridizes under stringent
hytridization conditions with genomic DNA from the cotton event MON 88913, comprising
SEQ ID NO:1 and SEQ 1D NO:2, and does not hybridize under the stringent hybridization
conditions with a contro! cotton
plant genomic DNA, wherein said probe is homologous or complementary to SEQ 1D NG:i or
SEQID NO:2; and

(b) subjecting the sample and probe to stringent hybridization conditions; and

(¢) detecting hybridization of the probe to the DNA.

16. A cotton plant comprising a glyphosate tolerant trait that is genetically linked o a
complement of a marker polynucleic acid, wherein said macker polynucleic acid molecule is
homologous or complementary to a DNA molecule selected from the group consisting of SEQ
IDNO:1 and SEQ ID NO:2.

17. A method of determining the zygosity of the progeny of cotton event MON

88913 comprising:

(a) contacting the sample comprising cotton DNA with a primer set comprising SEQ 1D
NO:21, SEQ ID NO:22 und SEQ ID NO:23, that when used in a nucleic-acid ampfification
reaction with penomic DNA from cotton event MON 88913, produces a first amplicon that is
diagnostic for carton event MON 8891 3; and

{b) performing a nucleic acid amplification reaction, thereby producing the first amplicon;

and

(c) detecting the first amplicon; and

(d) contacting the sample comprising cotton DNA with said primer set, that when used in a
nucleic-acid amplification reaction with genomic DNA from cotton plants produces a
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~35.

second amplicon comprising the ‘native cotton genomic DNA homologous o the cation
genomic region of a ransgene insertion identified as cotton event MON 88913;
(e) performing & nucleic acid amplification reaction, thereby producing the second
amplicon; and
(f) detecting the second amplicon; and
(g) comparing the first and second amplicons in a sample, wherein the presence of both
amplicons indicates the sample is heterozygous for the transgene insertion.
I8. A method of determining the zygosity of the progeny of cotton event MON
88913 comprising:
(a) contacting the sample comprising cotton DNA with a primer set comprising SEQ 1D
NO:2), SEQ ID NO:22, SEQ |D NO:23, SEQ ID NO:24, and SEQ ID NO:25: and
(b) performing a nucleic acid amplification reaction; and
() detecting the products of the reaction,
19. A method for controlling weeds in a crop of conion event MON 88913, comprising SEQ
ID NO:1 and SEQ 1D NO:2, comprising the step of applying an effective dose of a glyphosate
containing herbicide to said crop of cotton event MON £8913.
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SOBRE ESTAS REIVINDICACIONES SE DEBE HACER EL
EXAMEN DE PATENTABILIDAD DE ESTA SOLICITUD.

REIVINDICACIONES CORREGIDAS DEACUERDO AL ARTICULO 34 DEL PCT
Recibidas por el Departamento internacional el 18 de Febrero de 2005.

1. Semilla del evento de algodén designado MON 88913, comprendida
dentro de SEQ ID NO: 1 Y SEQ ID NO' 2 y que tiene semillas
representativas depositadas con el American Type Culture Collection
(ATCC) con numero de acceso PTA-4854.

2. La planta de algoddn y partes de ella producida por el crecimiento de la
semilla de la reivindicacion 1.

3. La planta de algodén y partes de ella de la reivindicacién 2, que incluye
polen, 6vulo, flores, capsulas, motas, tallos, maices, u hojas.

4. Progenie de la planta de algodén de la reivindicacién 2 tolerante al
Glifosato.

5. Una planta de algodén progenie de la reivindicacion 4, donde el
genoma de la mencionada planta de algodén incluye una o mas
moléculas de DNA seleccionadas de un grupo consistentes de SEQ ID
NO-' 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4.

6. Una semilla o planta de algoddn progenie ¢ partes de ellas de la
reivindicacion 4, cuyo genoma produce un amplicon que comprende
SEQ ID NO:1 6 SEQ ID NO:2, en un método de amplificacion de DNA.

7 Un set de primers de DNA que consiste de dos moléculas de DNA,
donde la pnmera molécula tiene al menos 11 6 mas polinucleétidos
continuos en cualquier porcién sobre la regién transgénica de la
molécula de DNA SEQ ID NO: 3 6 su complemento; y la segunda
molécula de DNA es de un largo similar comprendiendo cualquier
porcion (5 flanking cotton genomic DNA region of SEQ ID NO:3) del

37



\'3B

flanco 5 de Ia regién gendmica dei DNA del algodén SEQ ID NO: 3 o
su complemento, estas moléculas de DNA cuando se usan
simultdneamente sirven como método de amplificacion del DNA para
producir un amplicén de diagndstico que’incluye SEQ ID NO: 1 para el
evento de algodén MON 88913.

8. Un set primer de DNA que comprende dos moléculas de DNA, donde la
primera molécula comprende al menos 11 o mas polinucledtidos
continuos de cualquier porcién de la regidn transgénica de la molécula
de DNA de SEQ ID NO: 4, 6 su complemento; y la segunda molécula
de DNA de un largo similar que abarque cualquier porcién del flanco 3
de la regién genotmica del DNA del algodén SEQ ID NO: 3 6 su
complemento, donde estas moléculas de DNA cuando se usan
simultdneamente sirven como un set primer de DNA en el método de
amplificacion del DNA para producir un amplicon de diagnéstico que
incluye SEQ ID NO:2 para el evento de algodén MON 88913.

9. Un kit de deteccion de DNA que comprende al menos una molécula de
11 0 mas nucledtido contiguos homélogos o complementarios a SEQ ID
NO:3 6 SEQ ID NO:4, que cuando se usan en métodos de amplificaciéon
de DNA producen un amplicén de diagnéstico que comprende SEQ ID
NO:1 6 SEQ ID NO:2, para el evento de algodon MON 88913.

10. Un método de producir una planta de algodén que tolera la aplicacion
del herbicida glifosato que comprende:

a. Cruzar sexualmente una primera planta parental de algodén
tolerante al glifosato de evento MON 88913 que comprende SEQ
ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 y una segunda planta parental de
algodon que carece de la tolerancia al herbicida glifosato, de esta
manera produciendo un pluralidad de plantas de primer progenie;
y

b. Seleccionar una planta de primer progenie que es tolerante al
glifosato; y

c. Autofecundar la mencionada planta de primer progenie, de esta
manera produciendo una planta de segundo progenie; y

Reivindicaciones corregidas. Articulo 34 del PCT. 2
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d. Seleccionar de esa planta de segundo progenie, una planta
tolerante al glifosato
11. El método de la reivindicacién 10 comprende ademas el paso de retro
cruzar la planta de primer progenie que es tolerante al glifosato o la
planta de segundo progenie que es tolerante al glifosato a la segunda
planta parental 0 una tercera planta parental, asi produciendo una
planta que tolera la aplicacion de glifosato.

12. Un método de detectar la presencia de DNA correspondiente al evento
de algodon MON 88913 que comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2
en una muestra. El método abarca:

a. Contactar la muestra que incluye el DNA con un conjunto primer
de DNA que incorpora:
i. Por lo menos 11 nucleétidos continuos de un flanco 5 de
la region genémica del DNA de un algodén flanqueando el sitio
de insercion en el evento de algodon MON 88913 o su
complemento; o un flanco 3 de la regién genémica del DNA de un
algodén flanqueando el sitio de insercién en el evento de algodén
MON 88913 o su complemento; y
ii. Por lo menos 11 nucleétidos continuos de la region
transgénica de SEQ ID NO: 3 6 SEQ ID NO: 4 que cuando se
usan en una reaccién de amplificacién de acido nucleico con un
DNA genémico de un evento de algodon MON 88913, producen
un amplicon de diagnéstico que comprende SE ID NO:1 6 SEQ
ID NO:2; y

b. Realizar una reaccibn de amplificacion de acido nucleico,
produciendo una muestra del amplicén; y

c. Comparar la muestra de aplicon con el amplicdn de diagnostico
para determinar si el aplicon de muestra comprende SEQ ID NO:
16 SEQIDNO: 2.

13. En el método de la reivindicacién 12, donde el mencionado conjunto de
primer comprende SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 24,

14. En el meétodo de la reivindicacién 12, donde el mencionado conjunto de
primer comprende SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO. 28.

Reivindicaciones corregidas. Articulo 34 del PCT. 3



15. Un método para detectar la presencia de un DNA correspondiente a un
evento de algodén MON 88913 en una muestra, el método comprende:
a. Contactar la muestra que incluye el DNA con una sonda que
hibridiza bajo condiciones rigurosas de hibridizacion con DNA
gendmico del evento de algodon MON 88913, comprendiendo
SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 y no hibridiza bajo rigurosas
condiciones de hibridizacién con un DNA gendmico de una planta
de algodén de control, donde dicha sonda es homodloga o
complementaria a SEQ ID NO:1 6 SEQ IDNO:2, y
b Someter la muestra y la sonda a rigurosas condiciones de
hibridizacion; y
c. Detectar la hibridizacion de la sonda al DNA.

16. Una planta de algodon que comprende rasgos de tolerancia al glifosato
que esta genéticamente ligada a un complemento de un acido nucleico
marcador, donde la mencionada molécula de acido nucleico marcador
es homologa o complementaria a una molécula de DNA seleccionada
del grupo consistente de SEQ ID NO;1 y SEQ ID NO:2.

17. Un método para determinar la zigocidad de una progenie de algodén
del evento MON 88913 que comprende

a. Contactar la muestra que comprende el DNA de algodén con un
conjunto primer que comprende SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 y
SEQ ID NO'23, que cuando se usa en una reaccion de
amplificacion de acido nucleico con DNA gendmico del evento de
algodon MON 88913, produce un primer amplicon que es
diagnéstico para el evento de algodén MON 88913; y

b. Realizara la reaccion de amplificacién de acido nucleico, de esta
manera produciendo el primer amplicén; y

¢. Detectar el primer amplicén; y
Contactar la muestra que incluye el DNA del algodén, con el
mencionado conjunto de primer, que cuando se usa en una
reaccion de amplificacién de acido nucleico con DNA gendmico
de plantas de algodén produce un segundo amplicén que incluye
DNA genomico de algodén nativo homélogo a la regién

Reivindicaciones corregidas. Articulo 34 del EBCT. 4



genémica de algodén del transgene de insercion identificado
como evento de algodén MON 88913.

e. Realizar una reaccion de amplificacién de acido nucleico, asi
produciendo el segundo amplicén, y

f. Detectar el segundo amplicén; y

g. Comparar el primero y segundo amplicon en una muestra, donde
la presencia de ambos amplicones indica que la muestra es
heterozigo para la insercion transgénica.

18. Un método para determinar la zigocidad de la progenie del evento de
algodén Mon 88913 que incluye:
a. Contactar la muestra que incluye el DNA de algoddn con un
conjunto de primer que comprende SEQ ID NO:21, SEQ ID
NO:22, SEQ ID N0:23, SEQ ID NO:24 y SEQ ID NO:25, y
b. Realizar una reaccién de amplificacién de acido nucleico; y
c. Detectar los productos de la reaccién.

19. Un método para controlar malezas en un cultivo de algodon de evento
MON 88913 comprendiendo SEQ ID NO.1 y SEQ ID NO: 2 que
comprende el paso de aplicar una dosis efectiva de herbicida que
contiene glifosato a dicha siembra de algodén de evento MON 88913.

Reivindicaciones corregidas. Articulo 34 del PCT. 5
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For further details on the requirements of sach designated/electsd Office, see Volume Il of the PCT Apphoant's
Guide.

| Ncles to Form PCTASA220 (second sheet) (Janusry 1954)

NSDOCID «XS, ISA220NOCENP4_I>



~ATENT COOPERATION TREATY /

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

\W§

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER see Form PCTASAZ220
11859.0239. 00PCOO ACTION as well as, where apphcable, tem 5 below
Intematonal applicaton No Internabonal filing date (day/month/vear) (Earlhest) Pnonty Date {day/month/year}
PCT/US2004/002507 02/02/2004 12/02/2003
Apphicant

MONSANTO TECHNOLOGY LLC

This Intemational Search Report has baen prepared by this Intemataonal Searching Authonty and 1s transmitted to the apphicant
according to Articla 18 A copy 1s being transmtted to the Intemational Buraau

This Internahonal Search Report consists of a total of 8 sheets
E It s also accomparnied by a copy of each pror art document cited in this report

1 Basis of the report

a With regard to the language, the intemational search was carned out on the basis of the iMemational application in the
language in which it was filed, unless otherwisa indicated under this item

A
The intematonal search was camad out on the basis of a translation of the intematonal applicaton fumished to
this Authonty (Rule 23 1{b))

b (X With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the infematonal application, see Box No. |

Certain claims were found ungearchable (See Box Il)

R

Unity of invention is lacking (see Box (Il)

4 With regard to the title,
the text s approved as submitied by the applicant
the text has been established by this Authonty to read as foliows

e

5 With ragard to the abstract,
EI the taxt 1s approved as subrmited by the applicant

D tha text has bean established, according to Rule 38 2(b), by this Authonty as 1t appaars in Box No [V The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submut comments to this Authonty

6 With regards to the drawings,
a the hgure of the drawings to be published with the abstract 1s Figure Ne.
D as suggested by the applicant
D as selectad by this Authonty, because the apphcant failed to suggest a figure
D as selected by this Authonty, bacause this figure better charactenzes the invenbon
b. [E none of the figures 1s to ba published with the abstract.
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Intemationat applicahon No

INTERNATIONAL SEARCH REPORT POT/US2004/002907

Box No. | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

1 With regard to any nucleotde and/or amino acid sequence disclosad in the intemabional apphcation and necessary to the claimed
invention, the intarnational search was camed out on tha basis of

a type of matenal

E a sequence hsting
D table(s) related to the sequance hshng

b format of matenal
D in wrtten format
E n computer readable form

€ tme of fingAumishing
E contained in the intematcnal apphcaton as filed
EI filed togather with the intemational apphcation in computer readable form
D furnished subsequently to this Authonty for the purpose of search
2 D In addition, in the case that mcre than one vearsion or copy of & sequence isting and/or table relating thereto has been hled

or fumished, the required stateaments that the informabon in the subsequant or addibonal copies 1s identical to that in the
apphcation as filed or does not go beyond the application as filed, as appropnats, ware fumished

i)
'

3 Addrional comments

Fomm PCTASA/210 (contrnuation of first sheet (1)) (January 2004)
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Intemanonal application No

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2004/002907

Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This Intemational Search Raport has not baan establishad 1n respact of certain claims under Articie 17(2)(a) for the following reasons

1 D Cleims Nos
because they relate to subject matier not required to be searched by this Authonty, namely

2 m Claims Nos 12:15
because they relate to parts of the International Application that do not comply with the prescnbad requirements 1o such
an extent that no meanungiul Intemational Search can ba carnaed out, specifically

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

3 D Claims Nos

bacause they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and thurd sentences of Aule 6 4(a)

Box Il Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This intemational Searching Authonty found multiple mventons n this intarnational apphication, as follows

-

As all required addiional search fees were timely paid by the applicant, this Intemabonal Search Report covers all
searchable clams

2 D As all searchable ctaims could be searched without effort justifying an additonal fee, this Authonty did not invile paymant
of any additonal fee

w

As only some of the required additional search fees were timely peaud by the applicant, this Intemabonal Search Report
covers only those claims for which fees ware pad, specifically claims Nos.

4 D No required addrional search fees were tmely paid by the applicant Consequently, this International Search Report 1s
resincted to the mventon first mentoned in the claims, it 1s covered by claums Nos :

Remark on Protest D The addional search fees were accompanied by the apphcant's protest

[:I No protest accomparied the payment of addrional search fees

Form PCTASA/210 (continuaton of first sheet (2)) (January 2004)
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Intemanonat Apphcaton No PCT/US2004 /002907

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCT/ASA/ 210

Continuation of Box II.2

Claims Nos.: 12,15

Present claims 12 and 15 relate to methods defined by reference to a
desirable characteristic or property, namely

to method of detecting the presence of NA corresponding to cotton event
MON 88913 in a sample, the method comprising contacting a sample
comprising DNA with a primer set, which when used in an nucleic acid
amplification reaction with genomic DNA from a cotton event, produces a
diagnostic amplicon comprising SEQ ID N°1 or SEQ ID N°2 or a same method
comprising contacting the sample comprising a DNA with a probe that
hybridizes under stringent hybridization conditions with genomic DNA
from cotton event 88913 and does not hybridize under stringent
hybridization conditions with a control cotton plant genomic DNA.

The claims cover all methods having this characteristic or property,
whereas the application provides support within the meaning of Article 6
PCT and/or disclosure within the meaning of Article 5 PCT for only a
very limited number of such method (e.g. method of claims 13,14). In the
present case, the claims so Tack support, and the application so lacks
disclosure, that a meaningful search over the whole of the claimed scope
is impossible. Independent of the above reasoning, the claims also tack
clarity (Article 6 PCT). An attempt 1s made to define method by
reference to a result to be achieved. Again, this lack of clarity in the
present case is such as to render a meaningful search over the whole of
the claimed scope impossible. Consequently, the search has been carried
out for those parts of the claims which appear to be clear, supported
and disclosed, namely those parts relating te the methods as claimed in
claims 13-14.

The applicant’s attention is drawn to the fact that claims relating to
inventions in respect of which no international search report has been
established need not be the subject of an international preliminary
examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant is advised that the EPO
policy when acting as an International Preliminary Examining Authority is
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has
not been searched. This is the case irrespective of whether or not the
claims are amended following receipt of the search report or during any
Chapter II procedure. If the application proceeds into the regional phase
before the EPO, the applicant is reminded that a search may be carried
out during examination before the EPO (see EPO Guideline C-VI, 8.5),
should the problems which led to the Article 17(2) declaration be
overcome.
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national Application No

INTE" ATIONAL SEARCH REPORT
[PCT/USZOO4/002907

. CLASSIFIC BJECT MATTER

A, ATION OF S
1PC 7 CI2Nis/82 C1201/68

According 1o Intamational Patent ClasSifrcation {IPC) or 1o both national classhication and IPC

8 FIELDS SEARCHED

Miumum documentahon searched (classification system followed by classiicabion symbols)

IPC 7 CIl2N

Documentation searched other than minimum documentation 1o the exient that such documents are included m the halds searched

Electroruc data base consulted dunng the interational search (name of data base and, where practical, ssarch terms used)

EPO-Internal, MEDLINE, BIOSIS, Sequence Search, WPI Data, PAJ, EMBASE, CHEM ABS
Data, SCISEARCH

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * | Citation of documant, with indication, where appropnate, of the rélevant passages RAelevant to claim No

X WO 02/44407 A (ROSQUE INGE ; SES EUROP N V 8
(BE); BARNES STEVE (BE); WEYENS GUY (BE))
6 June 2002 (2002-06-06)

sequence 10

X US 6 462 258 B1 (FINCHER KAREN L ET AL) 7
8 October 2002 (2002-10-08)
sequence 28

Y PLINE WENDY A ET AL: "Reproductive 1-11,13,
abnormalities in glyphosate-resistant 14,16-19
cotton caused by lower CP4-EPSPS levels in
the male reproductive tissue"

WEED SCIENCE,

vol. 50, no. 4, July 2002 (2002-07), pages
438-447, XP009035327

ISSN: 0043-1745 Y
the whole document

-/

m Further documents are listed in tha conknuation of box C E Patent family members are isted in annex

° Spacial categones of cited documaents

"A" documant defiming the general state of the art which 1s not
consdared 1o be of parbcular relevance

“E" earler gocument but published an ¢r alter the intemational
Hling date

"L* documant which may throw doubts on pnonty daim(s) or
which is ¢itad to astablish the pubhication date of another
citaton or othar special reason (a5 )

‘0" document relarnng to an oral disclosure, use, extubibon or
other maans

"P" document pubiishad prior to the nternational filing date but
{ater than the pnonty date claimed

T later document published after the imiemational filing date
or pnonty date and not in conflict with the applcation but
citad to understand the pnnople or theory undarying the
nwvenbon

“X" documnent of particular relevance, the clamed invention
cannot be considered novel or cannot ba considered to
mvolve an inventive step when the document & taken alona

‘Y* document of paricular relevance, the claimed vention
cannat be conskdered to nvolve an inventve step when the
documant 15 combined with one or more other such docu—
m?nnt:. :uah combinabon being cbvious 10 @ person skilled
m the a

‘4" documant member of the sama patant family

Date of the actual complation of tha intemational saarch

Dats of maiking of the intemahonal search report

19 August 2004 26/11/2004
Name and mating address of the ISA Authonzed officar
European Patent Office, P B 5818 Palentlaan 2
NL — 2280 HV Ryswijk
Tet (+31-70) 340-2040, Tx 31651 epo nl, P.i 'I at D
Fax (+31-70) 340-3018 ’

Form PCTASA/210 {sacond sheet) (lanuary 2004)
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nationat Applicstion No
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C {Contmuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ® [ Citation of document, with inchcation, where appropnate, of the relevant passages

Relevant to claim No

Y WO 02/34946 A (MONSANTO TECHNOLOGY LLC ;
YE MINWET (US); RANGWALA TASNEEM S (US))
2 May 2002 (2002-05-02) /
the whole document

Y MICHAEL A. JONES AND CHARLES E. SNIPES:

"Tolerance of Transgenic Cotton to Topical
Applications of Glyphosate”

JOURNAL OF COTTON SCIENCE,

vol. 3, 1999, pages 19-26, XP002292746
the whole document

Y WINDELS P ET AL: "DEVELOPMENT OF A LINE
SPECIFIC GMO DETECTION METHOD A CASE
STUDY”

MEDEDELINGEN VAN DE FACULTEIT
LANDBOUWWETENSCHAPPEN UNIVERSITEIT GENT,
GENT, BE,

vol. 64, no. 5B,

22 September 1999 (1999-09-22), pages
459-462, XP001032975 v
ISSN: 0368-9697

the whole document

A WO 02/100163 A (MONSANTO TECHNOLOGY LLC ;
HUBER SCOTT A (US); DOHERTY SEAN (US);
ROBER) 19 December 2002 (2002-12-19) v
the whole document

A W0 99/46396 A (MONSANTO CO)

16 September 1999 (1999-09-16)

page 6, line 6 — line 9 J

A EP 0 899 341 A (MYCOGEN CORP)

3 March 1999 (1999-03-03)

example 12

P,A GINGER G. LIGHT ET AL.: "Yield Of
Glyphosate-Tolerant Cotton As Affected By J
Topical Glyphosate Applications On The

Texas High Plains ANd Rolling Plains”

JOURNAL OF COTTON SCIENCE,

vol. 7, 2003, pages 231-235, XP002292747

the whole document

1-11,13, .
14,16-19

1-11,13,
14,16-19

13,14,
17,18

1-11,13,
14,16-19

1-11,13,

14,16-19

1-11,13,
14,16-19

Foren PCTASA210 (conimuaton of second aheet) (January 2004}
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national Apphication No

PCT/US2004/002907
Patent document Publicabon Patent farmily Publicabon

oited in search report date member{s) date
WO 0244407 A 06-06-2002 AU 1841302 A 11-06-2002
EP 1337669 A2 27-08-2003
WO 0244407 A2 06-06-2002
US 6462258 Bl 08-10-2002 AU 2088901 A 25-06-2001
BR 0016460 A 27-08-2002
CA 2394984 Al 21-06-2001
CN 1434868 T 06-08-2003
EP 1240340 A2 18-09-2002
ID 28665 A 21-06-2001
] JP 2003516753 T 20-05-2003
TR 200201588 T2 21-10-2002
WO 0144457 A2 21-06-2001
Us 2003199681 Al 23-10-2003
US 2003199682 Al 23-10-2003
US 2002144304 Al 03-10-2002
WO 0234946 A 02-05-2002 AU 1536302 A 06-05-2002
EP 1366070 A2 03-12-2003
WO 0234946 A2 02-05-2002
US 2002120964 Al 29-08-2002
US 2004148666 Al 29-07-2004
WO 02100163 A 19-12-2002 CN 1463175 T 24-12-2003
EP 1406482 A2 14-04-2004
Wo 02100163 A2 19-12-2002
WO 9946396 A 16-09-1999 AU 2992999 A 27-09-1999
BR 9908631 A 14-11-2000
CN 1300324 T 20-06-2001
EP 1062354 A2 27-12-2000
Wwo 9946396 A2 16-09-1999
EP 0899341 A 03-03-1999 EP 0899341 A2 03-03-1999
AT 178353 T 15-04-1999
AU 632038 B2 17-12-1992
AU 2926689 A 05-07-1989
AU 668915 B2 23-05-1996
AU 3528493 A 20-05-1993
AU 708250 B2 29-07-1999
AU 6424796 A 21-11-1996
BR 8806136 A 15-08-1989
CA 1337406 C 24-10-1995
CA 1335799 C 06-06-1995
CN 1034298 A ,B 02-08-1989
CN 1070309 A ,B 31-03-1993
CN 1070310 A ,B 31-03-1993
DE 3856319 D1 06-05-1999
DE 3856319 T2 15-07-1999
£p 0344302 Al 06-12-1989
ES 2016428 A6 01-11-1990
GR 88100761 A ,8 31-03-1994
L 88266 A 10-03-1998
IL 104845 A 16-08-1998
JP 7000065 A 06-01-1995
JP 8004434 B 24-01-1996
JP 8022196 B 06-03-1996
JP 2502253 T 26-07-1990

Form PCTNSA/210 {patent tarmly annex) (January 2004)
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.1ational Application No
Information on patent family membera

INTEF ATIONAL SEARCH REPORT l’l

PCT/US2004/002907
Patent documant Publication Patant family Pubhcation
ated in search raport date mamber(s) date
EP 0899341 A KR 9710757 Bl 30-06-1997
KR 198008 Bl 15-06-1999
PT 89034 A ,B 30-11-1989
RU 2225882 C2 20-03-2004
RU 2128428 C1 10-04-1999
Wo 8905344 Al 15-06-1989
us 6620990 Bl 16-09-2003
us 6573437 Bl 03-06-2003
us 5856177 A 05-01-1999
us 6753463 Bl 22-06-2004
us 5834292 A 10-11-1998
us 5859321 A 12-01-1999
us 5874662 A 23-02-1999
us 5695999 A 09-12-1997
us 6624344 Bl 23-09-2003
Us 5583036 A 10-12-1996
us 6660914 Bl 09-12-2003
Us 5244802 A 14-09-1993
ZA 8808550 A 30-08-1989

Form PCTASAR210 {patertt iamily annax} (January 2004)
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Patent document Publication Patant family Publicabon

cliad In search report date membar{s) dats

WO 0244407 A 06—-06-2002 AV 1841302 A 11-06-2002
EP 1337669 A2 27-08~-2003
Wo 0244407 A2 06-06-2002

US 6462258 Bl 08-10-2002 AU 2088901 A 25-06-2001
BR 0016460 A 27-08-2002
CA 2394984 Al 21-06-2001
CN 1434868 T 06-08-2003
EP 1240340 A2 18-09-2002
ID 28665 A 21-06-2001
JP 2003516753 T 20-05-2003
TR 200201588 T2 21-10-2002
Wo 0144457 A2 21-06-2001
US 2003199681 Al 23-10-2003
US 2003199682 Al 23-10-2003
Us 2002144304 Al 03-10-2002

WO 0234946 A 02-05-2002 AU 1536302 A 06-05-2002
EP 1366070 A2 03-12-2003
Wo 0234946 A2 02-05-2002
us 2002120964 Al 29-08-2002
us 2004148666 Al 29-07-2004

W0 0210G163 A 19-12-2002 CN 1463175 T 24-12-2003
EP 1406482 A2 14-04-2004
Wo 02100163 A2 19-12-2002

WO 9946396 A 16-09-1999 AU 2992999 A 27-09-1999
BR 9908631 A 14-11-2000
CN 1300324 T 20-06-2001
EP 1062354 A2 27-12-2000
WO 9946396 A2 16-09-1999

EP 0899341 A 03-03-1999 EP 0899341 A2 03-03-1999
AT 178353 T 15-04-1999
AU 632038 B2 17-12-1992
AU 2926689 A 05-07-1989
AU 668915 B2 23-05-1996
AU 3528493 A 20-05-1993
AU 708250 B2 29-07-1999
AU 6424796 A 21-11-1996
BR 8806136 A 15-08-1989
CA 1337406 C 24-10-1995
CA 1335799 C 06-06-1995
CN 1034298 A ,B 02-08-1989
CN 1070309 A ,B 31-03~-1993
CN 1070310 A ,B 31-03-1993
DE 3856319 D1 06-05-1999
DE 3856319 T2 15-07-1999
EP 0344302 Al 06-12~1989
ES 2016428 A6 01-11-19%0
GR 88100761 A ,B 31-03-1994
IL 88266 A 10-03-1998
IL 104845 A 16-08-1998
JP 7000065 A 06-01-1995
JP 8004434 B 24-01-1956
JP 8022196 B 06-03-1996
JP 2502253 T 26-07-1990

Form PCTASA210 (patent farmly annex) {Jardry 2004)
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Intemationa) Appllcabion No
infoer ™ on patent family members PCT  32004/002907
Patent documant Publcation Patent tarmily Pubication
crtad in search report date meamber{s} date
EP 0899341 A KR 9710757 Bl 30-06-1997
KR 198008 Bl 15-06-1999
PT 89034 A ,B 30-11-1989
RU 2225882 C2 20-03-2004
RU 2128428 C1 10-04-1999
WO 8905344 Al 15-06-1989
us 6620990 Bl 16-09-2003
Us 6573437 Bl 03-06-2003
us 5856177 A 05~-01~1999
Us 6753463 Bl 22-06-2004
us 5834292 A 10-11-1998
us 5859321 A 12-01-1999
us 5874662 A 23-02-1999
us 5695999 A 09-12-1997
us 6624344 Bl 23-09-2003
us 5583036 A 10-12-1996
us 6660914 B1 09-12-2003
us 5244802 A 14-09-1993
ZA 8808550 A 30-08-1989

Form PCTASA/210 (patmnt famly arnax) {January 2004)
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TRANSMITTAL LETTER TO THE Date January 29, 2004
UNITED STATES RECEIVING OFFICE International Application No
Atiorney Docket No 11899 0239 DOPCOD
L Certification under 37 CFR 1.10 (if applicable)
EY 31861913215 Febuary 2. 2004
Express Ml mailing numnber Date of Deposi
1 hereby cerufy that the applicabon/co dence heretn is being deposited with the United Staies Postal Service "Express Mail
Post to Addressee” AYCFR 11 the date imdicated above and 18 addressed 1o Mail Stop PCT, Commssion for
Patenty/ P. , Al v, ‘
1 Catna M. Coy
of persan mp:ling Typed or printed name of person mailing cormespondence
—— —_—
1. B New Internationsl Application
TITLE | Cotton Event MON 85913 and Compositions end Methods for Detection Earliest prionty date
Thereof
12/02/2003

SCREENING DISCLOSURE INFORMATION: In order to assist in screening the accompanying intemational apphcation for
pwposes of determining whether a license for foreign transmntal should and could be granted and for other purposes, the following
wiormaton s supphied (Notz check as many boxes as apply)

A [ The mvention disclosed was not made 1 the United States

B. [] There1snopnor U S application relating to this mvention.

C. [X] The following prior U S. apphcation(s) contain subject matter which is related 10 the invention disclosed in the

attached international application (NOTE: priority to these applications may or may not be claimed or form
PCT/RO/101 (Request) and this hsting does not constitute a claim for priority).

application no. __| 60/447,184 fildd on | 12 February 2003

application no. filed on

D O The present international application [] 1s identical to [[] contans Jess subject matter than that found
in the prior U S, application(s) identified in paragraph C above.

E K The present intemational application [X] contawns additional subject matter not found m the pror U.S
spplication(s) dentified i paragraph C. ebove. The additional subject matter is found throughout the
epphcation and (] DOES NOT ALTER ] MIGHT BE CONSIDERED TO ALTER the general
nature of the nvention in a manner which would require the U S. application to have been made
svailable for inspection by the appropniate defense agencies under 35 USC 18] and 37 CFR 5 1. See
31CFR5.15

II. E A Response to an Invitation from the RO/US. The following document(s) is{are) enclosed
A A Request for An Extension of Time to File a Response

B. 8 A Power of Attorney (General or Regular)

C

Replacement pages-
of the request (PCT/RO/101) of the figures
of the description pages of the absiract
of the clams

D Submassion of Pnionty Documents
| Prionty document | | Prority document | }
E [ Fees as specified on attached Fee Calculation sheet form PCT/RO/101 apnex

Iv. i i A Request for Rectification under PCT 91 A Petition l | A Sequence Listing Diskette
V. E Other (please specify) postcard, fee calculation sheet

_The person sigmung this form 15 the,
Applicant Patricia A. Kammerer

Typed name of signer

E Attorney/Agent

/-"
(Reg No _29,775) : -7‘)‘,1 Cﬁ(
[} Common Representative o /" Signature

Form PCT/RO/10} (cominustion sheet)(January 2004) See Notes ic the request form
H 560211{COSFDI! DOC)
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For receiving Office use only

PCT
REQUEST Internstional Application No,

The underagned requests that the present

mtemational application be processed
according to the Patent Cooperstion Treaty

Applicant’s or agent's file refenence
(i denred) (12 characiers maram) 11899 0239 00FC00

Box Na.1 TITLE OF INVENTION
Coticn Event MON 38913 and Composihens and Methods for Detection Thereod

Box No. II APPLICANT [ Thus person 15 also mventor

Nane: and addresr  (Fanoly rowee followsd by green nawe, for a lgal eny, fidi afficud dengnason  The address muot | Telephone No
nchate posial code and nawe of country  The cowry of the address indcoted in tha Box it the applcant’s Sxne (that b,

couriry) of ressdance ' no Siale of rendence b ndicmied below ) Facsumile No
Monsanto Technology LLC Telepnumter No
200N Lindbergh Boulevard
Applicant No with the Office
St Louu, Missoun 63167 R
Us
State (that 13, country) of nationality US LSﬂte{iMmdelﬂldM us
This persem Is apphecant [J all desrgnated  £5] all designated States except ] the Unted Stat=s L the States indicated n
| _for the purpases of States the Umited States of Amenca of Amenica only the Supplemenal Bax

BoxNo.II FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

Name and address  (Fonnly name foliowed by greem name, Jor o legal ennty, i officil designaton. The peleress mmat ™
include pasial code and neme of courtry  The comniry of the address oxticared i this Boxe it the spphicont’s Siats (tho 15 PETSON 1S

5, coundry) of ressdence if no Sists of residence 1= oxdicaied below ) (] applicant anly

CERNY, R Enc

1141 Rockland Dive & appiicant and urvenax

Cheterfield, Missoun 63017 O wventor only (If this check-box i marked,
Us do not fill in below )

Applicant Reg No with the Office

State (thar 15, country} of nanominy US State (that tt, country) of residence  US
This person 15 apphicant ] all desgnated || all designated Sttesexcept [ the Unried Statey ] the States indicated n
| _for the purposes of States the United States of Amenca of Amenca anly the Supplememal Bax

Further apphcamts andior (further) inventors are indicated on a continuston sheet.

Box No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The person identified below 1s hereby/has baen appoiied to act an behalf

of the apphcant(s) before the competant Internatsonal Authorybes as B3 agent [ common representatrve

Name and address (Family name followed by grve nams, for a legal emity, full offlcral denignation,

The acldress must include postal code and nome of country ) Telephone No (713) 787-1400
KAMMERER, Paincia A. Facsimile No  (713) 787-1440
HOWREY SIMON ARNOLD & WHITE, LLP Teleprinter N
750 Bermg Dnive Eprmter No
Houston, TX 77057-2198 Agent's Reg, No. with the Office

[ Address for correspendence: Mark this check-box where no agent or commen representative ishas been appowmted and the space
ghove 15 used instead to indicate a specinl address to which correspondence should be sent.

Form PCT/RO/101 {canttnuation sheet)(January 2004) See Notes to the request form
H 56021 {CUIF1) DOC)



W

Sheet No. 2 File Ref. 11899.0239.00PC00

Continuation of Box No. Il FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTORS
If none af the followeng sub-baxes us used, this sheet 13 not 1p be includsd in the request

Name md address  (Famuly name followed &y grven name, for a legal eny, full officaal | This person 15
designation.  Tha address must wincltuds posial code and name of country.  The cowntry of the 7 applicam only
address indicated m this Bax 13 the opplicant’s State (that o, country) of rendance if ro Siale of X applicant and sventor

residence is indicated below ) O tor only (If this check-box
mventer on e L

DUONG, Can marked, do rot fill in below)
2030 Brown Road
Applicant No wath the Office
St. Lows, Missoun 63114 R
Us
State (that s, couniry} of nabonality US State (that 13, countryf of resadence. US
This person 15 spphcant ] nll ds:gmed [Jall designated States exceptthe . [l the Unried States L] the States indicated 1n
for the purposes of Unstexd States of Amenca of Amenca anly the Supplementat Box

Name and address (leymﬂlwadlgymm.jbakﬂmmﬁﬂaﬁﬂd Thus person 15
designanon.  The address must include postal code and name of country  The country of the [ applcant enly
addrexs indicated in this Box is the apphoont's State (that u, country) of rendencs if ro Siate of [ applxent and mmventor

rendence s mdicated below ) [ inventor only (3f ther check-bax 13
m on

HART, Jesse L marked, do not fill in below)

7382 Pershing Avenue #2W Applicant Reg No with the Office

St Lows, Missouri 63130

Us

State (that 1y, counery) of nahonality US State {that 13, counury) of ressdence  US

Thisperson s apphcant (] all designated [ ] nll desipnated States except the [ the United States [ the States indicated in
for the purposes of States Unned States of Amenca of Amenca only the Supplemental Box

Name and address (Famuly name followed by grven name; for a legal ennty, full offictal | ‘This pason is

designaion  The address must inchade postal cods and name of country  The country of the | (] applicant only

address indicated in this Bax 15 the applicant’s State {that 1, country) of residence if no State of (2] applicant and inventor

resdence 13 indicoted below ) [ inventor only (3f thes check-box is
HUBER, Scott A marked, do not fill in below }

681 Hidden Path Apt D Applicant Reg No wath the Office
Creve Coeur, Missoun 6314]

Us

State that 15, couniry) of nationality: US State frhat 13, conniry) of residence US
Thisperson isappheant ] l.|.| dslmamd 7 all designated States except the E the United States LJ the Swiss wndicated 1n
for the purposes of Unned Stazes of America of Amenca only the Supplemental Box

Name and address ﬂ"ﬂublmfaﬂwdbymnm,habﬂmﬂqﬁad This person 18
designonion  The address must include postal code and name of country  The coumry of the [ applxcant only
address indheated 1n thu Box 15 the applicant’s State (that 13, cowrtry) of residence i mo State of (=] appircant md sventor

residence s indicated below ) O mvenior only (3 thos check-box 1s

KRIEB, Rachel L. marked, do noi fill in below)
th
2828 57 Street Apphcant Reg No with the Office
Wood Ruver, Hlinois 62095
Us
Sixte {that 15, country) of nationality US ] State (that 15, country) of residence US
Thisperson isepphcant | Jalldesignated [ ] ol designated Sites excepithe [ the Unred States [ the States indicated 1n
for the purposes of States United States of Amenica of Amenca only the Supplementa! Box

X Further apphicants and/or (further) inventors are indicated on a continustion sheet

Form PCT RO/101(supplementa] sheet) (July 2002) See Notes 1o the regwest form
H 35021)(COSFOI! DOC)
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Sheet No 3 File Ref. 11899 0239 00PC00
Continuation of Box No. I FURTHER APFLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTORS

If none of the follovang sub-boxes s used, this sheel 1s rot to be induded1n the reques

Name and address (Famly naome followed by grven name, jor a legal entiy, fidl official | This person 1s
designohion  The address must includs postal cods and name of country  The country of the [ appicant anly
eddress indycated v this Box 13 the gpphant's Siate (that 15, country) of resdence if no Siate of (=] applicant and wventar

rendence ts indicated below ) O 1verttee omly (3 thus check-bax s

LISTELLO, Jeumifer J marked, do not filf in below}

6 Cherywood Parc Count Apphcant Reg No wrth the Office
COFallon, Missoun 63366

Us

State (that 1x, countryf of nationainy” US State (that i1, cowniry) of residence US

Thisperson is apphcant [ ] oll designated [ all designated States except the [ the United States | the States indicated 1n
for the purposes of States Umited States of America of Amenca cnly the Supplemental Box

Name and address (Fanulymﬁllmdbygmnm,ﬁrakﬂmmy,ﬁnﬁ_w This persan 13

designanon  The address nust include postal code and name of cowntry The country of the [ apphcant ouly
adt-mm‘dxmdmlhuﬂmulhsapphm&&aeﬂhn cowntry) of readence i no State of (3 applicant and mventor
rendence ix mdicated below ) [ mventor only (3 thus check-box i3
MARTENS, Amy B marked, do not fill in below )

9225 K1t Brive Apphcant Reg No wath the Office
St Louis, Misouri 63123
Us

State fthat 13, coumiry of nationality US l Statc (that 13, couniry of reslence US
This person 1s apphicant || all designmted [ all demagnated Statex exceptthe D] the United States [ the States indicated 1n
for the purposes of States United States of America of Amenca only the Supplanental Box
Name and address (Family mame followed by given name, for a legal emcuy. ful! official | This personis
designation The address must include posial code and name of country The country of ihe [J appixant only
address mdcated in this Box is the applicant’s State (that is, country} of resdence [f no Siate of .
regdence 15 indicated below ) (& applicant and invenior
] inventor only (I thns check-box 1s

SAMMONS, Bemnard marked, do not fill i below )
380 Lafayette Court Apphcant Reg No with the Office
Elliswille, Missoun 63011
us
State that 15, country) of nationehity: US Stale (that t1, country) of esidence US

| This porson 5 spphicant. 1 all dsumd ] all des:pnated Stmes exceptthe B theUnited States ] the Swaes indicated in
for the purposes af United States of Amenca of America only the Supplemental Box

Name and address (Fambmfollwdbymnnm.forakgnlammﬁlﬂojlad This persan is
designation The address must include postal code and name of cowury The counry of the | [ wppleant only
addresy indicaled in this Box 13 the apphcant’s State (that i3, country) of residencs yf no State of [ applxemt and inventor

residence 1x indicated below ) [ inventor only (Jf thus check-box 15
marked, do nos fil} in below)

Applicant Reg No with the Office
State (thai s, country) of nationality” State (that 15, countny} of residence
This person 1s epphcant [ all designated [ ] all designated States except the ] the Umited States [ the States imndicated 1n
for the purposes of States United States of Amenca of Amenca only the Supplemental Box
O Further apphicants and/or (further) inveniors are indicated on a continuation sheey
Form PCT RO/101{supplemental sheet) (July 2002) See Notes to the reguest form

H 3560211(CO%FD3 1 DOC)



Sheet No: 4 File Ref. 11899.023% 00PC00

Box No. V DESIGNATIONS

The filing of this request constitutes under Raole 4.9(s), the designation of all Contmeting Stateg bound by the PCT on the internanonal
filhng date, for the grant of every kind of protection avasble and, where apphcable, for the prant of both regonal and national patents

However,

[0 DE Germanyis not designated for any kind of national protection

[0 KRRepublic of Koren ks pot designated forany kind of national protection
O  RU Rusian Federntion 15 not designated for anmy kind of netiona] protection

(The checl-baxes above may be used 1o exclude (irrevocably) the desgnations concerned 1 order to avord the ceanng of the effect, under
the national law. of an earlier national applicaton from which priority is clarmed.  See the Notes to Bax No V as to the consequences of
such national law provisions in these and certan other States )

Box No. VI PRIORITY CLAIM
The pnarity of the following carlier apphcation(s} ts hereby claimed
Filing Date Number ‘Where earfier mpphcation is
of earfier application of carlier apphcation national appheation regional application * mtemnational appheation-
{daymonthiyear) country or Member of regionzl Office recaving Office
WTO
item (1) 12/02/2003 60/447,184 Us
item (2)
item (3)

[ Further pnonty claims are indicated in the Supplement Box

The receiving Office 1s requested o prepare and transmit to the Intemational Buresu a certified copy of the earier appheatian(s) fonly f the
earher application was filed with the Qffice which for the purposex of the present intemational appiication 13 the recerving Qffice)

sdentified above as

O all ntems B item (1) O nem (@ O item (3) O other, soe Supplemental Box

* Where the earlrer application is an ARIPQ application, indicate a1 lecst one counsty party to the Pans Convention for the Protection of
Industrial Property or one Member of the Warld Trade Orgammtion for which that earher application was filed (Rule 4 10%)(is)

BOX No. VII  INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Cholce of Internatiomal Searching Authority (ISA) (if rwe or more International Searching Authorines are competent 1o carry out the
international search, indicate the Authonty chosen, the two-letter code may be used}

Request to use results of earlier search; reference to that search (if an earfier search has been carmned out by or requested from the
International Searching Authorin)
Date (day/month/year) Number Country (or regional Office)

BOX No. VI DECLARATIONS

The following declaraions are contained 1n Boxes Nos VI (I) to (v) (mark the applicable check-baxes Number of
below and indicate 1n the right column the number of each yype of declaration) declarations

1 BoxNo VI Declaretion as to the identaty of the inventor

O BoxNo VII(M) Declaration as to the applicant’s entitlemend, as et the intomational filing date, to
apply for and be granted a patent

[0 BoxNo VIin) Declaration as to the apphicant’s entitlement, as at the mtemational filng date, to
claim the pnonty of the earlier application

O] BoxNe VI(v) Declaration of inventorship {only for the purpeses of the designation of the
Umted States of Amenica)

0 BoxNe VII(v) Declaration as to nen-prejudiaal disclesures or exceptions to lack of novelty

Form PCT/RO/101 (last sheet) (January 2004) Sae Notes 10 the request form
H 5602:1(COFFOI1 DOC)
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SheetNo: 5 File Ref 11899.0239.00PC00
BOX No.IX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING
This international application eontalns This mtemnabonal applcation 18 accompanied by the following stem(s) (mark  Number
(») i paper form, the followmg mumber of the applicable check-boxes below and windicate tn right column the monber of  of nems
sheets each ll‘ﬂl;l‘
request (including 1 [ fee calculatym sheet 1
declaration shects) 5 2 [ engmnal separste power of sttomey
d:smptm? (ﬂd"dm:w 3 [ onpmal general power of attomey
sequence hsting part and/ar
mbles ) 3 4 Dmdmﬂwﬁ%ﬂmm&.fmy
clamns 4 5 [ statervent explanung lack of signature
6 [ ppemy document(s) Wennfied in Bax No VI as nemys)
abstract 1
drawings ] 7 [ tanslation of internetianal apphcation into (language)
Sub-total number of sheets 46
sequence hsting 8 8 [J sepame indicabons concemmeg deposited mcroorpamsms
tables redated thereto 0 or other binlogical matenal
(for both, actual monber 9 [ sequence lishing m computer readable form (indicate fype and number
of theets (f filed 1n poper of carriers)
Jorm, whether or not alo ) O copy submtted far the purpases of mtemational search under
JSiled in compriter readable Rule 13rer only (and not as part of the intemational application)
Jorm, see (c) below) S () (ondy where check-baz (B){)) or (c}(D) s marksd in leh column)
Total number of sheets: 154 addmonal copies including, where applicable, the copy for the
() [J onty i computer resdable form purposes of miemenional setrch tnder Rule 13ter 1 diskette
(Secuom 801{a))) () ] together with relevant statement a3 to the identity of the copy
0] Bmmhml or copies with the sequence hsting part meptanad in Jeft column
(n) [ mbles related thereto readable related {indicai
(c) (] nlso In comparter resdable form o0 :;éa':dmdmr;m to soquence listing d
80
(.)(sﬁu:qm’f:fﬁ, () O Copy submted for the purposes of miemational search under
Type and number of carriers (disketts, applicanan)
CD-ROM, CD-R or other) on which are (] (only where chack-bax (b)) or (c)(iy) ux marked i left
comained the column) addmonal copies including, where applicable, the copy
B2 sequence listing 1 diskette for the purposes of intemnatonal sesrch under Sectan 80Z2(b-
[ tables related thereto quarter)
{addinonal copies o be indicated snder (m)[O together wih relevant statement &5 to the ety of the copy
items Pfv) and/or 10(i1), in right column) or copres with the sequence listng part mennoned 1n left cohunn
11 [ other (speciy
Figure of the drawings which Language of filing of the
should acoompany the abstact | intemanonal appiication Engiish
Box No. X SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT, OR COMMON REPRESENTATIVE
|_Nex! io ech sipnanare, indicats the name of te person signimg : on 2
ia A , Applicant’s Agent Date

For receiving Office use only

1 Date of ectual receipt of the purported
international application

3 Corrected date of actua) recoipt due to later but
umely received papers or drawings completing
the purported imemational appheation

4 Date of tmely recespt of the required
comections under PCT Article 11(2)

5 International Searching Authenty 6 [ ] Transmittal of search copy delayed
(if two or more are competent) ISA/ unty) search fee 13 paid
For Intemational Buremt use anly
Date of reeeipt of the record copy
the International Bureau
Form PCT/RO/101 (last sheet) (January 2004) See Notes 1o the request form

H 36m1 I(COAF0I! DOC)
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This sheet 1s not part of and does not court as a sheet of the mternational appheation.

PCT For receiving Office use only

FEE CALCULATION SHEET
Annex to the Reqoest

International application No

Applicant's or agent's

file reference 11899 0239 00PCOD Date of the receiving Office

Applicant  Monsanto Technology LLC

CALCULATION OF FPRESCRIBED FEES
1 TRANSMIITAL FEE PO . . . 000

2 SEARCHFEE .. | sisis00 [ s)
Intenationa] search to be camed out by _ISA /! EP

(i two or more International Searciing Authoritres are competent io carry out the wternational search, inicats the
name of the Authority which 1s chosen (o carry oul the international search,)

3 INTERNATIONAL FEE

Where item (b) and/or (¢) of Box No IX epply, enter Sub-total pumber of sheets
Whese stem (b) and/er (c) of Box No IX do not apply, enter Total number of sheets

[11lirst 30 shecss oo s [T
@_2¢ »x $1100 = smo [
amemefio o=

@ edditronal component (only if sequence listing part of descnption’
15 filed in computer readeble form under Section 801()(1), or
both tn that form and on paper, under Section 801 (a)n)

400 x__ =| $000 m

Add amounts entered at 11, 12 and 13 and enter total at 1 | size00  [1]

(Appheants from certain States are enntled to a reduciion of 75% of the
internanonal fee Where the appheant s (or ail applcants are) so
entuled, the rotal 1o be entered az | 13 25% of internationa! filing fes )

4 FEEFOR PRIORITY DOCUMENT (if applicabic) .. | swo0 | P
5 TOTAL FEES PAYABLE

Add emounts entered at T.S,1 and P, and enter total in the TOTAL boxt $3.437 00

TOTAL

MODE OF PAYMENT
[X] authonzation to charge O postal money order [ cash O coupons

depostt account {see below)
[ cheque [ bank draft [ revenue stamps [ other (specg)

DEPOSIT ACCOUNT AUTHORIZATION (ihis mode of payment may not be
available at all recerving Qffices) Reccving Office RO/US

B Authorization to charge the Wtal fees indicated above. Deposit Account No  01-2508/] 1899 6239,00PC00

0 (This check-box may be marked only if the conditions for deposit
accounts
of the recerving Office so permit) Authorization to charge any deficiency

or credit any overpayment in the total fees indicated above Name Pa A Kammerer
(2 Authonzation to charge the fee for pnonty document. Slmﬂ@ﬁ@éﬂﬂfﬂ-ﬂw

Date February 2, 2004

Form PCT RO/101{Annex) (January 2004) See Notes to the fee calculation sheet
H 5602} {COSFL DOC)
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MONSANTO TECHNOLOGY LLC et al

WO 2004/072235
_ —_ PATENT COOPERATION TREAZ_ PCTAS2004/002907
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT To
. nmes NOTIFICATION CONCERNING
TRANSMITTAL OF COPY OF INTERNATIONAL KAMMERER, Patncia, A
APPLICATION AS PUBLISHED OR REPUBLISHED Howrey Simon Amold & White, LLP
750 Bering Dnve
Houston, TX 77057-2198
ETATS-UNIS D'AMERIQUE
Date of mailing (day/month/ ear)
17 March 2005 (17 03 2005)
Apphcant's or agent's file reference
11899 0239 00PCO00 IMPORTANT NOTICE
Iniemanional application No Intemauonat filing date {day/monthAear} Prionty date {day/month/ear)
PCT/US2004/002907 02 February 2004 (02 02 2004) 12 February 2003 (12 02 2003)
Applcanm

The Intcrnauonal Bureau transmits herewith the following documents

Ne WO

No WO 2004/072235

or {88) (ar the case may be) on Whe front page of the attached document

E] copy of the iniemanional applicauon as published by the Internaugnal Bureau on under

copy of internauonal applicaton as republished by the Intematuonal Bureau on 17 March 2005 (17 03 2005) under

For an explanaiion as 10 the reason for thes republicauon of the international application, reference 1s made to INID codes (15), (48)

The Intemational Bureau of WIPQ Authonzed officer
34, chenun des Colombetites "
1211 Geneva 20, Swuzerland Beate Giffo-Schmitt
Facsinule No +41 22 740 14 35 Facsimule No +41 22 33887 20

Form PCTABA LI (January 2004)

vy,
B
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DISQUETES
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : BOO17b08%-2

RECEBO OFICIAL DE CAJA : 03 - 43,041
FECHA ¢ AGOSTD 22 DE 2005

.’

it CONSIGNACICGN suse

DEPOSITANTE TIPO PAED BARCO CUENTA No. PAGD FECHA PED Vr. PAGD

" CAVELIER ABOBADOS CONSIGNACION  BANCD POPULAR  050-00110-6 36494403  22/0B/2005 19.878,780.00
M C ONCEPT D 1t

CANT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTD

t 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SCL. DE PATENTE DE IN 443,000.00

TOTAL $ 443,000.00

.30!: CUATROCIENTOS CUARENTA Y TRES MIL PES0S

RESPONSABLE :

RECIBD DE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE No.

(Yo 12346 &AL -col-§
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Ratitacion : BAY? Ol Folios: 165
techa (D) SMS99-48 1/:3i:dt

framite 2 U10 PLIMRIEND 349 FREE ML 418 Masbnia '
Dependencias S8 DIVISION D€ MAWS LGALIONS !

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
USUARIO  RADICADOR
PATENTE DE INVENCION / MODELO DE UTILIDAD () {)
- Indicacién de que se solicita [a concesion de una patente. { ) { /A‘; '
- Datos de identificacion del solicitante o de la persona que se presenta iz solicilud. { ) {
- Descripcion de la invencion. { ) ( )/
- Dibujos de serestos pertinentes, - () (")
- Comprobante de Pago dela.'./hv(es!ablemdas.
~ COMPLETA { INCOMPLETA { ) ()
DISENO INDUSTRIAL { )
- Indicaclon de que se solicita el registro de Disefio Industrial {) ()
- Datos de identificacion dei solicitante o de la persona que presenta () { )
- [a solicitud
- Representacion grafica o fotografica del Disefio Industrial o muestra del
Material que Incorpora el diseiio. () ( )
Comprobante de pago de las tasas establecidas ) ()
COMPLETA { ) INCOMPLETA () { )
ESQUEMA DE TRAZADO { )
- Indicacién de que solicita el registro de un Esquema de trazado. { ) { )
- Datos de ldentificacion dei solcitante o de la persona que presenta
La solicitud () ()
Representacion grafica del esquema de trazado ( ) ()
Comprobante de pago de las tasas establecidas { ) { )
COMPLETA () ' INCOMPLETA () ()

Firma Responsabld:

Fecha:



Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Folio 48T~
2020
Bogota DC
Doctor(a)
EMILIO FERRERO
Apoderado(a) y/o Representante
MONSANTO TECHNOLOGY LLC
. REFERENCIA: Radicacién No. 05 90937
Solicitud Intemacional PCT/US2004/002907
Fecha limite inicio fase Nacional 12 — 09 — 2005
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 416
Oficio No. 1310
Folios 001

Al contestar favor indique el nimero de
radicacién consignado en el sticker

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, relne los requisitos de forma establecidos en la
Decisién 486 de la Comision de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacion en la Gaceta de Propiedad Industrial.

Cumplase 0 1xv

Dado en Bogota DC ' J
S

ALIX CESPED E VERGEL

Jefe de la Divigion de Nuevas Creaciones

Sede Centro Carrera 13 No 27-00 Pisos 2,5, 7y 10
Conmutador 3 820840 Fax 3 505220
Sede CAN Tr 40A No 38-50 3153265 a1 69
Fax 3 505220 Linea $800-910 165
Web www sic goveo e-mail |
Bogow D C - Colombia

\66



