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[J Documento de constancia de cumplimiento con lo
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14. [ Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la
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METODOS TAQMAN DE PUNTO FINAL PARA DETERMINAR CIGOCIDAD DE
MAiZ QUE COMPRENDE EVENTOS TC1507
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Herculex® | es un producto de maiz comercial, que comprende el evento de
Cry1F TC1507, que es resistente al dafio ocasionado por insectos (especialmente
por el barrenador europeo del maiz. El evento en si ha sido descripto, por ejemplo,
en las patentes de los Estados Unidos Nos. 7.605.310 y 7.449.564.

Se pueden utilizar diversos métodos para detectar la presencia de este
evento en una muestra de maiz. Un ejemplo es la técnica de Pirosecuenciacion
descripta por Winge (Innov. Pharma. Tech. 00:18-24, 2000). En este método se
disefia un oligonucleétido que se superpone al ADN genémico adyacente y el
empalme del inserto de ADN. EI oligonucleétido se hibrida un producto de PCR
monocatenario de la region de interés (un cebador en la secuencia insertada y uno
en la secuencia gendémica flanqueante) y es incubado en presencia de una ADN
polimerasa, ATP, sulfurilasa, luciferasa, apirasa, adenosina 5' fosfosulfato y
luciferina. Las DNTP son agregadas individualmente y la incorporacién da lugar a
una sefial luminosa que se mide. La sefal luminosa indica la presencia de un
inserto de transgén/secuencia flanqueante debido a la amplificacion satisfactoria,
hibridacion y extensiéon de una o mas bases. (Esta técnica se utiliza habitualmente
para la secuenciacion inicial, no para la deteccion de un gen especifico cuando se
lo conoce).

La Polarizacion de Fluorescencia es otro método que se puede emplear
para detectar un amplicén. Siguiendo este método, se disefia un oligonucleétido
de manera que se superponga a la regiéon gendémica flanqueante y el empalme del

inserto de ADN. EI oligonucleétido se hibrida a un producto de PCR
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monocatenario de la regién de interés (un cebador en el ADN insertado y uno en la
secuencia de ADN genomico flanqueante) y se lo incuba en presencia de una
ADN polimerasa y un ddNTP marcado con fluorescencia. La extension de una
sola base da lugar a la incorporacién del ddNTP. La incorporacion se puede medir
como cambio de polarizacién utilizando un fluorémetro. Un cambio de la
polarizacién indica la presencia del inserto de transgén/secuencia flanqueante
debido a la amplificacion, hibridacién y extensién de base Unica favorables.

TAQMAN (Life Technologies, Foster City, Calif.) es un método para detectar
y cuantificar la presencia de una secuencia de ADN. En pocas palabras, se disefia
una sonda oligonucleotidica FRET con un oligo dentro del transgén y uno en la
secuencia gendmica flanqueante para la deteccién de eventos especificos. La
sonda FRET y los cebadores de PCR (un cebador en la secuencia de ADN
insertada y uno en la secuencia genémica flanqueante) se ciclan en presencia de
una polimerasa termoestable y dNTPs. La hibridacién de la sonda FRET da lugar
a la escision y liberaciéon del resto fluorescente del resto supresor de la sonda
FRET. Una senal fluorescente indica la presencia de la secuencia
flanqueante/inserto de transgén debido a la amplificacion e hibridacion
satisfactorias.

Se han descripto balizas moleculares para usar en la deteccion de
secuencias. En pocas palabras, se disefia una sonda oligonucleotidica FRET que
se superpone al empalme del ADN genémico flanqueante e insertado. La singular
estructura de la sonda FRET hace que contenga una estructura secundaria que
mantiene a los restos fluorescentes y supresores en estrecha proximidad. La
sonda FRET y los cebadores de PCR (un cebador en la secuencia de ADN

insertada y uno en la secuencia genémica flanqueante) se ciclan en presencia de
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una polimerasa termoestable y dNTPs. Después de la amplificacion favorable por

PCR, la hibridaciéon de la sonda FRET a la secuencia objetivo da lugar a la

remocion de la estructura secundaria de la sonda y a la separacion espacial de los
restos fluorescentes y supresores. Una sefial fluorescente indica la pre‘sencia de la
secuencia genomica flanqueante/inserto del transgén debido a la ampilificacion e
hibridacion favorables.

Otro desafio, entre muchos, consiste en hallar un gen de referencia
adecuado para una prueba dada. Por ejemplo, como e sefiala en el resumen de
Czechowski et al, "Un conjunto de datos excepcionalmente abundante de
estudios con el GeneChip de genoma completo ATH1 de Affymetrix otorgd los
medios para identificar una nueva generacion de genes de referencia con niveles
de expresidbn muy estables en la especie patrén de plantas de Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana). Se encontraron cientos de genes de Arabidopsis que
rinden mejor que los genes de referencia tradicionales en términos de estabilidad
de expresion durante todo el desarrollo y en un rango de condiciones ambientales."
(Czechowski et al. (2005) Genome-wide identification and testing of superior
genes de referencia for transcript normalization in Arabidopsis. Plant Physiol. 139,
5-17.)

Brodmann et al. (2002) se relaciona con la detecciéon por PCR cuantitativa
en tiempo real del contenido de maiz transgénico en alimentos correspondiente a
cuatro variedades diferentes de maiz aprobadas por la Unién Europea.
Brodmann, P.D., P.D., lig E.C., Berthoud H., y Herrmann, A. Real-Time
Quantitative Polymerase Chain Reactionlos métodos for Four Genetically Modified
Maize Varieties and Maize DNA Content in Food. J. of AOAC international 2002
85 (3)
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Hernandez et al. (2004) menciona cuatro genes posibles para usar con la
PCR en tiempo real. Hernandez, M., Duplan, M.-N., Berthier, G., Vaitiingom, M.,
Hauser, W., Freyer, R., Pla, M. y Bertheau, Y. Development and comparison of
four real-time polymerase chain reation systems for specific detection and
quantification of Zea mays L. J. Agric. Food Chem. 2004, 52, 4632-4637.

Costa et al. (2007) examinaron estos cuatro genes (también en el contexto
de PCR en tiempo real) y concluyeron que los genes de alcohol deshidrogenasa y
zeina eran los mejores genes de referencia para detectar un “evento” en una
muestra (un gen de lectina) en el caso de problemas de entremezclado de
alimentos transgénicos. Costa, L.v D. y Martinelli L. Development of a Real-Time
PCR Method Based on Duplo Target Plasmids for Determining an Unexpected
Genetically Modified Soybean Intermix with Feed Componentes. J. Agric. Food
Chem. 2007, 55, 1264—1273.

Huang et al. (2004) utilizaron el plasmido pMulM2 como moléculas de
referencia para la deteccion de los transgenes MON810 y NK603 en el maiz.
Huang y Pan, "Detection of Genetically Modified Maize MON810 and NK603 by
multiplex and Real-Time Polymerase Chain Reactionlos métodos," J. Agric. Food
Chem., 2004, 52 (11), pp 3264-3268.

Gasparic et al. (2008) sugieren la tecnologia LNA, partiendo de una
comparacion con la tecnologia de sondas de ciclado, TagMan y diversas qu miicas
de PCR en tiempo real, para analizar cuantitativamente los eventos del maiz (tales
como MON810). Gaspari¢, Cankar, Zel y Gruden, "Comparison of different real—
time PCR chemistries and their suitability for detection and quantification of

genetically modified organisms," BMC Biotechnol. 2008; 8: 26.



10

15

20

25

5 Acta P 10 01 04735

US 20070148646 se relaciona con un método de prolongacion de
cebadores para la cuantificacidon que requiere la dispensacién controlada de
nucledtidos individuales que pueden ser detectados y cuantificados por la cantidad
de nucleédtidos incorporados. Esto se diferencia del método de PCR TaqMan qye
utiliza un gen de referencia interno.

Para distinguir entre los genotipos homocigoto y hemicigoto de TC1507, se
ha utilizado para este evento un ensayo de invasion. Gupta, M., Nirunsuksiri, W.,
Schulenberg, G., Hartl, T., Novak, S., Bryan, J., Vanopdorp, N., Bing, J. y
Thompson, S. A non-PCR-based Invader Assay Quantitatively Detects Single—
Copy Genes in Complex Plant Genomes. Mol. Breeding 2008, 21, 173—181.

Huabang (2009) se relaciona con el analisis basado en PCR del maiz
transgenico. Sin embargo, no parece utilizarse ningin gen de referencia.
Huabang, "An Accurate and Rapid PCR-Based Zygosity Testing Method for
Genetically Modified Maize," Molecular Plant Breeding, 2009, Vol.7, No.3, 619—
623.

BREVE SINTESIS DE LA INVENCION

La presente invencidn se relaciona, en parte, con un ensayo molecular para
determinar la cigosidad del evento TC1507 en el maiz. Mas especificamente, la
presente invencién se relaciona, en parte, con un ensayo de PCr de punto final
TagMan para detectar un evento de Herculex® | TC1507 en el maiz utilizando un
gen de referencia endégeno de maiz. Algunas realizaciones se relacionan con
ensayos con capacidad de analisis de cigosidad de gran rendimiento. La presente
invencion se relaciona, ademas, en forma parcial, con el hallazgo de un gen de

referencia preferido para usar en la determinacion de la cigosidad.

10
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 ilustra un ejemplo de grafico de distribucién entre los nimeros
de muestras y las relaciones absolutas de SOB1/SOB?2.

La figura 2 es una representacion de la amplificacion por PCR en tiempo
real de la combinacién biplex de TC1507 con diferentes genes de referencia
investigados. Se exponen las representaciones de amplificacion de PCR en
tiempo real correspondientes al biplex de TC1507 con ivr (2a), hmg (2b),
ivr104(2c) y zeina (2d) con diluciones en serie al doble de ADN genémico de
homocigotos Cry1F, respectivamente. Los valores Ct con cada dilucién estan
consignados dentro de sus correspondientes representaciones.

La figura 3 ilustra graficos de distribucién de determinaciones de cigosidad
de Cry1F con TagMan de punto final utilizando genes de referencia. Los paneles
son los siguientes, en el caso de los ensayos que utilizan: ivr104 (a), ivr (b), hmg
(c) y zeina (d) como genes de referencia. Al completarse la PCR y las lecturas de
fluorescencia, se generaron graficos de distribuciéon: SOB1 = Sefial sobre el fondo
de FAM (sefal de muestra sobre el promedio de la sefial de fondo a 535 nm),
SOB2 = Senial sobre fondo de Cy5 (sefial muestra sobre el promedio de la sefial
de fondo a 670 nm). En el caso de ivr104 (a), se pueden efectuar busquedas de
genotipo con SOB1/SOB2 < 0,5 en el caso del tipo salvaje, 0,5< SOB1/SOB2< 2
en el caso de los hemicigotos y SOB1/SOB2 > 2 en el caso de los homocigotos.

La figura 4 ilustra la validacion de la determinacion de cigosidad de Cry1F
con el ensayo TagMan de punto final empleando ivr104 como gen de referencia en
tres poblaciones (dos placas de 96 pocillos de ADN genémico por cada poblacion).
Al completarse la PCR vy las lecturas de fluorescencia, se gener6 un grafico de

distribucion: SOB1 = Sefal sobre el fondo of FAM (relacién de la sefial de muestra
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sobre el promedio de la sefial de fondo a 535 nm), SOB2 = Sefial sobre fondo de
Cy5 (relacién de la sefial de muestra sobre el promedio de la sefal de fondo a 670
nm). Se realizaron busquedas de genotipos de acuerdo con cumulos
diferenciados de homocigotas, hemicigotas y tipos salvajes. La figura 4a es un
grafico de distribucion de la determinacién de la cigosidad de Cry1F con el ensayb
TagMan de punto final en una poblacion apilada de Cry34/35 PoCry1F. La figura
4b es un grafico de distribucién de la determinacion de la cigosidad de Cry1F con
el ensayo TagMan de punto final en una poblacion de pila simple de PoCry1F. La
figura 4c (PoCry1F_NKG603) sélo tuvo dos cumulos (homocigotas y hemicigotas)
puesto que las plantas WT (de tipo salvaje), como era de esperar, no
sobrevivieron a la fumigacion con herbicida.
BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

~ SEC ID NO: 1 es una secuencia de la secuencia flanqueante 5’ del evento
de maiz TC1507.

SEC ID NO: 2 es una secuencia de la secuencia flanqueante 3' del evento
de maiz TC1507.

SEC ID NO: 3 es una secuencia contigua correspondiente al evento de
maiz TC1507 que incluye una secuencia flanqueante 5', el inserto cry1F y una
secuencia flanqueante 3'.

SEC ID NOs: 4 - 21 son cebadores y sondas ilustrativos para usar de
acuerdo con la presente invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona, en parte, con un ensayo TagMan de

punto final basado en fluorescencia que utiliza un gen endégeno como control de

referencia (nUmero de copias) para el analisis de cigosidad de alto rendimiento de
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TC1507, un evento Cry1F del maiz. La presente invencidn se relaciona, ademas,
en parte, con el descubrimiento de un gen de referencia preferido, el de invertasa.
Se identificaron varios genes de referencia como opciones posibles.

La presente invencion también se relaciona, en parte, con el desarrollo de
una PCR Tagman biplex de punto final para el andlisis ce cigosidad especifico
para el evento TC1507. Ademas, la presente invencidn se relaciona, en parte, con
el desarrollo de kits de ensayo de reproduccién de TC1507.

Los ensayos TagMan de Punto final se basan en una estrategia de
mas/menos, en la cual “mas” significa que la muestra es positiva respecto del gen
analizado y un “menos” significa que la muestra es negativa respecto del gen
analizado. Estos ensayos utilizan, por lo general, dos series de oligonucleétidos
para la identificacion de la secuencia del transgén TC1507 y la secuencia del gen
de tipo salvaje, respectivamente, como asi también las sondas con doble marca
para medir el contenido de las secuencias del transgén y el tipo salvaje.

Si bien el ensayo Invader ha sido una técnica robusta para caracterizar
estos eventos, es muy sensible a la calidad del ADN. Ademas, el ensayo requiere
una elevada cantidad de ADN. EI ensayo Invader requiere asimismo un paso
adicional de desnaturalizaciéon que, si ho se maneja correctamente, puede causar
el fracaso del ensayo Invadeer. Por afiadidura, el tiempo mas prolongado del
ensayo Invader lo limita en su flexibilidad para hacer frente con eficacia a grandes
numeros de muestras de TC1507 para el analisis en un entorno comercial. Una de
las principales ventajas de la presente invencidén es el ahorro de tiempo y la
eliminacién del paso de desnaturalizacion.

El presente analisis TagMan de Punto Final para detectar eventos TC1507

ofrece asombrosas ventajas con respecto a Invader, especialmente al analizar
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grandes numeros de muestras. Sin embargo, su aplicacion a TC1507 fue
complicada. Por un lado, la regién de borde de TC1507 no es una verdadera
secuencia gendomica. Por ejemplo, con tiene secuencias flanqueantes repetitivas.
Es wuna secuencia dnica que contiene fragmentos del transgén vy
retrotransposones, que habrian sido vistos como obstaculo muy significativo para
la implementacién de la estrategia mas/menos del ensayo TagMan de punto final
en este contexto.

Ademas, por ejemplo, se intentaron multiples combinaciones de cebadores
y sondas. Sin embargo, ninguna de estas combinaciones dio lugar a una sefal
robusta con capacidad para discriminar entre el alelo de tipo salvaje y el transgén.

En una realizacion, la reaccion de PCR especifica para el evento TC1507
amplifica un fragmento de 58 pb, caracteristico del evento, como resultado de la
insercion del cassette del constructo TC1507 en el ADN genérﬁico del maiz. Una

sonda oligonucleotidica especifica del objetivo TC1507 se une al objetivo entre

dos cebadores de PCR especificos para el evento y se la marca con una tintura

fluorescente y un desactivador. Los marcadores fluorescentes posibles incluyen
FAM como tintura reportera en el extremo 5 de la sonda TC1507 y un
desactivador Black Hole Quencher 1 (BHQ1) como desactivador en el extremo 3’
de la sonda TC1507.

Usando un rango de factores empiricos junto con nuestro criterio,
identificamos de manera empirica los genes endégenos del maiz, con capacidad
para la amplificacion de PCR de una sola o un bajo numero de copias, sonda que
se puede conservar en numerosos cultivares. Muchisimos genes de referencia
eran posibles. Los que seleccionamos para la evaluacién inicial fueron evaluados

como posibles genes de referencia para el analisis de cigosidad de TC1507. Se
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eligieron cinco series de oligos (Tabla 1): ivr, ivr104 (fragmentos de 79 y 104 pb de
la invertasa), adh (fragmento de 136 pb de adh1), hmg (fragmento de 79bp de
hmga), y zeina (fragmento de 72 pb de zeina). Se evaluaron cebadores
especificos para el gen y una sonda especifica para el gen, en una realizacion
marcados con Cy5 en el extremo 5' de la sonda y un Black Hole Quencher 2
(BHQ2) en el extremo 3' de la sonda, para usar en la cuantificacion rapida para los
genes enddgenos del maiz evaluados como genes de referencia posibles para el
analisis de cigosidad de TC1507.

Los cebadores y sondas de genes especificos para el gen Cry1F y los
genes endégenos del maiz fueron analizados para detectar las eficiencias de
PCR. También se aprovecharon las combinaciones de cebadores y sondas de los
genes endodgenos del maiz que habian demostrado tener eficiencias de PCR
relativamente similares a la de los cebadores y sondas especificos del evento
Cry1F para la capacidad de multiplexdo y el ensayo de cigosidad TagMan de
punto final.

Se analizaron todos los oligos para determinar la eficiencia de PCR. Los

oligos con eficiencias de PCR relativamente aproximadas a los oligos especificos

~ del evento fueron aprovechados ademas para el multiplexado y el ensayo de

cigosidad TagMan de punto final.

En algunas realizaciones, este andlisis de cigosidad utiliza un biplex de
oligonucledtidos especificos del evento TC1507 y para el evento del gen de
referencia endégeno del maiz (inverfasa en algunas realizaciones preferidas) en el
mismo ensayo de amplificacion. La cigosidad se determina por la intensidad
relativa de la fluorescencia especifica del Evento TC1507 en comparacién con el

ADN de referencia.
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En algunas realizaciones, el ensayo especifico del evento TC1507 ampilifica
un fragmento de 58 pb, caracteristico del evento, que es el resultado de la
insercion del cassette del constructo TC1507 en el ADN gendmico del maiz. Una
sonda oligonucleotidica de objetivo especifico se une al objetivo entre dos
cebadores de PCR especificos del evento TC1507 PCR y se la marca con dos
tinturas fluorescentes: FAM como tintura reportera en su extremo 5’ y BHQ como
tintura desactivadora en su extremo 3'. Se miden los productos de PCR tras el
nuamero optimo de ciclos, cuando la reaccion se encuentra en la fase exponencial
temprana.

En algunas realizaciones, el sistema especifico del maiz amplifica un
fragmento de 104 pb del gen de invertasa. Se utiliza un par de oligos especificos
de la invertasa y una sonda especifica para el gen de invertasa marcada con Cy5
en el extremo 3’ y una BHQ en el extremo 5’ para la cuantificacién rapida.

En algunas realizaciones, el ensayo TagMan de punto final basado en
fluorescencia para el analisis de cigosidad de TC1507 permite la lectura directa de
los resultados en un lector de placas para la identificacion del Evento Herculex® |
TC1507 en el maiz y el gen de referencia.

La presente invencidn incluye aplicaciones de reproduccién asexual tales
como el analisis de la introgresion de Herculex® | en otras lineas de maiz.

Se pueden utilizar los métodos de deteccion y kits de la presente invencién
para identificar eventos de acuerdo con la presente invencion. Los métodos y kits
de la presente invencidén se pueden utilizar para estrategias de reproduccion
acelerada y para establecer datos de vinculacién. Las técnicas de deteccion de la
presente invencion son especialmente Gtiles en combinacidon con la reproduccion

de plantas, para determinar qué plantas de la progenie comprenden un evento

6
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dado, una vez cruzada una planta parental que comprende un evento de interés
con otra linea vegetal, en un esfuerzo por impartir uno 0 mas rasgos adicionales
de interés en la progenie. Estos métodos de analisis de PCR Tagman constituyen
una ventaja para los programas de reproduccion del maiz, como asi también para
el control de calidad, especialmente para las semillas de maiz transgénico
comercializadas. Ahora también se pueden preparar y utilizar kits de deteccién de
PCR Tagman para estas lineas transgénicas de maiz. Esto también puede
mejorar el registro de productos y la administracién del producto.

Mas aun, la presente invencion se puede utilizar para estudiar y caracterizar
procesos de integracién del transgén, las caracteristicas del sitio de integracion
genomica, la clasificacion de eventos, la estabilidad de los transgenes y sus
secuencias flanqueantes y la expresiéon génica (especialmente en lo que respecta
al silenciamiento de genes, a patrones de metilacion de transgenes, efectos de la

posicion y elementos potenciales relacionados con la expresién tales como MARS

~ [regiones de unién a la matriz] y demas).

Esta invencion incluye ademas procesos para realizar cruzas utilizando una
planta TC1507 como por lo menos uno de las progenitoras. Por ejemplo, la
presente invencién incluye una planta hibrida F; que tiene, como una o ambas
progenitoras, a cualquiera de las plantas aqui ejemplificadas. Esta invencion
incluye un método para producir una semilla hibrida F; cruzando una planta
ejemplificada con una planta diferente (por ej. una progenitora endogamica),
cosechando la semilla hibrida asi obtenida y analizando la muestra de semillas /
planta de acuerdo con la presente invencidon. Se pueden mejorar las
caracteristicas de las plantas asi obtenidas mediante un meticuloso estudio de las

plantas progenitoras.

Y
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Se puede reproducir una planta de maiz resistente a los insectos cruzando
sexualmente, en primer lugar, primera una planta progenitora de maiz que
consiste en una planta de maiz cultivada a partir de una semilla de cualquiera de
las lineas mencionadas en este documento y una segunda planta de maiz
progenitora, para producir asi una pluralidad de plantas de la primera generacion
de la progenie, y luego seleccionando una planta de la primera generaciéon que
sea resistente a los insectos (o que posea por lo menos uno de los eventos de la
presente invencion) y autofertilizando la primera planta de la progenie para
producir asi una pluralidad de plantas de la segunda generacién y luego
seleccionando de las plantas de la segunda generacion una planta que sea
resistente a los insectos (0o que posea por lo menos uno de los eventos de la
presente invencion). Estos pasos pueden incluir ademas la retrocruza de la planta
de la primera generacion o la planta de la segunda generaciéon con una tercera
planta de maiz progenitora. A continuaciéon se puede plantar un cultivo de maiz
que comprende las semillas de maiz de la presente invencién, o la progenie de las
mismas.

Se ha de entender asimismo que también se pueden aparear dos plantas
transgénicas diferentes para producir retofios que contengan dos genes exégenos
agregados de segregacion independiente. La autofertilizacién de la progenie
apropiada puede producir plantas que son homocigotas respecto de ambos genes
exdgenos agregados. La retrocruza con una planta progenitora y la cruza externa
con una planta no transgénica también estan contempladas, al igual que la
propagacién vegetativa. Otros métodos de reproduccion asexual utilizados
comunmente para diferentes rasgos y cultivos son conocidos en la técnica.. Se ha

utilizado la retrocruza para transferir genes para un rasgo simplemente heredado y
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altamente heredable en un cultivar o linea endogamica homocigota, que es la
progenitora recurrente. El origen del rasgo a transferir se denomina progenitor
donante. Se espera que el rasgo conveniente se haya transferido a la planta asi
obtenida de la progenitora donante. Se espera que la planta asi obtenida ha de
tener los atributos de la progenitora recurrente (por ej., cultivar) y que se haya
transferido el rasgo ventajoso de la progenitora donante. Después de la cruza
inicial, se seleccionan los individuos que poseen el fenotipo de la progenitora
donante y se los cruza repetidamente (retrocruza) con la progenitora recurrente.
Se estima que la progenitora obtenida ha de tener los atributos de la progenitora
recurrente (por ej., el cultivar) y que se haya transferido el rasgo ventajoso de la
progenitora donante.

Se pueden utilizar las moléculas de ADN de la presente invencion como
marcadores moleculares en el método de reproduccion asistida por marcadores
(MAB). Las moléculas de ADN de la presente invencién se pueden utilizar en
metodos (tales como los de marcadores AFLP, marcadores RFLP, marcadores
RAPD, SNPs y SSRs) que identifican los rasgos de utilidad agronémica
geneticamente ligados, como se sabe en la técnica. Se puede rastrear el rasgo de
resistencia a los insectos en la progenie de una cruza con una planta de maiz de
la presente invencién (o la progenie de la misma y cualquier otro cultivar o
variedad de maiz) utilizando los métodos de MAB. Las moléculas de ADN son
marcadores para este rasgo y se pueden emplear métodos MAB muy conocidos
en la técnica para rastrear el o los rasgos de resistencia a los insectos en plantas
de maiz, donde por lo menos una linea de maiz de la presente invencion, o la

progenie de la misma, ha servido como progenitora o antecesora. Los métodos de
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la presente invencidn se pueden utilizar para identificar cualquier variedad de maiz
con el evento de resistencia a los insectos de la linea de maiz TC1507.

Los métodos de la presente invencion incluyen un método para la
produccién de una planta de maiz resistente a los insectos, donde dicho método
comprende la reproduccidén asexual con una planta de la presente invencion. Mas
especificamente, dichos métodos pueden comprender la cruza de dos plantas de
la presente invencién, o una planta de la presente invencion y cualquier otra
planta, y rastrear el evento en cuestion de acuerdo con la presente invencion. Los
meétodos preferidos comprenden ademas la seleccion de la progenie de dicha
cruza mediante el andlisis de dicha progenie para la deteccién de un evento
detectable de acuerdo con la presente invencion.

Una planta preferida, o una semilla, propagada y desarrollada de acuerdo
con la presente invencion comprende, en su genoma, por lo menos una de las
secuencias insertadas identificadas en la Tabla 1, junto con al menos 20-500 o
mas nucledtidos contiguos flanqueantes a ambos lados del inserto, como se
identifica en la Tabla 1. A menos que se indique lo contrario, “evento TC1507” o
referencia similar, se refiere al ADN de la SEC ID NO: 3 que incluye el ADN
heterdlogo insertado en el sitio genémico identificado por la totalidad o parte de
ambas secuencias genémicas flanqueantes de SEC ID NOs: 1 y/o SEC ID NO: 2
inmediatamente adyacentes al ADN insertado que seria logico esperar que se
transfiera a la progenie que recibe el ADN insertado como resultado de una cruza
sexual de una linea parental que incluye el evento.

En este documento se presentan definiciones y ejemplos para contribuir a
describir la presente invencion y pafa guiar a las personas con capacitacion

normal en la técnica en la puesta en practica de la invenciéon. A menos que se
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indique lo contrario, los términos se han de interpretar de acuerdo con el uso
convencional que le asignan las personas con capacitacién normal en la técnica
pertinente. Se utiliza la nomenclatura de las bases de ADN expuesta en 37 CFR
§1.822.

Un “evento” transgénico se produce por la transformacién de células
vegetales con ADN heter6logo, es decir una construccién de acido nucleico que
incluye un transgén de interés, la regeneracion de una poblacién de plantas
producidas como resultado de la insercién del transgén en el genoma de la planta
y la seleccion de una planta determinada en un sitio especifico del genoma. El
término “evento” se refiere a la transformante original y a la progenie de la
transformante que incluye el ADN heterélogo. El término “evento” se refiere
asimismo a una progenie producida por una cruza sexual externa entre la
transformante y otra variedad que incluye el ADN genémico/transgén. Aun
después de repetidas retrocruzas con una progenitora recurrente, el ADN del
transgén insertado y el ADN genémico flanqueante (ADN gendémico/transgén) de
la progenitora transformada esta presente en la progenie de la cruza en la misma
ubicacién cromosémica. El término “evento” se refiere asimismo al ADN de la
transformante original y la progenie de la misma que comprende el ADN insertado
y la secuencia gendémica flanqueante inmediatamente adyacente al ADN insertado
que se espera se transfiera a una progenie que recibe el ADN insertado que
incluye el transgén de interés como resultado de una cruza séxual de una linea
parental que incluye el ADN insertado (por ej., la transformante original y la
progenie que resulta de la autofertilizacién) y una linea parental que no contiene el

ADN insertado.

N
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Una “secuencia de empalme” abarca el punto en el cual el ADN insertado
en el genoma esta ligado al ADN del genoma nativo del maiz que flanquea el
punto de insercién, donde la identificacion o deteccion de una u otra secuencia de
empalme en el material genético de una planta es suficiente para diagnosticar el
evento. Se incluyen las secuencias de ADN que cubren las inserciones en los
eventos del maiz aqui descriptos y tramos similares del ADN flanqueante. En este
documento se presentan ejemplos especificos de dichas secuencias de
diagnostico; sin embargo, otras secuencias que se superponen a los empalmes de
la inserciones, o los empalmes de las inserciones y la secuencia genomica,
también son diagnésticas y se las podria utilizar de acuerdo con la presente
invencion.

Se pueden disefiar cebadores, amplicones y sondas para usar de acuerdo
con la presente invencion, basandose, en parte, en las secuencias flanqueantes,
de empalme y/o insertadas. Se pueden incluir cebadores y amplicones como
componentes de la invencidn. Se pueden emplear métodos de analisis por PCR
utilizando amplicones que abarcan el ADN insertado y sus bordes para detectar o
identificar variedades de maiz transgénico comercializadas o lineas derivadas de
las lineas de maiz transgénico de registradas.

La secuencia de la secuencia flanqueante 5’ correspondiente a HERCULEX
| (evento TC1507) se presenta como SEC ID NO: 1. La secuencia de la secuencia
flanqueante 3’ esta provista en SEC ID NO: 2. La secuencia del inserto cry1F
(unto con las secuencias regulatorias), flanqueadas por las secuencias
flanqueantes (de SEC ID NOs: 1 y 2) se presenta bajo el titulo SEC ID NO: 3. La
Tabla 1 presenta las coordenadas de las secuencias de inserto y flanqueantes con

respecto a SEC ID NO: 3.
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Tabla 1.

Ubicacion de los residuos en SEC ID NO: 3:

b b
Evento Flanqueante 5 Inserto crylF Flanqueante 3
TC1507 1-2829 2830-9015 9016-11361
(ver SEC ID NO: 1) (ver SEC ID NO: 2)

Estos eventos de insercion, y otros componentes de los mismos, han sido
descriptos con mas detalle, por ejemplo, en las patentes de los Estados Unidos
Nos. 7.605.310 y 7.449.564 (ver por ej. La figura 1 de la patente '564). Sobre la
base de estas secuencias de inserto y de borde, se generaron cebadores para
eventos especificos, como puede hacerse. El analisis de PCR demostré que estas
lineas de maiz pueden ser identificadas en diferentes genotipos de maiz mediante
el analisis de los amplicones de PCR generados con estas series de cebadores
especificos para el evento. Por consiguiente, se pueden utilizar estos y otros
procedimientos relacionados para identificar de manera inequivoca estas lineas de
maiz.

En el presente contexto, una “linea” es un grupo de plan‘tas que exhiben
poca o ninguna variacién genética entre individuos con respecto a por lo menos un
rasgo. Dichas lineas pueden ser generadas por varias generaciones de
autopolinizacién y seleccion, o mediante la propagacion vegetativa a partir de una
sola progenitora empleando técnicas de cultivo tisular o celular.

En el presente contexto, los términos “cultivar’ y “variedad” son sindnimos y
se refieren a una linea que se utiliza para la produccion comercial. “Estabilidad” o

“estable” significa que, con respecto a un componente dado, el componente se

¢



10

15

20

25

19 Acta P 10 01 04735

mantiene de generacidn en generacion y, preferentemente por lo menos tres
generaciones sustancialmente en el mismo nivel, por ej., preferentemente +15%,
mas preferentemente +10%, muy preferentemente +5%. La estabilidad puede
resultar afectada por la temperatura, ubicacién, estrés y el momento de la
plantacion. La comparaciéon de las generaciones subsiguientes en condiciones de
campo ha de producir el componente de manera similar.

La “Utilidad Comercial” se define por una planta con buen vigor y alta
fertilidad, de tal manera que el cultivo pueda ser producido por los agricultores
utilizando el equipamiento agricola convencional y que se pueda extraer el aceite
con los componentes descriptos de la semilla empleando el equipamiento
convencional de ftrituracién y extracciéon. Para ser de utilidad comercial el
rendimiento, medido por el peso de las semillas, el contenido de aceite y el total de
aceite producido por acre esta dentro del 15% del rendimiento promedio de una
variedad de canola de otro modo comparable sin los rasgos de valor especial
cultivada en la misma regioén.

“‘De elite agronémica” se refiere a que la linea tiene caracteristicas
agronémicas convenientes tales como rendimiento, madurez, resistencia a las
enfermedades y demas, ademas de la resistencia a los insectos debido al
presente evento (o eventos).

Como ha de apreciar una persona con capacitacion en la técnica a la luz de
esta descripcion, las realizaciones preferidas de kits de deteccion, por ejemplo,
pueden incluir sondas y/o cebadores dirigidos a “secuencias de empalme” o
“secuencias de transiciéon” (donde la secuencia flanqueante genémica del maiz se
encuentra con la secuencia insertada) o las comprenden. Por ejemplo, esto

incluye una sonda, cebador o amplicén polinucleotidico que comprende una

24
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secuencia que incluye los residuos indicados en la Tabla 1. Algunos cebadores
preferidos pueden incluir por lo menos ~15 residuos de la secuencia flanqueante
adyacente y por lo menos ~15 residuos de la secuencia de inserto adyacente. Se
pueden tomar como objetivo los residuos dentro de las 200 bases
aproximadamente de las secuencias de empalme. Con esta disposicidn, se puede
utilizar otro cebador en la regiéon flanqueante o inserto para generar un amplicén
detectable que indique la presencia de un evento de la presente invencién. En
algunas realizaciones preferidas, un cebador se une en la regién flanqueante y
uno se une en el inserto, y se pueden utilizar esos cebadores para generar un
amplicon que abarca (e incluye) una secuencia de empalme (residuos 2829-2030
y/o 9015-9016) como se indicara anteriormente. Las SEC ID NOs: 1 y/o 2 pueden
estar alineadas con SEC |ID NO: 3 para ilustrar esos empalmes.

Una persona con capacitacion en la técnica también ha de reconocer que
se pueden disefiar cebadores y sondas para hibridarse, en condiciones de
hibridacion standard y/o condiciones de PCR, a un segmento de SEC ID NO: 1,
SEC ID NO: 2, SEC ID NO: 3 y complementos de las mismas, donde el cebador o
la sonda no es perfectamente complementaria de la secuencia ejemplificada. Es
decir que se puede tolerar cierto grado de mal apareamiento. En el caso de un
cebador de aproximadamente '20 nucledtidos, por ejemplo, por lo general no es
necesario que uno o dos nucleétidos aproximadamente se unan a la cadena
opuesta si la base mal apareada es interna o esta al final del cebador opuesto al
amplicon. Mas adelante se presentan diversas condiciones de hibridacién
apropiadas. También se pueden utilizar en las sondas analogos nucleotidicos
sintéticos tales como inosina. Se pueden emplear asimismo sondas de péptido

acido nucleico (PNA) tales como sondas de ADN o ARN. Lo importante es que

1
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dichas sondas y cebadores son diagnésticas (pueden identificar de manera
univoca y distinguir) la presencia de un evento de la presente invencion.

Los componentes del “inserto” o construccion del transgén han sido
descriptos, por ejemplo, en las patentes de los Estados Unidos Nos. 7.605.310 y
7.449.564 (ver por ej. la figura 1 de la patente '564). Se pueden utilizar
secuencias de polinucledtidos o fragmentos de estos componentes como
cebadores o sondas de ADN en los métodos de la presente invencién.

En algunas realizaciones de la invencién, se dan a conocer composiciones
y métodos para detectar el nimero de copias de la regiéon de insercién del
transgén/genémica en plantas y semillas y demas, de una planta designada
HERCULEX que comprende el evento de CrylF TC1507. Se presentan
secuencias de ADN que comprende por lo menos una secuencia de empalme de
la region de insercién del transgén/gendmica expuestas en la presente en SEC ID
NO: 1, SEC ID NO: 2, SEC ID NO: 3, segmentos de las mismas y complementos
de las secuencias ejemplificada y cualquier segmento de las mismas. La
secuencia de empalme de la region de insercioén abarca el empalme entre el ADN
heterélogo insertado en el genoma y el ADN de la célula de maiz que flanquea el
sitio de insercién. Dichas secuencias son diagnosticas del presente evento.

Basandose en estas secuencias de inserto y borde, se generaron
cebadores especificos para el evento. El analisis de PCR Tagman de la presente
invencién demostré que se puede identificar el evento del maiz TC1507 en
diferentes lineas y genotipos de maiz mediante el analisis de los amplicones de
PCR generados con estas series de cebadores especificos para el evento. Se
pueden utilizar estos y otros procedimientos relacionados para identificar de

manera univoca estas lineas de maiz.
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En algunas realizaciones, las secuencias de ADN que comprenden (o son
complementarias, por lo menos en parte) de una porcién/segmento contiguo de las
regiones de insercién del transgén/genémica constituyen un aspecto de esta
invenciéon. Se incluyen las secuencias de ADN que comprenden un tramo
suficiente de polinucledtidos de la secuencia de inserto del transgén y un tramo
suficiente de polinucleétidos de la secuencia gendémica del maiz de una o mas
plantas de maiz de la presente.

Las realizaciones relacionadas se refieren a secuencias de ADN que
comprende por lo menos 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25 0 mas nucledtidos contiguos de una porcién del transgén de
una secuencia de ADN de SEC ID NO: 3, o complementos de la misma y un tramo
similar de una secuencia de ADN flanqueante de maiz seleccionada del grupo que
consiste en SEC ID NO: 1 y SEC ID NO: 2, o complementos de las mismas.
Dichas secuencias son Utiles, por ejemplo, como cebadores de ADN o métodos de
amplificacion de ADN. Los componentes de la invencién incluyen también los
amplicones producidos por dichos cebadores de ADN y cebadores homélogos.

Esta invencion incluye asimismo meétodos para detectar la presencia de
ADN en una muestra, de por lo menos una de las plantas de maiz a las que se
hace referencia en la presente. Dichos métodos pueden comprender: (a) poner en
contacto la muestra que comprende el ADN con un juego de cebadores que, al
utilizarlos en una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos de la presente
invencion, con ADN de por lo menos uno de estos eventos del maiz, (b) ejecutar
una reaccion de amplificacién de PCR TAQMAN utilizando un gen de referencia

identificado en la presente y (¢) analizar los resultados.

Y
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En algunas realizaciones mas, la presente invencion incluye métodos para
producir una planta de maiz que comprende un evento cry1F de la presente
invencion, donde dicho método comprende los siguientes pasos: (a) cruzar
sexualmente una primera linea parental de maiz (que comprende un cassette de
expresion de la presente invencion, que cdnfiere el rasgo de resistencia a los
insectos a las plantas de dicha linea) para producir asi una pluralidad de plantas
de la progenie y (b) seleccionar una planta de la progenie basandose en los
resultados de por lo menos una técnica de ensayo de la presente invencion.
Dichos métodos pueden comprender opcionalmente el paso adicional de
retrocruzar la planta de la progenie con la segunda linea parental de maiz para
producir una planta de maiz pura para la reproduccién que comprende dicho
rasgo de tolerancia a los insectos. De acuerdo con otro aspecto de la invencion,
se presentan métodos relacionados para determinar la cigosidad de la progenie de
una cruza.

Se pueden desarrollar kits de deteccion de ADN utilizando las
composiciones aqui descriptas y métodos muy conocidos en la técnica de
deteccion de ADN. Los kits son utiles para la identificacion del ADN del presente
evento del maiz en una muestra y se pueden aplicar a los métodos para reproducir
plantas de maiz que contengan este ADN. Los kits contienen secuencias de ADN
homdlogas o complementarias de los amplicones, por ejemplo los descriptos en la
presente, o de secuencias de ADN homoélogas o complementarias del ADN
contenido en los elementos genéticos del transgén de los presentes eventos.
Estas secuencias de ADN pueden ser utilizadas en reacciones de amplificacion de

ADN o en sondas en un método de hibridacion de ADN. Los kits pueden contener
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ademas los reactivos y materiales necesarios para la ejecuciéon del método de
deteccion.

Una “sonda” es una molécula de acido nucleico aislada a la cual esta
adherido un marcador detectable o molécula reportera (tal como un isétopo
radioactivo, ligando, agente quimioluminiscente o enzima). Dicha sonda es
complementaria de una hebra del acido nucleico objetivo, en el caso de la
presente invencion, o de una hebra del ADN gendémico de dichos eventos del
maiz, ya sea de una planta de maiz o de una muestra que incluye ADN del evento.
Las sondas de acuerdo con la presente invencion no sélo incluyen acidos
desoxirribonucleicos o ribonucleicos sino también otros materiales de sonda que
se unen especificamente a una secuencia de ADN objetivo y pueden ser utilizadas
para detectar la presencia de la secuencia de ADN objetivo.

Los “cebadores” son acidos nucleicos aislados que se reasocian a una
hebra complementaria de ADN objetivo mediante hibridacién de acidos nucleicos
para formar un hibrido entre el cebador y la hebra de ADN objetivo y pueden ser
utilizados en combinacién con una polimerasa, por €j., una ADN polimerasa. Los
parees de cebadores de la presente invencién se refieren a su uso para la
amplificacién de una secuencia de acido nucieico objetivo, por ej. por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) o por otros métodos convencionales de
amplificacion de acidos nucleicos.

Las sondas y cebadores (y amplicones) tienen generalmente 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,

76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,



10

15

20

25

25 Acta P 10 01 04735

98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114

115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130
131,132,133,134,135,136,137,138,139,140,141,142,143,144,145,146,
147, 148, 149, 150, 151, 152, 1563, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162,
163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178,
179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194,
195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210,
211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226,
227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242,
243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258
259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273, 274,
275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290,
291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306,
307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322,
323, 324, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337, 338
339, 340, 341, 342, 343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354,
355, 356, 357, 358, 359, 360, 361, 362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369, 370,
371, 372, 373, 374, 375, 376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386,
387, 388, 389, 390, 391, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398, 399, 400, 401, 402,
403, 404, 405, 406, 407, 408, 409, 410, 411, 412, 413, 414, 415, 416, 417, 418,
419, 420, 421, 422, 423, 424, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 431, 432, 433, 434,
435, 436, 437, 438, 439, 440, 441, 442, 443, 444, 445, 446, 447, 448, 449, 450,
451, 452, 453, 454, 455, 456, 457, 458, 459, 460, 461, 462, 463, 464, 465, 466,
467, 468, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475, 476, 477, 478, 479, 480, 481, 482,
483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498



10

15

20

25

26 Acta P 10 01 04735

499 o 500 polinucledtidos o mas de longitud. Dichas sondas y cebadores se
hibridan especificamente a una secuencia objetivo en condiciones de alta
rigurosidad. Preferentemente, sondas y cebadores de acuerdo con -la presente
invencion tienen similitud total de secuencias con la secuencia objetivo, aunque se
pueden disefiar sondas que difieran de la secuencia objetivo y que retengan la
capacidad de hibridarse a secuencias objetivo mediante métodos convencionales.

Los métodos para la preparacion y uso de sondas y cebadores han sido
descriptos, por ejemplo, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a ed., vol.
1-3, ed. Sambrook ef al, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y., 1989. Se pueden derivar pares de cebadores de PCR de una
secuencia conocida, por ejemplo utilizando programas de computacién destinados
a ese fin.

Se pueden utilizar los cebadores y sondas basados en las secuencias del
ADN flanqueante y el inserto descripto en la presente para confirmar (y, si fuera
necesario, corregir) las secuencias descriptas mediante métodos convencionales,
por ej., reclonando y secuenciando dichas secuencias.

Las sondas y cebadores de acido nucleico de la presente invencién se
hibridan en condiciones rigurosas a una secuencia de ADN objetivo. Se puede
utilizar cualquier método convencional de hibridacién o amplificacion de acido
nucleico para identificar la presencia de ADN de un evento transgénico en una
muestra. Las moléculas de 4cido nucleico o fragmentos de las mismas son aptas
para hibridarse especificamente a otras moléculas de acido nucleico en ciertas
circunstancias. En el presente contexto, se dice que dos moléculas de acido
nucleico son capaces de hibridarse especificamente entre si si las dos moléculas

pueden formar una estructura de acido nucleico bicatenaria antiparalela. Se dice
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que una molécula de acido nucleico es “co'mplemento” de otra molécula de acido
nucleico si ambas exhiben complementariedad total. En el presente contexto, se
dice que las moléculas exhiben “complementariedad total” cuando cada uno de los
nucleétidos de una de las moléculas es complementario de un nucleétido de la
otra. Se dice que dos moléculas son “minimamente complementarias” si se
pueden hibridar entre si con estabilidad suficiente para permitirles permanecer
reasociadas entre si en condiciones convencionales por lo menos de “baja
rigurosidad”. Del mismo modo, se dice que las moléculas son “complementarias”
si se pueden hibridar entre si con estabilidad suficiente para permitirles
permanecer asociadas entre si en condiciones convencionales de “alta
rigurosidad”. Las condiciones convencionales de rigurosidad han sido descriptas
por Sambrook et al., 1989. Por lo tanto, los alejamientos de la complementariedad
completa son permisibles, siempre que dichos alejamientos no impidan por
completo la capacidad de las moléculas para formar una estructura bicatenaria.
Para que una molécula de acido nucleico sirva como cebador o sonda sélo
necesita ser suficientemente complementaria en su secuencia para poder formar
una estructura bicatenaria estable en las concentraciones especificas de solvente
y sales empleadas.

En el presente contexto, una secuencia sustancialmente homéloga es una
secuencia de acido nucleico que se hibrida especificamente al complemento de la
secuencia de acido nucleico con la cual se la estda comparando en condiciones de
alta rigurosidad. El término “condiciones rigurosas” se define funcionalmente con
respecto a la hibridacion de una sonda de acido nucleico a un acido nucleico
objetivo (es decir, a una secuencia de acido nucleico de interés) mediante el

procedimiento de hibridacién especifico descripto por Sambrook et al., 1989, en
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9.52-9.55. Ver ademas, Sambrook et al., 1989 en 9.47-9.52 and 9.56-9.58. En
consecuencia, se pueden emplear las secuencias de nucleétidos de la invencion
por su capac_;idad para formar selectivamente moléculas duplex con tramos de
complementariedad de fragmentos de ADN.

Dependiendo de la aplicacién contemplada, se puede utilizar diversos
metodos de hibridaciéon para obtener diversos grados de selectividad de la sonda
con la secuencia objetivo. Para aplicaciones que requieren alta selectividad, por lo
general se emplean condiciones relativamente rigurosas para formar los hibridos;
por ej., se seleccionan condiciones de sal relativamente bajas y/o alta
temperatura, como por ejemplo NaCl de aproximadamente 0,02 M a
aproximadamente 0,15‘ M a temperaturas de aproximadamente 50° C a
aproximadamente 70° C. Las condiciones rigurosas podrian implicar, por ejemplo,
el lavado del filtro de hibridacion por lo menos dos veces con buffer de lavado de
alta rigurosidad (0,2X SSC, 0,1% de SDS, 65° C). Las condiciones de rigurosidad
apropiadas que promueven la hibridacién del ADN por ejemplo, 6,0X cloruro de
sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45° C, seguidas por un lavado
con 2,0X SSC a 50° C son conocidas por las personas con capacitacién en la
técnica, 6.3.1-6.3.6. Por ejemplo, la concentracion de sales en el paso de lavado
puede ser seleccionada desde una baja rigurosidad de aproximadamente 2,0X
SSC a 50° C a una alta rigurosidad de aproximadamente 0,2X SSC a 50° C.
Ademas, se puede aumentar la temperatura en el paso de lavado desde
condiciones de baja rigurosidad a temperatura ambiente, aproximadamente 22° C,
a condiciones de alta rigurosidad a aproximadamente 65° C. Se puede variar
tanto la temperatura como la sal, o la temperatura o la concentraciéon de sal se

pueden mantener constantes, cambiando la otra variable. Dichas condiciones

¥



10

15

20

25

29 Acta P 10 01 04735

selectivas toleran poco, si algin, mal apareamiento entre la sonda y el patrén o
hebra objetivo. La deteccidon de secuencias de ADN mediante hibridacion es muy
conocida por las personas con capacitacion en la técnica y los conceptos
vertidos en las patentes de los Estados Unidos Nos. 4.965.188 y 5.176.995 son
ilustrativos de los métodos de analisis de hibridacion.

En una realizacion especialmente preferida, un acido nucleico de la
presente invenciéon se hibrida especificamente a uno o mas de los cebadores (o
amplicones u otras secuencias) ejemplificados o sugeridos en la presente,
incluyendo complementos y fragmentos de los mismos, en condiciones de alta
rigurosidad. En un aspecto de la presente invenciéon, una molécula de acido
nucleico de la presente invencion tiene la secuencia de acido nucleico expuesta en
SEC ID NOs: 4-21, o complementos y/o fragmentos de la misma.

En otro aspecto de la presente invencién, una molécula de acido nucleico
marcadora de la presente invencién comparte entre 80% y 100% o 90% y 100%
de identidad de secuencia con dichas secuencias de &cido nucleico. En otro
aspecto de la presente invencién, una molécula de acido nucleico de la presente
invencidon comparte entre 95% y 100% e identidad de secuencia con esa otra
secuencia. Dichas secuencias pueden ser utilizadas en métodos de reproduccion
asexual, por ejemplo para identificar la progenie de cruzas genéticas. La
hibridaciéon de la sonda a la molécula de ADN objetiyo puede ser detectada por
cualquiera de los métodos conocidos por las personas con capacitacién en la
técnica, que pueden incluir, aunque no a titulo de limitacién, marcas de
identificacion fluorescentes, marcas de identificacion radiactivas, marcas de
identificacibn basadas en anticuerpos y marcas de identificacion

quimioluminiscentes.

34
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Con respecto a la amplificacién de una secuencia de acido nucleico objetivo

(por ej., por PCR) usando un par de cebadores de amplificacién especifico, las

“condiciones rigurosas” son condiciones que permiten que el par de cebadores se

hibride sbélo a la secuencia de acido nucleico objetivo a la cual se uniria un
cebador que tiene la correspondiente secuencia de tipo salvaje (o su
complemento) y preferentemente para producir un producto de amplificacion
singular, el amplicon.

El término “especifico para (una secuencia objetivo)” indica que una sonda
o cebador se hibrida en condiciones de hibridacion rigurosas sélo a la secuencia
objetivo en una muestra que comprende la secuencia objetivo.

En el presente contexto, “ADN amplificado” o “amplicon” se refiere al
producto de la amplificacion de acido nucleico de una secuencia de acido nucleico
objetivo que es parte de un patrén de acido nucleico. Por ejemplo, para determinar
si la planta de maiz producida como resultado de una cruza sexual contiene ADN
del gendmico del evento transgénico de la planta de maiz de la presente
invencion, se puede someter al ADN extraido de una muestra de tejido de la
planta de maiz a un método de amplificacién de acido nucleico utilizando un par
de cebadores que incluye un cebador derivado de una secuencia flanqueante en
el genoma de la planta, adyacente al sitio de insercién del ADN heterdlogo
insertado y un segundo cebador derivado del ADN heterélogo insertado para
producir un amplicdn que es diagnéstico de la presencia del ADN del evento. El
amplicon es de una longitud y tiene una secuencia que también es diagnoéstica del
evento. El amplicdn puede variar en longitud desde la longitud combinada de los
pares de cebadores mas un par de bases nucleotidicas y/o la longitud combinada

de los pares de cebadores mas un par de bases nucleotidicas y/o la longitud
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combinada de los pares de cebadores mas aproximadamente 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,71, 72, 73, 74, 75,
76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130,
131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146,
147, 148, 149, 150, 151, 152, 163, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162,
163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178,
179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194,
195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210
211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226,
227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242,
243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258
259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273, 274,
275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290,
291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306,
307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322,
323, 324, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337, 338,
339, 340, 341, 342, 343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354,
355, 356, 357, 358, 359, 360, 361, 362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369, 370
371, 372, 373, 374, 375, 376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386,
387, 388, 389, 390, 391, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398, 399, 400, 401, 402,
403, 404, 405, 406, 407, 408, 409, 410, 411, 412, 413, 414, 415, 416, 417, 418
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419, 420, 421, 422, 423, 424, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 431, 432, 433, 434,
435, 436, 437, 438, 439, 440, 441, 442, 443, 444, 445, 446, 447, 448, 449, 450,
451, 452, 453, 454, 455, 456, 457, 458, 459, 460, 461, 462, 463, 464, 465, 466,
467, 468, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475, 476, 477, 478, 479, 480, 481, 482,
483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498,
499 o 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750, 2000 o mas pares de bases nucleotidicas

(mas o menos cualquiera de los incrementos antes enumerados). Por otro lado,

se puede derivar un par de cebadores de la secuencia flanqueante a ambos lados

del ADN insertado a fin de producir un amplicon que incluye la secuencia
nucleotidica completa de insertada. Puede haber un miembro de un par de

cebadores derivado de la secuencia gendmica de una planta situada a una

distancia de la secuencia de ADN insertada. Esta distancia puede variar entre una

base de nucledtidos hasta aproximadamente veinte mil pares de bases
nucleotidicés. El uso del término “amplicén” excluye especificamente los dimeros
cebadores que se puede formar en la reaccion de amplificacion térmica de ADN.
La amplificaciébn de acido nucleico se puede lograr por cualquiera de
diversos métodos de amplificacion de acido nucleico conocidos en la técnica,
incluyendo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Hay una variedad de
métodos de amplificacién conocidos en la técnica descriptos, entre otros, en la
patente de Estados Unidos No. 4.683.195 y la patente de Estados Unidos No.
4.683.202. Se han desarrollado métodos de amplificacion por PCR para la
amplificacién de hasta 22 kb de ADN gendomico. Estos métodos, como asi
también otros métodos conocidos en la técnica de amplificacion de ADN se
pueden utilizar para poner en practica la presente invencion. La secuencia del

inserto de ADN heterdlogo del transgén o la secuencia gendémica flanqueante de
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un evento del maiz de la presente puede ser verificada (y corregida, si fuera
necesario) mediante la amplificacidbn de esas secuencias del evento utilizando
cebadores derivados de las secuencias provistas en la presente seguida por
secuenciacion standard de ADN del amplicén de PCR o del ADN clonado.

Se puede detectar el amplicén producido por estos métodos mediante una
pluralidad de técnicas. La electroforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro
de etidio es un método comun muy conocido para detectar amplicones de ADN.
Otro método de ese tipo es el Analisis de Bits Genéticos donde se disefta un
oligonucledtido de ADN que se superpone tanto a la secuencia de ADN genémico
flanqueante como al la secuencia de ADN insertado. Se inmoviliza el
oligonucledtido en los pocillos de una placa de micropocillos. Después de la PCR
de la regién de interés (usando un cebador de la secuencia insertada y uno de la
secuencia genomica flanqueante adyacente), se puede hibridar un producto
monocatenario de la PCR al oligonucleétido inmovilizado y esto sirve como patron
para una reaccidon de prolongacidon de una sola base utilizando una ADN
polimerasa y ddNTPs marcados especificos para la siguiente base esperada. La
lectura puede ser fluorescente o basada en ELLISA. Una seiial indica la presencia
de la secuencia insertada/flanqueante debido a la amplificacién, hibridacién y
prolongacién de base Unica satisfactorias.

Todas las patentes, solicitudes de patente, solicitudes provisorias y
publicaciones mencionadas como referencia o citadas en la presente se
incorporan a la presente como referencia en su totalidad en la medida en que no

se contradigan con los conceptos explicitos vertidos en esta memoria descriptiva.
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EJEMPLOS

Ejemplo 1 - Aislamiento de ADN gendmico total y cuantificacién y

amplificacion con cebadores de PCR. Se llevd a cabo el aislamiento de ADN

genomico de homocigotas, hemicigotas de Cry1F y muestras de tipo salvaje de las

5 muestras individuales troquelando ocho discos foliares por muestra y moliendo los
discos hasta obtener un polvo fino utilizando un Genogrinder 2000. Se extrajo el
ADN empleando kits para plantas ChargeSwitch® gDNA (Invitrogen, Carlsbad,
CA) o los kits Qiagen DNeasy de 96 pocillos (Valencia, CA). Con anterioridad a la
PCR, se cuantificaron muestras de ADN con el kit de Cuantificacién Quant—iT™

10  PicoGreen® (Invitrogen, Carlsbad, CA) usando las instrucciones del fabricante.

Se sintetizaron cebadores oligonucleotidicos y sondas TagMan con doble
marca con FAM y desactivador Black Hole quencher 1 (BHQ1) mediante MWG
Biotech (High Point, NC) (Tabla 1b).

15 Tabla 1b. Secuencias de los Cebadores y Sondas TagMan con Doble Marca
longitud
del
No. de nombre nombre SECID producto
gen acceso oligo original secuencia NO: de PCR
TC1507-
F MaiY-F1 5-TAGTCTTCGGCCAGAATGG-3' 4
TC1507-
CrylF R MaiY-R3 S-CTTTGCCAAGATCAAGCG-3' 5 58
TC1507-
P MaiY-S1 5'-FAM-TAACTCAAGGCCCTCACTCCG-BHQ1-3' 6
ivr104-F INV104-F 5'CGCTCTGTACAAGCGTGC3 ) 7
ivr Ulel123 ivr104-R INV104-R  S'GCAAAGTGTTGTGCTTGGACC3' 8 104
INV104- 5'Cy5-CACGTGAGAATTTCCGTCTACTCGAGCCT-BHQ2-
ivri04-P  sonda 3 9
ivr—F STGGCGGACGACGACTTGT3' 10 79
ivr Ule6123 ivr-R S'AAAGTTTGGAGGCTGCCGT3' 11

ivi—P 5’'—Cy5—CGAGCAGACCGCCGTGTACTTCTACC-BHQ2-3’ 12

24
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adh-F S'CGTCGTTTCCCATCTCTTCCTCC3' 13 136
adhl  X04050 adh-R S'CCACTCCGAGACCCTCAGTC3' 14
adh—P 5'Cy5-AATCAGGGCTCATTTTCTCGCTCCTCA-BHQ23! _ 15
hmg-F S'TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA3' 16 79
hmga  AJ131373  hmgR 5'GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT3! 17
hmg-P 5'Cy5-CAATCCACACAAACGCACGCGTA-BHQ2-3' 18
zein-F S'TGCAGCAACTGTTGGCCTTA3' 19 72
zeina  X07535 zein—R S'TCATGTTAGGCGTCATCATCTGT3' 20
zein—P 5'—Cy5-CATCACTGGCATCGTCTGAAGCGG-BHQ2-3' 21
Se sintetizaron sondas TagMan con doble marca con Cy5 y BHQ2 mediante
IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, I1A). Se disolvieron todos los
cebadores en 1x Tris—EDTA a 200 uM y las sondas a 100 yM. Se diluyeron las
5 reservas de trabajo de los cebadores y las sondas TagMan con doble marca 10
veces con agua de grado molecular.
Se configuraron las reacciones de PCR de acuerdo con las Tablas 2a, 2b
and 2c para las reacciones mono-plex, utilizando concentraciones de MgCi, de
2,5mM a 55 mM.
10

Tabla 2a: Mezcla de PCR para cada reaccién con un volumen final de 25 pl (MgCl,
2,5 mM).

Componente Volumen (ul)

Agua 16,85
buffer 10XPCR (con MgCl, 15m) 25
MgCl, 25 mM .
dNTP 10 mM (2,5mM cada uno) 0.75
Cebador directo — 20 uM

0,25
Cebador inverso — 20 uM

0,25
Sonda con doble marca — 10 uM 02
HotStarTaq (SU/ul) 0.2
Patrén de ADN genémico (10ng/pl) 3

Volumen total de la reaccién 25,00

\(O
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Tabla 2b: Mezcla de PCR para cada reaccién con un volumen final de 25 pl (MgCl,
4 mM).

Componente Volumen (ul)

Agua 15,85
buffer 10XPCR (con MgCl, 15m) 25
MgCl,25 mM 2
dNTP 10 mM (2,5mM cada uno) 0,75
Cebador directo — 20 uM 0,25
Cebador inverso — 20 uM 0,25
Sonda con doble marca — 10 pM 0.2
HotStarTaq (5U/ul) 0,2
Patrén de ADN genémico (10ng/pl) 3
Volumen total de Ia reaccién _ 25,00

Tabla 2¢: Mezcla de PCR para cada reaccién con un volumen final de 25 pl (MgCl,
5  55mM). |

Componente Volumen (ul)

Agua 13,85
buffer 10XPCR (con MgCl, 15m) 2,5
MgCl,25 mM 4
dNTP 10 mM (2,5mM cada uno) 0,75
Cebador directo —-20 uM 0,25
Cebador inverso — 20 pM 0,25
Sonda con doble marca — 10 pM 0,2
HotStarTaq (5U/ul) 0,2
Patrén de ADN gendmico (10ng/pl) 3
Volumen total de la reaccion 25,00

Las reacciones de PCR para las reacciones multiples fueron configuradas
de acuerdo con la Tabla 3. Se utilizé6 la ADN polimerasa Taq HotStar (HotStar

Taq, 10x Buffer de PCR y MgCl, 25 mM) de Qiagen (Valencia, CA, # de Catalogo
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203203 o 203205) y Mezcla Nucleotidica dNTP 10 mM de Applied Biosystems
(Foster City, CA, # de Catalogo N8080260). Las reacciones de PCR en tiempo
real se llevaron a cabo en una disposicién 6ptica iCiclor (BioRad, Hercules, CA)
comenzando con 15 minutos de desnaturalizacion a 95°C segin la
recomendacion, seguida por 50 ciclos de 95 °C por espacio de 15 segundos, 60 °C
durante 1 minuto. Se registraron las sefiales de fluorescencia al final de cada ciclo.

Los ensayos de PCR TagMan de punto final fueron establecidos de acuerdo
con la Tabla 3. Se utilizé la Disposicion de PCR ABI GeneAmp® 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) para la amplificacién. Se midieron los productos de
PCR vya sea mediante E-Gel al 4% (Invitrogen, Carlsbad, CA) o mediante un
espectrofluorometro (Tecan GENios, Mannedorf, Suiza) después de un numero

6ptimo de ciclos, que se determiné que era de 28 ciclos (Tabla 4).

Tabla 3: Mezcla de PCR para cada reaccion biplex con un volumen final de 25 .

Componente Volumen (ul)
Agua 13,15
buffer 10XPCR (con MgCl, 15m) 25
MgClL, 25 mM 4
dNTP 10 mM (2,5mM cada uno) 0,75
Cebador directo TC1507 — 20 pM 0,25
Cebador inverso TC1507 — 20 uM 0,25
Sonda TC1507 con doble marca — 10 uM 0,2
Cebador directo endégeno —20 uM 0,25
Cebador inverso endégeno ~ 20 pyM 0.25

Sonda Endégena con doble marca — 10

pM 0,2
HotStarTaq (5U/ul) 0,2
Patrén de ADN genémico 3

Volumen total de la reacciéon 25,00
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Tabla 4: Configuracién del Instrumento con las longitudes de onda recomendadas
para la lectura de los productos de PCR.

Excitacion {(nm)

Tintura Emisién (nm)
FAM 485 535
Cy5 612 670

El umbral de PCR en tiempo real fue calculado automaticamente por el
software iCiclor (versién 3.0a), con un valor de fluorescencia ligeramente superior
al fondo. Se determiné el ciclo umbral (valor Ct) por el nimero de ciclos
necesarios para generar fluorescencia por encima del umbral establecido. Se
estimaron las eficiencias de PCR sobre la base del ADN gendmico ingresado y los
valores Ct.

Se calcularon las relaciones de sefial sobre fondo de FAM contra Cy5. Se
representaron los valores absolutos de las relaciones correspondientes a cada
poblacion en Excel. Las aciertos de genotipos se basaron en los controles
(homocigotas, hemicigotas y de tipo salvaje), como asi también en las
distribuciones agrupadas de las poblaciones segregadas.

Ejemplo 2 — Eficiencia de PCR correspondientes a los genes enddégenos de

maiz. Un aspecto del desarrolio de un en‘sayo de cigosidad TagMan de punto final
fue la seleccion del gen enddégeno mas adecuado como gen de referencia.
Elegimos la invertasa, un gen de referencia adecuado, que es especifico de la
especie y tiene un bajo numero de copias en el genoma. En un principio se
investigaron cuatro genes endégenos del maiz, alcohol deshidrogenasa 1 (adh1),

proteina a del grupo de alta movilidad (hmga), invertasa (ivr), y zeina (zein), de los

3
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miles de posibilidades, como posibles genes de referencia Cry1F del maiz en el
evento TC1507.

El proceso de selecciébn de un gen de referencia adecuado conllevo
agrupar, en primer lugar, 30 ng de homocigotas, hemicigotas de Cry1F extraidos y
controles de ADN gendmico del maiz de tipo salvaje (extraidos de acuerdo con el
procedimiento de aislamiento descripto en este Ejemplo) para estimar la eficiencia
de PCR de todos los cebadores. La PCR correspondiente a TC1507 y los cinco
genes de referencia seleccionados inicialmente (ivr, ivr104, adh, hmg, zein) fue
configurada de acuerdo con la Tabla 2c. A continuaciéon se visualizaron los
productos de PCR al cabo de 32 conE—gel al 4%. Todos los cebadores
amplificaron los fragmentos de tamafio estimado y cuatro genes de referencia
tuvieron bandas con similares intensidades. El ensayo de la opcién de gen de
referencia adh produjo menos producto que los otros ensayos con genes de
referencia seleccionados inicialmente. Los oligos especificos del evento TC1507
solo produjeron amplicones en los controles homocigotos y hemicigotos, con una
banda mas luminosa en el caso de las muestras homocigotas.

En el caso del ensayo TagMan de punto final, se amplificaron tanto las
reacciones del transgén como del gen de referencia en una reaccién Unica
(multiplex). En un intento por obtener eficiencias de PCR 6ptimas para ambos
genes, se analizaron todos los cebadores por triplicado con concentraciones
variadas de MgCl, en 30 ng de ADN genomica de las muestras homocigotas
utilizando PCR en tiempo real (ver las Tablas 2a, 2b y 2c¢).

La Tabla 5 presenta los valores Ct de la PCR en tiempo real correspondiente a ivr,
adh, ivr104, hmg, zein y TC1507 con 30 ng de ADN gendmico de homocigotas

Cry1F en diferentes concentraciones de MgCl,.

!
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Tabla 5
MgCl, ivr adh  ivr104  hmg Zein  TC1507
2,5mM 256 26,2 257  23.95 254 2175
4mM 2585 2845 24,95 233 209 2115
5,5mM

2515 26,15 24,7 232 20,65 20,65

Los valores medios del umbral de los ciclos (Ct) correspondientes a | gen de
referencia de zeina seleccionado inicialmente y TC1507 fueron similares
(aproximadamente 21) con una elevada concentracion de MgCl, (4 mM y 5,5 mM),
en tanto que los valores medios correspondientes a los genes de referencia ivr y
hmg seleccionados inicialmente tuvieron valores Ct mas elevados (de ~ 23 a ~25).
El gen de referencia adh seleccionado inicialmente tuvo valores Ct superiores a 26
y se lo elimindé como opcién. La concentracién de MgCI2 de 5,5mM arrojé el valor
Ct mas bajo para la reaccion de amplificacion de todos los genes analizados y, por
consiguiente, se la utilizé en los experimentos subsiguientes.

Se multiplexaron los cebadores para los genes de referencia inicialmente
seleccionados ivr, ivr104, hmg y zein con TC1507 usando PCR en tiempo real de
acuerdo con la Tabla 3, cono una dilucién en serie 1:2 del ADN de las
homocigotas agrupadas (ejecutada por triplicado).

Una vez mas se utilizaron los valores Ct para comparar las eficiencias de la
PCR. La figura 2 ilustra combinaciones biplex de TC1507 don los diferentes
genes de referencia investigados. Los valores Ct de TC1507 demostraron
aproximadamente un ciclo de diferencia entre cada dilucion. La eficiencia de PCR
en el caso de TC1507 fue de 100%. Los genes de referencia exhibieron tan

buena eficiencia como las reacciones con TC1507 en la mayoria de las diluciones.

«$
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Ejemplo 3 — Anadlisis de ensayo TagMan de punto final para la determinacion

de genotipos de cigosidad. Se utiliz6 una poblacién de pila simple de Cry1F

(Q:07K:PF04DS_ZYGO), con segregacion de TC1507, para evaluar la formacién
de mdltiplex de un gen de referencia (ivr, ivr104, hmg o zein) con TC1507
utilizando PCR TagMan de punto final (Tabla 3). Con anterioridad a la PCR
TagMan de punto final, se normaliz6 el ADN a 10 ng/ul. Se interrumpieron las

reacciones de PCR TagMan a los 28 ciclos y luego se las midid con un

espectrofluorémetro. Se calcularon las sefiales de fluorescencia de FAM (TC1507)

sobre el fondo (H,0), como sefal sobre fondo 1 (SOB1), y Cy5 (gen de referencia) |

sobre fondo 2 (SOB2). Se representaron las relaciones de SOB1/SOB2 en forma
de tratado de difusion en Excel. En una poblacién con segregacion, se deben
obtener tres grupos de puntos de datos dejando que los puntos de corte se
determinen visualmente. Se descubrié que so6lo Ivr104 multiplexado con TC1507
en las condiciones de reaccidon aqui descriptas podria tener aciertos genotipicos
inequivocos. Las otras reacciones con los genes de referencia seleccionados
inicialmente (ivr, hmg y zein) no llegaron a producir una separacién suficiente entre

homocigotas y hemicigotas para determinar aciertos genotipicos inequivocos.

Ejemplo 4 — Uso del protocolo con poblaciones diferentes. Se sabe que el

analisis de cigosidad invader y basado en PCR (5) puede ser afectado por los
antecedentes genéticos de las plantas. Se analiz6 el ensayo de cigosidad TagMan
de punto final para el evento de Herculex | TC1507 para determinar el efecto que
tienen en el mismo los antecedentes genéticos de las plantas con tres
poblaciones, de diferentes trasfondos genéticos. Cada fondo consisti6 en 184
muestras (don placas de ADN de 96 pocillos). Las tres poblaciones fueron: pilas

dobles de Cry34/35_PoCry1F y PoCry1F_NK603 y pila simple de PoCry1F. Como
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se ilustra en la figura 4a y la figura 4b, tanto Cry34/35_PoCry1F como PoCry1F
produjeron los tres cumulos tipicos con homocigotas en la parte superior,
hemicigotas en la parte media y el tipo salvaje (WT) en la base, en tanto que
PoCry1F_NK603 (Figura 4c) sélo tuvo dos cumulos (homocigotas y hemicigotas)
dado que las plantas WT, como se esperaba, no sobrevivieron al rocio con
herbicidas. Comparando los resultados con los ensayos Invader, 98,8% de las
puntuaciones son iguales entre ambos analisis. En siete plantas con discrepancia
de puntuacién, 6 homocigotas del ensayo Invader resultaron ser hemicigotas al
analizarlas con TagMan de punto final. Una hemicigota se torné homocigota.

Un ensayo de cigosidad firme requiere que dos alelos de un gen de interés
se distingan claramente en una poblacién a segregar. Como se describe en este
estudio, diferentes genes de referencia también pueden contribuir a diferencias
significativas de los resultados. Ademas, los hallazgos de genotipos se deben
basar en los cimulos de datos de cada poblacion. |

Se determindé que el gen endégeno del maiz Invertasa era un gen de
referencia adecuado para el evento TC1507 del maiz. Por tal motivo, se
desarrollé un analisis de cigosidad especifico para el evento TC1507 por PCR
TagMan de punto final biplex de alto rendimiento, con capacidad para producir
genotipos robustos de acuerdo con el Ejemplo 5.

Ejemplo 5 — Uso de Invertasa en la PCR TagMan de punto final biplex de alto

rendimiento para Determinar la Cigosidad del Evento TC1507 de Herculex® |

en el Maiz. Se establecen, por lo general, condiciones de PCR vy ciclado térmico
que amplifiquen tanto las secuencias del transgén como del gen de referencia en
un patrén conocido de ADN gendmico con unidades de fluorescencia relativa

aceptables (RFU). Si el gen enddgeno de referencia no se amplifica o si las

R4
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secuencias del transgén no se amplifican en las lecturas de fluorescencia 0,5-1
unidad mas que el control transgénico, se puede realizar la optimizacién variando
la concentracién de los cebadores y/u otros parametros.

ADN Patrén: Se muestrearon ocho discos foliares por muestra y se preparé ADN
patron de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Kit de Extraccion de ADN
Gendmico (kit DNeasy de 96 pocillos, Qiagen, Valencia, CA, # de Catalogo 69181)
0 equivalente). (Se puede encontrar una descripcion mas detallada de algunos
materiales adicionales y sus fuentes en el Ejemplo 1.) En general, 30 ng de ADN
gendmico total por cada 25 ul de reaccion dio los mejores resultados.

Sustancias de Ensayo y Control: Las muestras de ADN de maiz control negativo

fueron de ADN foliar de maiz no transgénico o transgénico sin contenido del
Evento TC1507 Herculex® I.

Las muestras de ADN de maiz Herculex® | Evento TC1507 eran muestras
de ADN de hojas de maiz transgénico que contenia el Evento TC1507 de
Herculex® | que era hemicigoto u homocigoto. Se puede preparar una muestra
hemicigota si no se dispone de una, combinando proporciones iguales de ADN
control negativo con ADN de maiz Herculex® | homocigoto.

Los controles positivos y negativos estan ilustrados en la Tabla 6.

Tabla 6
Tipo de Control Descripcion Resultado Esperado | Interpretacion
Control negativo en No se agrega ADN a la | Lecturas de RFU de | La mezcla no esta
mezcla maestra reaccion. fondo. No hay contaminada.
productos de PCR
Control positivo de Se agrega una muestra | Las lecturas de RFU | El control exhibe la
ADN Homocigoto de ADN gendémico que | de FAM son por lo amplificacién del
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{(Herculex® I Evento

TC1507)

se sabe que es
homocigoto para la

secuencia transgénica.

menos una unidad
més altas que las del
control no
transgénico. Lecturas
de Cy5 similares al
control no

transgénico.

transgén (FAM) y alelos .

del gen enddgeno de
referencia (Cy5) del
ADN genoémico.

Control positivo de
ADN Homocigoto
(Herculex® I Evento

TC1507)

Se agrega una muestra
de ADN gendmico que
se sabe que es
hemicigoto para las
secuencias transgénicas

y de tipo salvaje.

Las lecturas de RFU
de FAM son por lo
menos 0,5 unidad
mas altas que las del
control no
transgénico. Lecturas
de Cy5 similares al
control no

transgénico.

El control exhibe la
amplificacién del
transgén (FAM) y alelos
del gen endégeno de
referencia (Cy5) del
ADN gendémico.

Control negativo de

ADN no transgénico

Se agrega una muestra
de ADN genomico de
una linea no
transgénica del mismo
trasfondo que las

desconocidas.

Las lecturas de
fluorescencia de CyS
son por lo menos
0,5—1 unidad méas
altas que la del
control negativo de

fondo.

El control s6lo exhibe la
amplificacion del gen
endogeno de referencia
(Cy5) y no del transgén
(FAM) del ADN

genomico.

Procedimiento para la Extracciéon, Purificacion y Cuantificacion de ADN. Se llevan

a cabo los siguientes pasos en orden consecutivo.

Se troquelan 8 discos foliares por muestra y se los transfiere a tubos de

coleccion Qiagen. Se limpia el troquel después de cada muestreo con alcohol al

70% seguido por un rapido enjuague con agua y luego se seca con un pano.

W\
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Se prepara el buffer de extraccion de ADN de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.
Se determina la concentracion de ADN empleando el Kit de Cuantificacion

Quant-iT™ PicoGreen® y un espectrofotémetro o equivalente.

Condiciones de PCR. Se llevaron a cabo los siguientes pasos en orden sucesivo.

Preparar la siguiente mezcla de reaccion como Mezcla Maestra que contiene
todos los componentes excepto los patrones de ADN. Al preparar la mezcla, hay
que asegurarse de que sea suficiente para 10% mas reacciones de las necesarias
en realidad.

Los siguientes fueron los componentes para la reaccién en biplex con
contenido del Evento TC1507 de Herculex® |y los oligonucledtidos del gen

endogeno de inverfasa (se normalizaron las concentraciones de todas las

muestras de ADN):
Componente Volumen
()]

Agua 13,15
buffer 10XPCR 25
MgCl,25 mM 4
dNTP 10 mM (2,5mM cada uno) 075
Cebador directo TC1507 — 20 uM 0,25
Cebador inverso TC1507 — 20 uM 0,25
Sonda con doble marca TC1507 — 10 uM 02
Cebador directo de Invertasa — 20 uM 0.25
Cebador inverso de Invertasa — 20 uM 0.25
Sonda con doble marca de Invertasa — 10 uM 02
HotStarTaq (5U/ul) 02
Patrén de ADN gendmico (10ng/pl) 3
Volumen total de la reaccion 25,00
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Se prepararon cebadores y sondas y se los utilizé de la siguiente manera.

Tabla 7. Lista de Secuencias de Cebadores y Sondas.

Nombre del Cebador

o Sonda

Secuencia

INV104-F
(Cebador directo de

Invertasa)

5'-CGCTCTGTACAAGCGTGC-3' (SEC ID NO: 7)

INV104-R
(Cebador inverso de

Invertasa)

5S'-GCAAAGTGTTGTGCTTGGACC-3' (SEC ID NO: 8)

sonda INV104
(sonda marcada de

Invertasa)

5-CY5-CACGTGAGAATTTCCGTCTACTCGAGCCT-BHQ2-3'
(SEC ID NO: 9)

MaiY-F1
(Cebador directo
TC1507)

S-TAGTCTTCGGCCAGAATGG-3’ (SEC ID NO: 4)

MaiY-R3

(Cebador inverso

5’-CTTTGCCAAGATCAAGCG-3’ (SEC ID NO: 5)

TC1507)
MaiY-S1 5’-FAM-TAACTCAAGGCCCTCACTCCG-BHQ1-3’
(Sonda con doble (SEC ID NO: 6)

marca TC1507)

G\
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Tabla 8. Preparacion de soluciones madre de cebadores (200 uM).

Alelo Directo nmoles Dilucicn Inverso nmoles Dilucién
Gen de Adicion 166 Adicion de
referenciade | INV104-F 33,2 plde Ix | NV104=R 35,0 175 de 1x
Invertasa Tris—EDTA Tris—EDTA
Adicién
Herculex 1 Adicion de
) 562,5 ul de
evento MaiY-F1 112,5 T MAIY—R3 96,4 | 482 ul de 1x
X Tris—
TC1507 Tris-EDTA
EDTA

Se tomaron alicuotas de la reserva de cebadores y se las diluyé 1:10 con H,O

hasta obtener una concentracién final de trabajo de 20 uM.

Tabla 9. Preparacion de soluciones madre (reserva) de sondas (100 uM).

Probe

nmoles

Alelo Dilucion
Gen de referencia Se agregan 173,0 pl de 1x Tris—
Sonda INV104 17,3
de Invertasa EDTA
Herculex I evento Se agregan 163,0 ul de 1x Tris—
MaiY-S1 16,3
-TC1507 EDTA

Se tomaron alicuotas de la reserva de sondas y se las diluyé 1:10 con H,O

hasta obtener una concentracion final de 10 uM. Las sondas son fotosensibles y

deben ser almacenadas en la oscuridad en lo posible. Se deben preparar multiples

alicuotas de cada sonda para minimizar el nimero de ciclos de congelacién y

descongelacion.

«r
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Se prepararon ensayos de PCR con los controles apropiados. Cuando se
utiliza una placa de 96 pocillos, se recomienda utilizar los siguientes pocillos para
los controles: H11 — H12 = controles negativos (reactivos pero sin ADN), A1 =
control positivo homocigota con contenido de ADN gendmico del maiz Herculex® |
TC1507; A2 = control positivo hemicigota con contenido de ADN gendmico del
maiz Herculex® | TC1507; A3= control negativo con contenido de ADN gendémico
aunque sin el Evento TC1507 Herculex®, and A4 — H10 = muestras desconocidas.

Se amplific6 ADN en una Disposicion de PCR GenAmp 9700 en las

siguientes condiciones:

Elemento del Temp Tiempo Numero
ciclo ) de ciclos
Desnaturalizacion 95 15 minutos 1
inicial
Desnaturalizacion 95 15 segundos
o 28
Reasociacion & 60 60 segundos
Extension

Se analizaron las muestras de la siguiente manera.
Configuracion del Instrumento: las longitudes de onda recomendadas para

la lectura de los resultados de la PCR son las siguientes.

<
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Tintura Excitacién (nm) Emision
(nm)
FAM
485 535
(Herculex® 1 TC1507)
Cy5 (Invertasa) 612 670

Las muestras sin contenido del ADN genémico del Evento TC1507
Herculex® | s6lo dan lugar lecturas de RFU correspondientes a la sonda de FAM
por lo menos 0,5-1 unidad mas elevadas que la del control de fondo negativo. Si
las muestras no dan productos de PCR para los alelos del transgén o del gen
endogeno, el ADN puede no ser de la calidad o cantidad adecuada. En ese caso,
se debe realizar la preparacion de un nuevo ADN o una nueva reaccion. Los
resultados son aceptables cuando:

* los controles hemicigotos y homocigotos conocidos exhiben lecturas de

fluorescencia relativamente elevadas en el caso del Evento TC1507

Herculex® | y el gen de referencia de invertasa. Una lectura de 0,5-1,0

unidad debe separar las relaciones SOB1/SOB2 entre los dos controles.

* el control negativo debe exhibir lecturas de fluorescencia muy bajas tanto

en el caso de Herculex® | Evento TC1507 como en los genes de referencia.

* el ADN control no transgénico debe exhibir la lectura de fluorescencia

correspondiente al gen de referencia solamente.

Una vez completada la PCR TagMan y la lectura de fluorescencia, se
gener6 un grafico de distribucion (Tabla 10, Figura 1). Los controles 'de tipo
salvaje’ (Wt), 'hemicigotos' y 'homocigotos' de similar trasfondo genotipico pueden
servir como controles negativos y positivos. | En una poblacion para la
segregacion, se deben obtener tres cumulos de datos permitiendo Ila

determinacién visual de los puntos de corte. Estos puntos de corte son arbitrarios

%)
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y la separacién entre los cimulos es habitualmente de aproximadamente 0,5-1
unidad. Sin embargo, los puntos de datos podrian ser difusos debido a la
variabilidad del ensayo. En el caso del ejemplo ilustrado a continuacién, se
distinguen claramente tres cumulos de datos. Los puntos de datos
correspondientes al tipo salvaje son de menos de 0,5, los de las muestras
“hemicigotas” estan en el rango de 0,5-1,1 y las correspondientes a las
'homocigotas' son superiores a 1,1.

Tabla 10. Ejemplo de Tabla de Datos. Reportero1 = lectura de FAM,
ReporteroZ = lectura de Cy5, SOB1 = Sefial sobre el fondo de FAM (relacion de la
sefal de la muestra sobre el promedio de la sefial de fondo a 535 nm), SOB2 =
Serial sobre fondo de Cy5 (relacion de la sefial de la muestra sobre el promedio de
la sefial de fondo a 670 nm), Relacién = SOB1/SOB2 (valor absoluto), Hallazgo =
Interpretacién de las muestras de tipo salvaje (relaciéon < 0,5), hemicigotas
(relacion > 0,5 pero < 1,1), y homocigotas (relacién > 1,1) correspondientes a

Herculex® | Evento TC1507.
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Tabla 10
Muestra | Reportero
Muestra Pocillos | Reportero1 | SOB1 # 2 SOB2 Relacién Hallazgo

Sam1 A5 10807 -16,9 5 35670 1143 0,1481 Wt

Sam2 AB 24314 86,9 6 33617 101,9 0,8525 Hemi
Sam3 A7 25918 99,2 7 35358 112,4 0,8829 Hemi
Sam4 A8 26255 101,8 8 35989 116,2 0,8764 Hemi
Sam5 A9 37931 191,6 9 37283 124,0 1,5455 Hmz
Samé A10 37176 185,8 10 37269 123,9 1,4997 Hn{z
Sam7 A11 35059 169,5 11 35899 115,6 1,4657 Hmz
Sam8 A12 45525 250,0 12 43689 162,4 1,5388 Hmz
Sam9 B1 30329 133,1 13 39359 136,4 0,9759 Hemi
Sam10 B2 28052 115,6 14 38354 130,4 0,8869 Hemi
Sam11 B3 33754 159,5 15 37700 126,5 1,2610 Hmz
Sam12 B4 31538 142,4 16 33828 103,2 1,3801 Hmz
Sam13 B5 31319 140,8 17 33242 99,7 1,4120 Hmz
Sam14 B6 26514 103,8 18 36459 119,0 0,8724 Hemi
Sam15 B7 24997 92,2 19 35733 114,7 0,8038 Hemi
Sam16 B8 27446 111,0 20 37665 126,3 0,8790 Hemi
Sam17 B9 34671 166,5 21 34785 109,0 1,5284 Hmz
Sam18 B10 30456 134,1 22 41250 147,8 0,9075 Hemi
Sam19 B11 26476 103,5 23 37491 125,2 0,8268 Hemi
Sam20 B12 26262 101,9 24 36842 121,3 0,8398 Hemi

Al completarse la PCR y las lecturas de fluorescencia, se generé un grafico

de distribucidn de la manera antes descripta. Ver la Figura 1.

sb
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LISTADO DE SECUENCIAS

Dow AgroSciences

COMPRENDE EVENTOS TC1507

<130> DAS-

<160> 21
<170>
<210> 1
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>
TC1507

<400> 1
actagtttcc

ADN

cacggttctt
ggtaccgttt
gacggaaacg
cgtccgtttt
ccgacccacg
catggggcca
acgcattgac
cgagactgtg
tgcggctgtg
ccaagtcccc
gccagaccgg
ccgaggectc
taaccgagaa
taacactcac
gactcctaat
gattaagtca

cgggcaaggg

ggcacacctt

2829

P0164

tagcccgegt
cgtggccgec
accagatttt
gaataggttt
cgtatttctc
gacctgccaa
tgttggccac
gcatgtggac
actgcgagtg
gacagcgacg
atccatctct
ccgaagcatc
gggggctaca
aggtcggtcc
tttgaggctc
ctcagctggt
aggctcggtc
cggccgaccc

cggctcgecc

PatentIn versién 3.5

Secuencia artificial

cgtgccecta
cctaaggatg
tccageegtt
tttttcgaaa
gggaaactct
tcaaccatca
atgcccacgc
acacacagcc
gcggagtcgg
ctgtgacggc
gcttctctygg
acgaaacgca

cccggegggt

ccttgcaaaa
gggggctact
aacccccatc
cactcaaggg
cgaggattca

gaggcccatt

ccccaccgac
taaatggtcg
ttcggattta
acggtacggt
ggtatattcc
gccagtcagc
aacgcaaggc
gccgectgtt
cgaacggcga
gactcggcga
tcatctcctt
ctaagacctc
gcgetegege
aaagtgcgac
gtcggggacc
agcacaaagc
acacgatctc
cgtctecgecc

cttcgccgag

gtttatggaa
gtaaaatccg
tcgggatata
aaacggtgag
cgtatttgtc
ccatccccac
agtaaggctg
cgtgtttctg
ggcgtcteeg
agccccaagce
cccectggteg
gaaggagtca
gcacccaccg
aaaagcctcc
ataattaggg
tgcaaaggcc
gcctcgeecg
gagggccccc

aagcaacctt

Acta P 10 01 04735

ggtgccattc
gtaaatttcc
cagaaaacga
acaaacttac
ccgtattttc
agctatggcec
gcagcctggce
tgccgttgtg
gagtctggac
taccaagccc
atctgcaggc
aaccactcct
gaacaaaatg
aagcgagtat
gtacccccaa
tgatgggtgc
agcccagect
tcaagcgacg

ggccagatcg

METODOS TAQMAN DE PUNTO FINAL PARA DETERMINAR LA ZIGOSIDAD DE MAIZ QUE

Secuencia flanqueante 5'del Evento de Maiz Genéticamente Modificado
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ccacaccgac
tgacgcgcge
accgacctga
agtgaggctg
accctagggc
ccagggcttg
gggctcggac
ctcggactca
ggactcagcc
acctttctat
ctatgtactc
attcaggaac
cgcaccttgg
tgagatctca
tacccccaca
tgccgagatc
tcacaaaaaa
atacagaact
taggtggcag
ggaaaaattg
gctatttatc
ttgagacgtc
atctagagag
ctggtattgc
atggtatcta
tgtcctaaag
aagagggatc
agcgtgaccc
aaattacca

<210> 2

<211> 2346
<212> ADN

cgaccgtatc
tcttcagtcg
caagaagaca
acagcagcca
tcggactcgg
gactcagect
tcggectegg
gccteggcetce
tcggcctcag
cggaccttgt
ggtcttaggg
tccgggacca
aatgactact
ggttccgact
aacaccattg
ctcatcccta
tacaagaagt
caaaatcttt
tttgatacca
ggtttatgtt
tatccgtgcea
tacagtgaac
gttgcaagat
ttacgctggg
tcttgcaacc
ttcactgtag
tcgaagcettce

ggtcgtgccc

gcaggagcat
acagagccga
gcgccgectg
agtccggcect
ccteggcetcec
cggctccgga
ctccagaaga
cggaagacga
acgatggtct
cagatcctgt
gagtggcctt
ttgactctct
cccatgtgct
catggagagc
atccagagag
aaggtacttg
cgactaggtg
tccggagata
ccagaaagag
caacggaaaa
gctgatatgg
tttaggacag
agataccctt
ccctggaagg
tctctagatc
acgtctcaat

ggccggggcec
ctctctagag
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ttaatgcgag
agtgaccgca
cgtcgcetecg
cgggcgccat
ggaagacgac
agacgacgaa
cgacgaactc
cgaactccgc
ccgcctegec
cttcgtccga
tcaacaaact
agatgagata
gaatcatgtt
accaatgttc
aatcactcat
acaatagtat
gattggtccg
ttcattttcc
aaaaaaaaga
aatttctcaa
cecgeggtttyg
agccacaaac
ggttggttgc
ctaggaaccc
atcaatccac
gtaatggtta
catcgatatc

ataatgagca

gatcgcctga
atcacttcgc
actgctgtgc
aggaagctcc
gaactacgct
ttccgecteg
cgcctcgecc

ctcgcccgac

€gacccgggyg
ggaggctttg
ggtacgaatc
ccacctcaag
acctttgtgc
tcttggacgce
tcttcaagaa
tattggagtc
agtgaagaga
tgaagaggcg
ttctaaggaa
aagcaaggaa
tgatatcgtt
accacaagag
tgaggttgag
tcaacctcag
tcttgtggtg
acgatatcac
cgcgggcatg
ttgcatgtct
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caccttatcc
cgctccactg
cactcgacag
gcctcgeccg
tcgcecgacc
cccgacccca
gaccccaggg
cccagggctc
ctcggactcg
gcaatcctca
acacccgcac
acaacagcgg
gctggccagg
atcgtagcgc
ctgcatatct
gatacacaac
aaaaaaagcc
gataagatat
tcaaaaaaaa
aagtattgtg
aaccattaca
tggattgatg
ggtgttgtgg
caaccaacca
tttgtggctc
aaaccgagag
cctgcagtgce

aagttataaa

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2829
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<213>
<220>
<223>
TC1507
<400> 2

ctcactccgc
atttgcagtg
caaatcagat
atattgatga
tcgcacagtg
gacattaacc
ttcttgggga
tcctcgggtt
gcaacgaaac
acggatcctt
atacctaggg
gggagaaggg
aaataccggt
cataaaaatg
ttatcaaccg
aatgcaaaaa
ceceecececcee
tcattgaacc
ccttccaggg
aagggtatct
ctgtcctaaa
aacacaagaa
gacaatgttc
ggagccagac
ggacatacga
tgatcaatca

tctgecccge

ttgatcttgg
cagtattttc
tattgactgt
tatctcaatc
aaaatctata
ctgagactgt
caaaagcacg
ggatcatctc
cggggcatat
caacaaaagg
gcgcgagaca
gtgccccecg
actcgatttc
gagtagtatc
gaagtagtgc
aataaaagtg
cttttttcat
ctagttcggg
cccagcgtaa
atcttgcaac
gttcactgta
cgaaagcacc
catactaaag
cggtcgaacc
aggaggagcc
tgcctgtggg
cgccggettce

Secuencia artificial

caaagatatt
tattcgatct
catttgtatc
aaaacgtaga
tgagattaca
tggacatcaa
gtttggccgt
atcaggtcca
gtcgggtatc
gtacctgtac
actctctcta
ctaacaataa
ataagagtcg
ctaaattata
aaaaaaaatt
aagtaagggt
caaaaatttc
actgacgggg
gcaataccag
ctctctagat
gacgtctcaa
ttttcattct
gatagctgca
gtgccteccac

agaacgaaga

gaggtctctc

ggtaccgtcc
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tgacgcattt
ttatgtaatt
aaatcgtgtt
taataataat
aaataccgac
cgggtagatt
tccattgctg
atcaaatttg
tcgagcetegce
ccgaaaccga
aggaactcgg
acgaatacgg
aataggaagt
ctaatccacg
ctatactgca
gccccataga
catgaaaaaa
ctcgaacccg
ccacagcacc
catcaatcca
tgtaatggtt
ttcatatact
gaagccgcca
ttgctaagga
tatcctaaga
gcacctcgat

tcgecttggg

attagtatgt
cgttacaatt
taatggatat
atttatttaa
aacattattt
ccttcatgea
cacgaacgag
tccaagaact
gaaagcttgg
cacaggtggg
caaaatagcc
tttatgtatg
taagatgagg
tatgatatgt
ctgctctctt
tatttgatct
gaaaagatga
cagcttccgce
ctcaacctca
ctcttgtggt
aacgatatca
aggggttttt
ccgtcttgag
gaaagggaaa
tacttactcg
ccatgaaggt

cgcccgaggc
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gttaattttc
aataaatatt
ttttattata
tatttttgcg
aagaaacata
tagcacctca
ctttgctata
catgttagtc
ctgcaggtcg
taggtagaga
ccgtaacttc
gattccggta
gtggtatcat
atgcctttecc
tttactgaga
tgcctcctgt
atttgtccat
ctgttcctag
gcaaccaacc
gtttgtggct
caaaccgcgg
acttggaaaa
gaccttccgg
atcagggcca
ctccgggeca

accaccgagg

acccggggga

Secuencia flanqueante 3'del Evento de Maiz Genéticamente Modificado
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tggactgccc
gcaatagttc
cggccgaggyg
tceceggeccc
ccagcctcag
cttcatcatc
tctcctgecg
gagccttctt
ggtccaccgc
gacagacgaa
agcggatact

tgccggectce

ggggaa

<210>
<211>
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 3

actagtttcc
cacggttctt
ggtaccgttt
gacggaaacg
cgtcegtttt
ccgacccacg
catggggcca
acgcattgac
cgagactgtg
tgcggctgtg
ccaagtcccc

gccagaccgg

aggcgcagcec
tcggggaaca
gtcaagtacc
ggataccgac
atctgggctg
gtcgtcgtca

‘acgacgaagc

tgcgtecttc
atcctccggg
aagtctcagc
caccagagac

taatttcgcet

3
11361

tagcccgegt
cgtggccgec
accagatttt
gaataggttt
cgtatttctc
gacctgccaa
tgttggccac
gcatgtggac
actgcgagtg
gacagcgacg
atccatctct

ccgaagcatc

acgacgaccc
ggcagcttgg
ccctcagtec
ggcaccagcec
aggccgaggc
tcaggcgtct
ctttccaagg
ttctecttec
actggtggca
tatgagaacc
acgcacccgc

accgtgecgt

Secuencia artificial

cgtgccccta
cctaaggatg
tccagecgtt
tttttcgaaa
gggaaactct
tcaaccatca
atgcccacgc
acacacagcc
gcggagtcgg
ctgtgacggc
gcttctctgg

acgaaacgca
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aaggatcacc
cctgactccc
gcccecgcetc
cgctcgggag
aggcggccat
ccggcgacgg
catcccgagce
tcttcteege

gggaaggctt
gagggcaatc

gatcgggacg

ccacccacct

ccccaccgac
taaatggtcg
ttcggattta
acggtacggt
ggtatattcc
gccagtcagce
aacgcaaggc
gccgectgtt
cgaacggcga
gactcggcga
tcatctcctt

ctaagacctc

ctcctgcgea
cggggtcacc
ttcggaccgg
ctggcttgac
gtcgtcgtct
ctcccttggg
ccacgtccge
ggtgaccctc
gtgatgccct
tgacgcaaga
cattaagggc

gtggaggtca

gtttatggaa
gtaaaatccg
tcgggatata
aaacggtgag
cgtatttgtc
ccatccccac
agtaaggctg
cgtgtttctg
ggcgtctecg
agccccaagce
cccctggteg
gaaggagtca
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gtcggcacga
tcaactacct
gaccccgacg
gacccctggc
tcatcatcgt
agccecctecc
tcgtgggecc
cgcgcagetce
acctcctgga
aggaagaagg
tgggaaaaag

tcgatgggaa

ggtgccattc
gtaaatttcc
cagaaaacga
acaaacttac
ccgtattttc
agctatggcec
gcagcctggce
tgccgttgtg
gagtctggac
taccaagccc
atctgcaggc

aaccactcct

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2346

Secuencia Contigua correspondiente el Evento de Maiz TC1507 que incluye
Ta secuencia flanqueante 5', el inserto crylF y la secuencia flanqueante 3'
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ccgaggcctc
taaccgagaa
taacactcac
gactcctaat
gattaagtca
€gggcaaggg
ggcacacctt
ccacaccgac
tgacgcgegce
accgacctga
agtgaggctg
accctagggce
ccagggcttg
gggctcggac
ctcggactca
ggactcagcc
acctttctat
ctatgtactc
attcaggaac
cgcaccttgg
tgagatctca
tacccccaca
tgccgagatc
tcacaaaaaa
atacagaact
taggtggcag
ggaaaaattg
gctatttatc
ttgagacgtc
atctagagag
ctggtattgc

gggggctaca
aggtcggtcc
tttgaggctc
ctcagctggt
aggctcggtc
cggccgaccc
cggctcegecc
cgaccgtatc
tcttcagtcg
caagaagaca
acagcagcca
tcggactcgg
gactcagcct
tcggcctegg
gcctcggetce
tcggéctcag
cggaccttgt
ggtcttaggg
tccgggacca
aatgactact
ggttccgact
aacaccattg
ctcatcccta
tacaagaagt
caaaatcttt
tttgatacca
ggtttatgtt
tatccgtgca
tacagtgaac
gttgcaagat
ttacgctggg

cccggegggt

ccttgcaaaa
gggggctact
aacccccatc
cactcaaggg
cgaggattca
gaggcccatt
gcaggagcat
acagagccga
gcgcecgectg
agtccggect
ccteggctcc
cggctccgga
ctccagaaga
cggaagacga
acgatggtct
cagatcctgt
gagtggcctt
ttgactctct
cccatgtgct
catggagagc
atccagagag
aaggtacttg
cgactaggtg
tccggagata
ccagaaagag
caacggaaaa
gctgatatgg
tttaggacag
agataccctt

ccctggaagg
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gcgctcgege
aaagtgcgac
gtcggggacc
agcacaaagc
acacgatctc
cgtctecgecc
cttcgccgag
ttaatgcgag
agtgaccgca
cgtcgctecg
cgggcgecat
ggaagacgac
agacgacgaa
cgacgaactc
cgaactccgc
ccgectegec
cttcgtccga
tcaacaaact
agatgagata
gaatcatgtt
accaatgttc
aatcactcat
acaatagtat
gattggtccg
ttcattttcc
aaaaaaaaga
aatttctcaa
ccgeggtttg
agccacaaac
ggttggttgce

ctaggaaccc

gcacccaccg
aaaagcctcc
ataattaggg
tgcaaaggcc
gcctecgeecg
gagggccccc
aagcaacctt
gatcgcctga
atcacttcgc
actgctgtge
aggaagctcc
gaactacgct
ttcecgectceg
cgcctegecce

ctcgcccgac

cgacccgggg
ggaggctttg
ggtacgaatc
ccacctcaag
acctttgtgc
tcttggacge
tcttcaagaa
tattggagtc
agtgaagaga
tgaagaggcg
ttctaaggaa
aagcaaggaa
tgatatcgtt
accacaagag
tgaggttgag

tcaacctcag
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gaacaaaatg
aagcgagtat
gtacccccaa
tgatgggtgc
agcccagect
tcaagcgacg
ggccagatcg
caccttatcc
cgctccactg
cactcgacag
gcctcgeecg
tcgeccgacc
cccgacccca
gaccccaggg
cccagggctc
ctcggactcg
gcaatcctca
acacccgceac
acaacagcgg
gctggcecagg
atcgtagcgce
ctgcatatct
gatacacaac
aaaaaaagcc
gataagatat
tcaaaaaaaa
aagtattgtg
aaccattaca
tggattgatg
ggtgttgtgg

cdaaccaacca

780

840

900
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2460
2520
2580

Ll



atggtatcta
tgtcctaaag
aagagggatc
agcgtgaccc
aaattaccac
atccgcgggce
gcattgcatg
gtgcagttta
tagtactaca
taaaggacaa
gtgttctect
tacatccatt
ttttattcta
taataattta
taagaaatta
ttaaacgccg
ccaagcgaag
cgctccaccg
acgtgagcecg
ttcctttecc
ctccacaccc
tcccccaaat
cccectctct
cttctgttca
acacggatgc
tggggaatcc
tgtttcgttg
tgtttgtcgg
tgggcggtcg
ttttggatct

gaaatatcga

tcttgcaacc
ttcactgtag
tcgaagcttc
ggtcgtgccc
aactggaaga
atgcctgcag
tctaagttat
tctatcttta
ataatatcag
ttgagtattt
ttttttttgc
tagggtttag
ttttagcctc
gatataaaat
aaaaaactaa
tcgacgagtc
cagacggcac
ttggacttgc
gcacggcagg
accgctcctt
tctttcccca
ccacccgtceg
accttctcta
tgtttgtgtt
gacctgtacg
tgggatggct
catagggttt
gtcatctttt
ttctagatcg
gtatgtgtgt

tctaggatag

tctctagatc
acgtctcaat
ggccggggec
ctctctagag
gcggttaccc
tgcagcgtga
aaaaaattac
tacatatatt
tgttttagag
tgacaacagg
aaatagcttc
ggttaatggt
taaattaaga
agaataaaat
ggaaacattt
taacggacac
ggcatctctg
tccgetgteg
cggcctectc
cgcttteect
acctcgtgtt
gcacctccgce
gatcggcgtt
agatccgtgt
tcagacacgt
ctagccgttc
ggtttgccct
catgcttttt
gagtagaatt
gccatacata

gtatacatgt
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atcaatccac
gtaatggtta
catcgatatc
ataatgagca
ggaccgaagc
ccecggtegtg
cacatatttt
taaactttac
aatcatataa
actctacagt
acctatataa
ttttatagac
aaactaaaac
aaagtgacta
ttcttgtttc
caaccagcga
tcgctgectc
gcatccagaa
ctcctcteac
tcctegececg
gttcggagcg
ttcaaggtac
ccggtccatg
ttgtgttaga
tctgattgcet
cgcagacggg
tttcctttat
tttgtcttgg
ctgtttcaaa
ttcatagtta

tgatgcgggt

tcttgtgotg
acgatatcac
cgcgggeatg
ttgcatgtct
ttcggecggg
cccctctceta
ttttgtcaca
tctacgaata
atgaacagtt
tttatctttt
tacttcatcc
taattttttt
tctattttag
aaaattaaac
gagtagataa
accagcagcg
tggacccctc
attgcgtggce
ggcacggcag
ccgtaataaa
cacacacaca
gccgetegtce
gttagggccc
tccgtgcetge
aacttgccag
atcgatttca
ttcaatatat
ttgtgatgat
ctacctggtg
cgaattgaag

tttactgatg
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tttgtggctc
aaaccgagag
cctgcagtgce
aagttataaa
gcccatcgat
gagataatga
cttgtttgaa
atataatcta
agacatggtc
tagtgtgcat
attttattag
agtacatcta
tttttttatt
aaataccctt
tgccagectg
tcgcgtecggg
tcgagagttc
ggagcggcag
ctacggggga
tagacacccc
caaccagatc
ctcececcecc
ggtagttcta
tagcgttegt
tgtttctett
tgattttttt
gccgtgcact
gtggtctggt
gatttattaa
atgatggatg

Catatacaga

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440



gatgcttttt
ctagatcgga
atgtgtgtgt
gataggtata
tctattcata
attattttga
ttagccctge
cctgttgttt
atacagaatc
gaagagaggt
ttgtctgagt
ttcatcactc
aggattgaga
tatgagatct
agagaagatg
aacttcaccc
ctgcacttgt
gctactgtca
tgtttggata
gccaggttca
tttccgaact
atctacacca
aacagggctg
gtgactgcag
aacacggctg
atctggattg
gtccgaggag
caaactggta
gagataccac
catgttacct
atgttctctt

gttcgcttgg
gtagaatact
catacatctt
catgttgatg
tgctctaacc
tcttgatata
cttcatacgc
ggtgttactt
agtgcgtccc
cgactggcag
ttgttccagg
catctgattg
ccttggaaag
acattgaagc
tgcgtatacg
ttaccagctt
cactactgcg
acaatcacta
cctacaatca
atcagttcag
acgatgttcg
gttcagtcat
agtttggagt
agactgttag
gcaatcgtat
cagatgaaga
gctttggcaa
cgaatcacac
ctcaagacaa
ttgtgcgctg
ggacgcatcg

ttgtgatgat
gtttcaaact
catagttacg
tgggttttac
ttgagtacct
cttggatgat
tatttatttg
ctgcaggtcg
ctacaactgc
attgccgtta
tgtgggagtt
gagcctcttt
gaatcgggcc
actaagagag
ctttgctaac
cgagatccct
cgacgctgtg
caacagactc
gggattggag
gagagacctt
tacctatccg
tgaagactct
cagaccaccc
atcccaaact
caactttcct
tccacgtect
tcctcactat
ccgcacattc
cagcggcegea
gccaggtgag

tagcgctacc
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gtggtgtggt
acctggtgta
agtttaagat
tgatgcatat
atctattata
ggcatatgca
cttggtactg
actctagagg
ctcaacaatc
gacatctccc
gcgtttggcec
cttctccaga
atcactaccc
tgggaagcca
acagatgatg
cttctctecgg
tcgtttgggc
atcaatctga
aacctgagag
acacttactg
attcaaacgt
ccagtttctg
catctcatgg
gtgtggggag
agttacgggg
ttctatcgga
gtactcggtc
aggaactccg
ccttggaatg
atctcaggtt

cccacCaaaca

tgggcggteg
tttattaatt
ggatggaaat
acatgatggc
ataaacaagt
gcagctatat
tttcttttgt
atccaacaat
ctgaagtaga
tgtcccttac
tcttcgacct
ttgaacagtt
ttcgtggctt
atcctaacaa
ctttgatcac
tctatgttca
aaggttgggg
ttcatcgata
gtactaacac
tgttagacat
catcccaact
cgaacatacc
acttcatgaa
gacacttagt
tcttcaatcc
ccttgtcaga
ttaggggagt
ggaccattga
actactccca
ccgactcatg

ccattgatcc
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ttcattcgtt
ttggaactgt
atcgatctag
atatgcagca
atgttttata
gtggattttt
cgatgctcac
ggagaacaac

gattctcaac

acgtttcctg -

catctggggc
gattgaacaa
agcagacagc
tgcccaactg
agccatcaac
agctgctaac
actggacata
cacgaaacat
tcgccaatgg
agttgctctc
tacaagggag
caatggtttc
ctctttgttt
tagctcacgc
cgggggcgec
tcctgtettc
ggcctttcaa
ctctctagat
tgtgctgaat
gagagcacca

agagagaatc

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
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actcagattc
ccggggttca
attgtcaaca
actaccaatc
aacaagacaa
aacaccgcgt
agttcaggca
gagtaaggat
cccggtttcg
atccaacccg
tttgtcccca
tcagggttaa
ttttcactgt
gatatcatca
aataatctga
actgcactgc
tcaagcggag
gctccaccaa
agcatggtct
cgcccagtcec
gtcacctttg
attcaaatag
ctcttacgac
gtctactcca
caacaaaggg
attgtgaaga
aaggccatcg
aggagcatcg
gatatctcca

tctatataag

tccggagagg

ccttggtgaa
cgggaggaga
tcaatgggca
taagaatcta
tggataccgg
tcacctttcc
acgaagtgta
ccgtcgacct
ttgcgactaa
aggatatagc
agaatgaggt
tgtctatgta
gcgacgcaaa
atattataat
tttgaatatt
aaatgaaaat
tgagggcctc
tgccctcgac
cagcgccggce
ggtgtaagaa
tccaccaaga
aggacctaac
tcaatgacaa
aaaatatcaa
taatatccgg
tagtggaaaa
ttgaagatgc
tggaaaaaga
ctgacgtaag
gaagttcatt

agaccagttg

ggcacacaca
cattcttcga
acttccccaa
cgttacggtt
tgatccactt
aatgagccag
cattgacagg
gcagccaagc
catgagttct
aaagctcgtt
gctatgcatg
tcttaaataa
aatattaaat
aaaaatatcc
tattaattgt
taacacatac
atatccggtc
atagatgccg
tttaagctca
cgggtctgtc
tggaactgcg
agaactcgcc
gaagaaaatc
agatacagtc
aaacctcctc
ggaaggtggc
ctctgecgac
agacgttcca
ggatgacgca
tcatttggag
agattaggcc
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cttcagtcag
cgcactagtg
aggtatcgtg
gcaggtgaac
acattccaat
agcagtttca
tttgagttga
tttcgcgagce
tggacaaatt
cgtgcagcaa
aaggaatcta
tgttgtcggt
aaatattatt
attaaacacg
aacgaattac
taataaatgc
tcagttacaa
ggctcgacgc
atcccatccc
catccacctc
gccgceggacc
gtaaagactg
ttcgtcaaca
tcagaagacc
ggattccatt
tcctacaaat
agtggtccca
accacgtctt
caatcccact

aggacagggt

agctacagca

gaactacagt
gaggaccatt
ccaggatacg
ggatctttgc
ctttctccta
cagtaggtgc
ttccagttac
tcgagatccc
tgattggacc
tggaacggcc
cccgttgatg
attttgtaat
attatctacg
atttgataca
ataaagatcg
gtcaaatatc
gcacggtatc
tgaggacatt
aatctgaata
tgttgggaat
gaattcccat
gcgaacagtt
tggtggagca
aaagggcaat
gcccagctat
gccatcattg
aagatggacc
caaagcaagt
atccttcgca
acccggggat
gctgatatgg
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tgtaagaggg
cgcgtacacc
ctatgcctct
tggtcagttc
cgccactatc
tgataccttc
tgccacactc
cgacatatgc
tgatgagatg
aaaccgtgct
tccaacagtc

ctcatataga

ttttgattga

aatgacagtc
aatagaaaat
tttgccaaga
cccgaagegce
gcctaccttg
tcctatcecg
tccggtecgg
ggagtcaaag
catacagagt
cgacacgctt
tgagactttt
ctgtcacttt
cgataaagga
cccacccacg
ggattgatgt
agacccttcc
ccaccatgtc

ccgcggtttg

6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
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tgatatcgtt
accacaagag
tgaggttgag
ttacgattgg
aggatccaca
ggttgctgtt
cacagcccgg
tttttggcaa
gatctgagtc
ctctctctat
ttcgctcatg
tctatcaata
tcgagcecgg
gttgaagaca
gcctaactca
tatgtgttaa
caattaataa
gatattttta
tttaatattt
tatttaagaa
atgcatagca
acgagctttg
gaactcatgt
cttggctgca
gtgggtaggt
tagccccgta
gtatggattc
tgagggtggt
tatgtatgcc
ctctttttac

gatcttgcct

aaccattaca
tggattgatg
ggtgttgtgg
acagttgaga
ttgtacacac
ataggccttc
ggtacattgc
agggattttg
gacctgcagg
aataatgtgt
tgttgagcat
aaatttctaa
gtggatcctc
cgttcatgtc
aggccctcac
ttttcatttg
atattcaaat
ttataatatt
ttgcgtcgea
acatagacat
cctcattctt
ctatatcctc
tagtcgcaac
ggtcgacgga
agagaatacc
acttcgggag
cggtaaaata
atcatcataa
tttccttatce
tgagaaatgc

cctgtccccc

ttgagacgtc
atctagagag
ctggtattgc
gtactgttta
atttgcttaa
caaacgatcc
gcgcagcetgg
agttgccagc
catgcccgct
gagtagttcc
ataagaaacc
ttcctaaaac
tagagtcgac
ttcatcgtaa
tccgettgat
cagtgcagta
cagattattg
gatgatatct
cagtgaaaat
taaccctgag

ggggacaaaa

gggttggatc
gaaaccgggyg
tccttcaaca
taggggcgcg
aaggggtgcc
ccggtactcg
aaatggagta
aaccggaagt
aaaaaaataa

cccccecetttt
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tacagtgaac
gttgcaagat
ttacgctggg
cgtgtcacat
gtctatggag
atctgttagg
atacaagcat
tcctccaagg
gaaatcacca
cagataaggg
cttagtatgt
caaaatccag
ctgcagaagc
gaagacactc
cttggcaaag
ttttctattc
actgtcattt
caatcaaaac
ctatatgaga
actgttggac
gcacggtttg
atctcatcag
catatgtcgg
aaagggtacc
agacaactct
cccecgetaac
atttcataag
gtatcctaaa
agtgcaaaaa
aagtgaagta

ttcatcaaaa

tttaggacag
agataccctt
ccctggaagg
aggcatcaaa
gcgcaaggtt
ttgcatgagg
ggtggatggc
ccagttaggc
gtctctctct
aattagggtt
atttgtattt
tggcgagctc
ttcggtcegg
agtagtcttc
atatttgacg
gatctttatg
gtatcaaatc
gtagataata
ttacaaaata
atcaacgggt
gccgttcecat
gtccaatcaa
gtatctcgag
tgtacccgaa
ctctaaggaa
aataaacgaa
agtcgaatag
ttatactaat
aaattctata
agggtgceccc

atttccatga
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agccacaaac
ggttggttgc
ctaggaacgc
ggttgggcct
ttaagtctgt
ctttgggata
atgatgttgg
cagttaccca
acaaatctat
cttatagggt
gtaaaatact
gaattcgagc
cgcgectcta
ggccagaatg
catttattag
taattcgtta
gtgtttaatg
ataatattta
ccgacaacat
agattccttc
tgctgcacga
atttgtccaa
ctcgcgaaag
accgacacag
ctcggcaaaa
tacggtttat
gaagttaaga
ccacgtatga
ctgcactgct
atagatattt

aaaaagaaaa

8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
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gatgaatttg
tccgectgtt
cctcagcaac
gtggtgtttg
tatcacaaac
tttttacttg
ttgaggacct
ggaaaatcag
actcgctceg
aaggtaccac
gaggcacccg
gcgcagtcgg
tcacctcaac
accgggaccc
ttgacgaccc
cgtcttcatc
ttgggagccc
tccgctegtg
cccteegegce
gccctaccte
caagaaggaa

agggctggga
ggtcatcgat

<210> 4

<211> 19
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 4
tagtcttcgg

<210> 5
<211> 18

tccattcatt
cctagecttce
caaccaaggg
tggctctgtc
cgcggaacac
gaaaagacaa
tccggggage
ggccaggaca
ggccatgatc
cgaggtctgc
ggggatggac
cacgagcaat
tacctcggec
cgacgtcccg
ctggcccagce
atcgtcttca
ctccctctece
ggcccgagec
agctcggtec
ctggagacag
gaaggagcgg
aaaagtgccg

gggaagggga

cebador

ccagaatgg

gaaccctagt
cagggcccag
tatctatctt
ctaaagttca
aagaacgaaa
tgttccatac
cagaccggtc
tacgaaggag
aatcatgcct
ccecgecgecg
tgcccaggceg
agttctcggg
gaggggtcaa
gccccggata
ctcagatctg
tcatcgtcgt
tgccgacgac
ttctttgegt
accgcatcct
acgaaaagtc
atactcacca
gcctctaatt

a

Secuencia artificial
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tcgggactga
cgtaagcaat
gcaacctctc
ctgtagacgt
gcaccttttc
taaaggatag
gaaccgtgcec
gagccagaac
gtggggaggt
gcttcggtac
cagccacgac
gaacaggcag
gtaccccctc
ccgacggcac
ggctgaggcc
cgtcatcagg
gaagcctttc
ccttcttete
ccgggactgg
tcagctatga
gagacacgca

tcgctaccgt

cggggctcga

accagccaca
tagatcatca
ctcaatgtaa
attctttcat
ctgcagaagc
tccacttgcet
gaagatatcc
ctctecgcacc
cgtcctegec
gacccaagga
cttggcctga
agtccgeccc
cagcccgcetce
gaggcaggcg
cgtctccggce
caaggcatcc
cttecctctte
tggcagggaa
gaaccgaggg
cccgcgatceg

gccgtccacc
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acccgcagcet
gcaccctcaa
atccactctt
tggttaacga
atactagggg
cgccaccgtc
aaggagaaag
taagatactt
tcgatccatg
ttgggcgccc
tcaccctect
ctccccggag
cgctcttcgg
gggggctggc
gccatgtegt
gacggctccc
cgagcccacg
tccgeggtga
ggcttgtgat
caatctgacg
ggacgcatta

cacctgtgga

10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500

10560

10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11361

19
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 5

ctttgccaag atcaagcg

<210> 6

<«211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> sonda

<400> 6

taactcaagg ccctcactcc ¢

<210> 7

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 7

cgctctgtac aagcgtgc

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 8

gcaaagtgtt gtgcttggac c

<210> 9

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> sonda

<400> 9

cacgtgagaa tttccgtcta ctcgagect

<210> 10
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador
<400> 10

tggcggacga cgacttgt

<210> 11

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 11

aaagtttgga ggctgccgt

<210> 12

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> sonda

<400> 12

cgagcagacc gccgtgtact tctacc

<210> 13

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 13

cgtcgtttcc catctcttec tec

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 14

ccactccgag accctcagtc

<210> 15
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

63
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<223> sonda

<400> 15
aatcagggct cattttctcg ctcctca

<210> 16

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 16

ttggactaga aatctcgtgc tga

<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 17

gctacatagg gagccttgtc ct

<210> 18

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> sonda

<400> 18

caatccacac aaacgcacgc gta

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 19

tgcagcaact gttggcctta

<210> 20

<211> 23

<212> ADN

<213> Ssecuencia artificial
<220>

<223> cebador

64
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<400>

65

20

tcatgttagg cgtcatcatc tgt

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

<220>
<223>

<400>

21
24
ADN
Secuencia artificial

sonda

21

catcactggc atcgtctgaa gecgg
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PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZACION DIARIA
RELACION DE ANEXOS
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10 10 |Publicacion Periédica
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12 . 12 |Sobre blanco tamafio oficio
13 13/ Sobre de manila
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REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descripto y determinado la naturaleza de la
presente invencion y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se
declara reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:

1. Un método para determinar la cigosidad de un evento TC1507 en un
tejido de Zea mays, donde dicho evento TC1507 comprende el constructo de un
transgén que comprende un gen cry1F, método que comprende utilizar un ensayo
de PCR Taq de punto final basado en fluorescencia para detectar
dicho evento TC1507 y un gen de referencia endégeno
donde dicho método comprende:
obtener una muestra de ADN genémico de dicho tejido de Zea mays,
poner en contacto a dicha muestra con
a. cebador directo para el evento y un cebador inverso para el evento, donde
por lo menos uno de dichos cebadores para el evento se une especificamente a
dicho constructo de transgén y donde dichos ce.badores producen un amplicén del
evento diagndstico de dicho evento cuando éste esta presente en dicha muestra
b. un cebador directo de referencia y un cebador inverso de referencia que

producen un amplicén de referencia de dicho gen enddgeno de referencia

C. una sonda fluorescente para el evento que se hibrida con dicho amplicén
del evento |

d. una sonda fluorescente para el evento que se hibrida con diéhb amplicon de
referencia

cuantificar dicha sonda fluorescente del evento que se ha hibridado a dicho

amplicon del evento
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cuantificar dicha sonda fluorescente de referencia que se ha hibridado a dicho
amplicén de referencia,

comparar las cantidades de la sonda fluorescente hibridada del evento con la
sonda fluorescente hibridada de referencia y

determinar la cigosidad de TC1507 comparando las relaciones de florescencia de
la sonda fluorescente hibridada del evento y la sonda fluorescente hibridada de
referencia. |

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en el cual un cebador
del evento se hibrida a una secuencia flanqueante de TC1507 y un cebador del
evento se hibrida a dicho constructo transgénico.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 2 en el cual dicha
secuencia flanqueante de TC1507 es seleccionada del grupo que consiste en
SEC ID NO: 1y SEC ID NO: 2.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 2 en el cual dicho
constructo transgénico consiste en los residuos 2830-9015 de SEC ID NO: 3.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en el cual dicho gen de
referencia es el gen endogeno de invertasa de Zea mays.

6. El método de acuerdo con la reivindicacién 2 en el cual dicha
secuencia flanqueante abarca los residuos 2629-2829 de SEC ID NO: 3.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 2 en el cual dicha
secuencia flanqueante abarca los residuos 9016-9216 de SEC ID NO: 3.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 5 donde dicho método se
utiliza para la reproduccioén de la introgresiéon del evento TC1507 en otra linea de

maiz.

37
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9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el cual.dicha otra
linea de maiz es una linea Zea mays sin TC1507.

10. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en el cual dicho
amplicdn del evento tiene 58 pares de bases.

11.  El método de acuerdo con la reivindicacion 5 en el cual dicho gen de
referencia comprende o se hibrida a una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEC ID NO: 7, SEC ID NO: 8 y SEC ID NO: 9.

12.  El metodo de acuerdo con la reivindicacion 1 en el cual dichos
cebadores de referencia comprenden SEC ID NO: 7 y SEC ID NO: 8, y dicha
sonda de referencia comprende SEC ID NO: 9.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en el cual dichas
sondas estan marcadas con una tintura fluorescente y un desactivador.

14. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 13 en el cual dicha sonda
del evento comprende FAM como tintura fluorescente en el extremo 5’ de dicha
sonda del evento y un Black Hole Quencher 1 (BHQ1) como desactivador en el
extremo 3’ de dicha sonda del evento.

15.  El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en el cual dicho gen de
referencia es un gen endégeno conservado del maiz con capacidad para la

amplificacién por PCR de una sola 0 un bajo nimero de copias.

16.  El método de acuerdo con la reivindicaciéon 13 en el cual di‘cha sonda
de referencia esta marcada con Cy5 en el extremo 5’ de dicha sonda de referencia
y un Black Hole Quencher 2 (BHQ2) en el extremo 3’ de dicha sonda de

referencia.



10

15

20

25

69 Acta P 10 01 04735

17.  El método de acuerdo con la reivindicacién 12 en el cual dicho
amplicon de referencia es un fragmento de 104 pares de bases amplificado por
dichos cebadores.

18.  El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en el cual dicha sonda

de referencia comprende SEC ID NO: 9.

19. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en el cual dicho
cebador directo de referencia comprende SEC ID NO: 7 y dicho cebador inverso
de referencia comprende SEC ID NO: 8.

20. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, los resultados del cual
son leidos directamente en un lector de placas.

21. El método de acuerdo con 1 en el cual dicha muestra es obtenida de
una planta de maiz en un campo.

22. Un kit para poner en practica el método de acuerdo con la
reivindicacion 1, kit que comprende
a. un cebador directo del evento y un cebador inverso del evento, donde por lo
menos uno de dichos cebadores del evento se une especificamente a dicho
constructo del transgén cry1F, y donde dichos cebadores producen un amplicén
del evento que es diagnéstico de dicho evento, cuando éste esta presente en
dicha muestra;

b. un cebador directo de referencia y un cebador inverso de referencia que
producen un amplicén de referencia a partir de dicho gen endégeno de referencia;
C. una sonda del evento que se hibrida a dicho amplicén del evento y

d. una sonda de referencia que se hibrida a dicho amplicén de referencia.

p. de: DOW AGROSCIENCES LLC
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RESUMEN

Se da a conocer un método para el andlisis de cigosidad del evento TC1507 del
maiz Cry1F. El método produce cebadores especificos para el evento TC1507 y
cebadores especificos para el gen de referencia y combinaciones de sondas
TagMan para usar en un ensayo de PCR TagMan biplex de punto final con
capacidad para producir hallazgos de genotipos fuertes para asistir en la

reproducciéon molecular de TC1507.
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extrajudliciales. El primer representante suplente reemplazaré al representatives for all industrial property matters with faculty
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" El suscrito Cénsul General de Colombia,CERTIFICA, que el sefior (a)
MAEY ’)nLL/t:‘\/ EC: , quien como

< L

‘ st CTRMA  DEr o ADA E’S’ﬂ"rﬂc F M. | autenticé la *

firma del 51gnatar10 del poder. precedente ejercia en la fecha las

funciones 1nd1cadas y su firma corresponde a la registrada en este

Consulado; que la compania Do) AbROSCIEA 61—6 2L

es una sociedad constituida de acuerdo con las leyes de

' %LA WA RS y cumple sﬁ objeto conforme a las nismas;
que el (a) sefor (a) _ KENNMNETH L. (OERTHCHETL ,
quien en su caricter de | CTPRES EWAN'TE (EGAL

deila citada compafiia confiere el poder precedente, es su

-
|

representante legal en este pais.

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

PAGADO IMPUESTO DE TIMBRE Y DERECHOS \_,,.

‘ AUNITED STATES OF AMERICA
Z CERTIFICATE OF OFFICE | i

STATE OF INDIANA

1 Sue Anne Gilroy , Secrelary of State of Indiana, DO HEREBY CERTIFY: That,
:u.;:cording to records on file in my office, __Lydia S. Owens was duly elected
or appointed to the office of Notary Public in and for Hendricks (‘oun;cv

. “and that the term of said office included the date of February 6, 1998 : that to all his/her official acts as said offi-

cial, full faith and credit ought to be given in all Courts of
Justice and elsewhere. In testimony whereof, [ have here unto

set my hand and affixed the Great Seal of the State of Indiana,

~

at Indianapolis, this Tenth day of
February ,19.98
Qs it

Deputy /
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CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO)
Alos O dfas del mesde FEBRERO de19_ 98
.ante md, Notario Piblico de ESTADO DE INDIANA
KENMETH L. LOERTSCHER

c_nmparecié(eron) personalmente

a quien(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 otorgarlo.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy, 6 de_ FEBRERO de19 98

comparecié(eron) ante mf

vy X

Notario Piblico —. Notary Public

12

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)

On this _éf’_’{day of fo L Letiveny 19.99
before me, a Notary Public of 6‘/1'&- &';( J"ééds‘*%& -
pefsona.lly appeared K ennelf. L. (beitachac

to me known, and known to me to be the person(s) who
executed that foregoing document, and who has(have) legal
capacity to execute 1t.

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)
day of ,/O-Wa,u;;/ 19 95)

appeared before me

On this /~"

KENNETH L. LOERTSCHER Kenneth L. Loertscher \
. P
.qulen(eu) conozco personalmente y que firma(n) este documen who(m) | know personally and who(m) signed thfa%ocument as
to en representacién de la Socledad}, compatifa representative(s) of the Limited
A A Liability
de~ominada Dow AgroSciences LLC named Dow AgroSciences LLC Company,
_.ertifico: . I Certify: - _

1, 0Que he visto los siguientes documentos:*

CERTIFICADO DE CONSTITUCION,FECHADO 1 JULIO 19
CERTIFICADO DE MODIFICACION,FECHADO 1 OCT. 199

_RESOLUCION JUNTA DIRECTIVA, FECHADO 23 0CT,199¢

COUSENTIMIENTO ESCRITO DE LA JUNTA,1 JULIO 199

¢ %. Qve dichos documentos prueban lo siguiente:

2.1, Que Dow AgroSciences LLC

és una Socledad/‘CompuﬁIa legalmente constitu{da y existente

‘delacuerdoconlas leyes de Estado de Delaware,
" Estados Unidos de América

1. That [ have. seen the following documents:®

Certificate of formation, dated July 1, 1997
Certificate of amendment, dated October 1, 1997
Board resolution, dated October 23, 1991

Board written consent, dated July 1, 1997

2. That the above documents duly prove the following:

2.1, That Dow AgroSciences LLC

Limited Liability '
ompany legally constituted and in existence

isa

in accordance with the laws of _the State of Delaware,
United States of America

12 %ue el domicilio de dicha Socledad / Compaiifa es .
0330 Zionsville Road, Indianapolis, Indiana

» 46268, Estados Unidos de America,

Limited Liability
2.2. That the domicile of said HERY Company is

9330 Zionsville Road, Indianapolis, Indiana
46268, United States of America.

"2.;.3. Que el objeto u objeto para los cuales se otorga el presente
- poder estdn ‘comprendidos dentro del objeto “soclal de la
mencionada Sociedad /Compafifa.

24 Que el(los) Sr(Sres KENNETH L. LOERTSCHER
" SECRETARIO ASSISTENTE y ASESOR LEGAL PATENTES

2.3. That the resent Power

urpose of purposes for which the
of Attorney E

granted are comprised within the corporation
forth In the charter of the mentioned

urposes set
&;%G?WWX limited 1iability company.
2.4. That Mr.(Messrs.)_Kenneth I,. Loertscher

Assistant Secretary and General Patent Counse:

" esté(n) autorizado(s) para otorgar el presente Poder.

is(a:e) authorized to grant the present Power of Attorney.

4 City Indianapolis
Ciudad INDIANAPOLIS Y o
State lndiana
.o INDIANA ndls 2 p
o This (7 = day of YA~ 197
- Hoy 6 FEB. de19 998 . . 0
. ' /?ﬁéép¢~ :
. ',{‘*’ MRS A A LIS 2220 T IT
o ' X Lydia S. Owens
S Notario Piiblico .—— Notary Public ¢ Motary Public, State of Indiana <
’ % Hendricks County 4
)')\,l'(m,,-. i ’&
L sy Cominission Expires 03/05/00
e — —_— LLAERRARA ¢

NERRARY, Y TRERTTVA
[P IUPI EEJ58 PO -+ A | ~.:}L\k( &2;"2&‘\4"'}%&{“'51‘?\



1. .
‘ notarial. El Notario Piblico debe certificar:

11,

1.2.
1.3.

2

Notario Ptiblico para probar

CERTIFICACION NOTARIAL
Y AUTENTICACION|CONSULAR

Es necesaria la legalizacién con certificado

Que la compaififa estd legalmente constituida
y actualmente existente, -

Su domicilio.

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

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

Los documentos que

los puntos anterjores,

deben estar expresados en el Certificado Notarial

con fecha y origen:

2.%.

b
o

Respecto a los puntos 1.1, 1.2 y 1.3 sugerimos
referirse a los artfculos de constitucién con
fecha y lugar de otorgamiento; y

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

Enseguida el Sefior [Cénsul de Colombia

be autenticar la firma del Notario Publico.

hay que mostrarle al

NOTARIAL CERTIFICATION AND -
CONSULAR AUTENTIFICATION

1. Notarial legalization is necessary. The

Notary Public must certify: :

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

1.2.  Its place of business.

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

1.4.  That the Frantor is empowered to give the
Power of Attorney in the name of the
company he represents:

2 The documents which the Notary Public had

before him to prove the above points must be listed

by him in the Notarial Certificate with dated and

origin:

2.1.  In connection with points 1.1,, 1.2. and 1.3 we
suggest referring to the articles of
incorporation with date and place of
execution. :

2.2. For point 1.4 we suggest to mention the
resolution of the Board of Directors and/or
the by-laws whereby the person who grants
the Power of Attorney has been authorized
to give it.

3. Then the Colombian Consul must legalize

the signature of the Notary Public.

NOTA PARA EL SENOR CONSUL COLOMBIANO: Segtn el artfculo 259 del C. de P.C. el Sefior Cénsul debe
autenticar la iltima precedente autenticacién.




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

mediante Resolucidn No. 683 de 1991.

(Se traducen = gellos vy legalizaciones que aparecen a
continuacién de un documento escrito en inglés y espafiol por
medio del cual Dow AgroSciences LLC, otorga Poder a favor de
GERMAN CAVELIER, GONZALO PERDOMO, EMTILIO FERRERO‘ y LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ.) _

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

(Sellos parciales en tinta del Consulado General de Colombia en

Chicago.)

CERTIFICADOiNOTARIAL (INDIVIDUO); en inglés y espafiol referente
a la capacidad legal que tenia KENNETH L. LOERTSCHER para
otorgar el documento_antes}meﬁcionado, expedido el 6 de febrero

AR

de 1998 en el Esﬁéﬁo de ‘Indiana.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD), en inglés y espafiol referente
a la existencia legal de la sociedad Dow AgroSciences LLC,
expedido en la ciudad de Indianédpolis, Indiana, E.E.U.U., el 6

de febrero de 1998.



l\

(Firmado), Lydia S. Owens, Notario Piblico

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

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

(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombia en

Chicago.)

ESTADO UNIDOS DE AMERICA
CERTIFICADO DEL CARGO

ESTADO DE INDIANA

Yo, SUE ANN GILROY, Secretariq de Estado de Indiana, POR EL
PRESENTE CERTIFICO: gque, de acuerdo con los archivos que obran
en mi oficina, LYDIA S. OWENS fue debidamente elegido vy
nombrado para el cargo de NOTARIO PUBLICO en y para el Condado
de Hendricks y que el término de dicho cargo incluia la fecha
del 6 de febrero de 1998: que a todos sus actos oficiales se
les debe dar completa fe y crédito dentro y fuera de todas las
Corte de Justicia. EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he firmado vy
estampado el Gran Sello del Estado de Indiana, en Indian&polis,
hoy 10 de febrero de 1998.
(Firma facsimilar), Sue Ann Gilroy

Secretario de Estado
(Firmado) , Por: Mary Reever

Suplente
(Adherido se encuentra sello de oblea dorado con texto en

relieve), SELLO DEL ESTADO DE INDIANA 1816



(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombia en

Chicago.)

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

(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colompia en
" Chicago.) Af;;

t
'

' : (
(2l dorso), Legalizacidén de la firma que antecede:@;pe@ida

g

N i
el MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el NO‘:;221~2‘20,f:;de

fecha 11 de marzo de 1998 vy firmada por el Jefe de

Legalizaciones.

«

L5 :
Es traduccidén fiel y completa de la cual se deja copia en los

. . . - - S
archivos de esta oficina para su confrontacidn y a labcualggg
- «

R
remito. e
Y

Bogotd, 17 de marzo de 1998

Y

COLO 6641-801-001-3 !Zgog
QL

BRM.137

Bernarda R, de Martinez
STraductora e ;-9nlur)vrete @”icial

Resubucion 683 xmin}'mlicia 1994

3\
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o CAVELIER

e : ABOGADOS
’ EDIFICIO SISKI
WEB SITE: www.cavelier.com : CARRERA 4 No. 72 -35 TELEFONO: (57) (1) 347-3611
E-MAIL: cavelier@cavelier.com BOGOTA 8, COLOMBIA

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

Senores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

E. S. D.
Poderdante : DOW AGROSCIENCES LLC

Poder conferido el 06/02”898‘.

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

todas las facultades que me fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucidén conforme al articulo 66 del Cbédigo de

Procedimiento Civil.

. o G

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

Acepto:

L2 Clomencn. bl

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

C.C. No. 35.456.344 de Usaguén

NI T 860.041.367-3

QO
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ASSIGNMENT BY INVENTORS

THIS ASSIGNMENT. made effective as of the 18th day of December, 2009, by
Wei Chen; Wesley Marchione: Stephen Novak; Manju Gupta: Thomas W. Greene; and Siva
Kumptla (hereinafter referred to as Assignors), residing at 13232 Tanzanite Circle, Carmel,
46033; 1802 Willowview Court, Greenfield, Indiana 46140; 509 Viburnum Run, Westfield,
Indiana 46074; 13463 Winamac Court, Carmel, Indiana; 4668 St. John Circle, Zionsville,
Indiana 46077; and 14524 Baldwin Lane, Carmel, Indiana 46032, respectively;

WHEREAS, Assignors have invented certain new and useful improvements in
ENDPOINT TAQMAN METHODS FOR DETERMINING ZYGOSITY OF CORN
COMPRISING TC1507 EVENTS, set forth in a Patent application for Letters Patent of the
United States, already filed on December 18, 2009 as U.S. Application No. 12/642,352; and

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

United States to be obtained therefore and thereon.

NOW, for good and valuable consideration and/or the remuneration received for
my/our work and/or other good and sufficient consideration,, the receipt of which is hereby
acknowledged, Assignors have sold, assigned, transferred and set over, and by these presents
do sell, assign, transfer and set over, unto Assignee, its successors, legal representatives and
assigns, the entire right, title and interest in and to the above-mentioned inventions and
application for Letters Patent, and in and to any and all direct and indirect divisions,
continuations and continuations-in-part of said application, and any and all Letters Patent in the
United States and all foreign countries which may be granted therefor and thereon, and
reissues, reexaminations and extensions of said Letters Patent, and all rights under the
International Convention for the Protection of Industrial Property, the same to be held and
enjoyed by Assignee, for its own use and benefit and the use and benefit of its successors, legal

representatives and assigns, to the full end of the term or terms for which Letters Patent may be

68533-US-HpP



granted and/or extended, as fully and entirely as the same would have been held and enjoyed by

Assignors, had this sale and assignment not been made.

AND for the same consideration, Assignors hereby represent and warrant to
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that, at the time of execution and
delivery of these presents, except for any rights, titles and/or interests that have arisen to
Assignee under law or that have aiready been transferred to Assignee. Assignors are the sole
and lawful owners of the entire right, title and interest in and to the said inventions and
application for Letters Patent above-mentioned, and that the same are unencumbered and that
Assignors have good and full right and lawful authority to sell and convey the same in the

manner herein set forth.

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

desirable.

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

legal representatives and assigns.

AND Assignors hereby grant the following individuals the power to insert on this

Assignment any further identification which may be necessary or desirable in order to comply

2 63533-US-PSP




with the rules of the United States Patent and Trademark Office for recordation of this

document:

Dow AgroSciences LLC

All pracutioners at Customer Number 25212

AND Assignors acknowledge an obligation of assignment of this invention to

Assignee at the time the invention was made.

:; 68533-US-PSP
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O Lo v
Wei Chen

Date: 2/¢ [oele
United States of America )
State of Indiana ) ss.
County of Marion )
On this .' )‘fh day of jé‘@/)muv , 2010 , before me
personally came WeiChen = { , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same. ,
. N ( . < C(
_LCJ(,{( 2 l\'/ ‘ bzh ’-'{—’l»—-a.__,__

Dena H. Tuchman, Notary Public
State of Indiana, Marion County
My Commission Expires November 02, 2012
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Wl # Wik

esley Marchione

Date: Jd-9 - J0/G

United States of America

State of Indiana ) ss.:

County of Marion )

On this Sih day of MMI\/ . 2010 , before me
personally came Wesley Marchione” » 10 me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same.

;Qé/a o ‘}f a‘fj} -

Dena H. Tuchman, Notary Public
State of Indiana, Marion County
My Commission Expires November 02, 2012

©
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” " Stephen Novak

Date: Fb 3,300

United States of America - )

State of Indiana ) ss.

County of Marion )

On this :5\#'\ day of .3(( %d/' N e, . 2010 , before me
personally came ~__ Stephen Novak , 10 me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same,

¢ )
z.Qerﬂc “;/IL(J@&JMWA_

Dena H. Tuchman, Notary Public
- State of Indiana, Marion County
My Commission Expires November 02, 2012
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7 Mantj't Guptd
Date: 2 -5 20D
United States of America
State of Indiana ) S8
County of Marion )
: ~h J ,

On this 5 day of s 2010 , before me
personally came Manju Gupta /) , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same.

. [}
KT

Dena H. Tuchman, Notary Public
State of Indiana, Marion County
My Commission Expires November 02, 2012

M
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Thomas W. Greene

1-5-2010°

Date:

United States of America
State of Indiana )} ss.:
County of Marion )

Onthis . )% day of j([f?&(;wq , 2010 , before me

personally came Thomas W. Greerf , to me known to be the individual
described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same.
7 ’ e
(Crrs U Ao,

Dena H. Tuchman, Notary Public
State of Indiana, Marion County
My Commission Expires November 02, 2012
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Stva Kumptia
Date: als ! 2210
United States of America )
State of Indiana ) ss.:
County of Marion )
. th . 1
On this ) day of pis~ 2010 , before me
personally came Siva Kumptla // , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same. y
L Wt

Dena H. Tuchman, Notary Public
State of Indiana, Marion County
My Commission Expires Navember 02, 2012




CESION POR LOS INVENTORES

ESTA CESION, vigente desde el dia 18 de Diciembre de 2009, por Wei Chen; Wesley Marchione; Stephen
Novak; Manju Gupta; Thomas W. Greene; y Siva Kumptla (en adelante denominados como los Cedentes),
residentes en 13232 Tanzanite Circle, Carmel 46033; 1802 Willowview Court, Greenfield, Indiana 46140; 509
Viburnum Run, Westfield, Indiana 46074; 13463 Winamac Court, Carmel, Indiana; 4668 St. John Circle,
Zionville, Indiana 46077; y 14524 Baldwin Lane, Carmel, Indiana 46032, respectivamente;

POR CUANTO, los Cedentes han inventado ciertas mejoras nuevas y Utiles en METODOS DE VARIABLE DE
VALORACION TAQMAN PARA DETERMINAR LA CIGOCIDAD DEL MAIZ COMPRENDIENDO EVENTOS
TC1507, establecida en una Solicitud de Patente para Certificado de Patente de los Estados Unidos, ya
presentada el 18 de Diciembre de 2009 como Solicitud de los Estados Unidos No.12/642,352; y

POR CUANTO, Dow AgroSciences LLC, una Compafila de Responsabilidad Limitada organizada de
conformidad con las leyes de Delaware con lugar principal de negocios en 9330 Zionsville Road, Indianapolis,
Indiana 46268-1054 ( en adelante denominada como el Cesionario), tiene el deseo de adquirir el completo
derecho, tirulo e interés en y para la mencionada invencion y la mencionada Solicitud para Certificado de
patente de los Estados Unidos, y en cualquier y para cualquier Certificado de patente de los Estados Unidos a
ser obtenido en adelante o en el futuro.

AHORA, por una buena y valorable contraprestacion y/o remuneracion recibida por mi/nuestro trabajo y/o otra
buena y suficiente contraprestacion, cuyo recibo por el presente se reconoce, los Cedentes han vendido,
cedido, transferido y enajenado, y por el presente venden, ceden, transfieren y enajenan al Cesionario, sus
sucesores, representantes legales y cesionarios, el completo derecho, titulo e interés en y para las
invenciones antes mencionadas y solicitud de patentes, y en y para cualesquiera y todas las divisiones,
continuaciones y continuaciones en parte directas o indirectas para tales solicitudes, y cualesquiera y todos
los Certificados de patente en los Estados Unidos y en todos los paises extranjeros en los cuales se puedan
otorgar sobre ella y en relacion con ella, y re-expediciones, re-exdmenes y prorrogas de tales Certificados de
Patente, y todos los derechos bajo la Convencion Internacional para la Proteccion de la Propiedad Industrial,
siendo los mismos disfrutados por el cesionario, para su propio uso y beneficio y par el uso y beneficio de sus
sucesores, representantes legales y cesionarios, hasta finalizar el término o términos para los cuales tales
Certificados de patente fueron concedidos y/o prorrogados, como integramente y completamente los mismos
hubieran sido disfrutados por el Cedente, si esta venta o cesion no se hubiere llevado a cabo.

Y por la misma contraprestacion, los Cedentes por el presente declaran y garantizan al Cesionario, a sus
sucesores, representantes legales y cesionarios, que al momento de la suscripcion y entrega del presente,
excepto por cualesquiera derechos, titulos y/o intereses que hubieren surgido para el Cesionario bajo la ley o
que ya se hubieren transferido al Cesionario, los Cedentes son los (inicos propietarios bajo la ley del completo
derecho, titulo e interés en y para las mencionadas invenciones y solicitud de Certificado de patente antes
mencionadas, y que las mismas no se encuentran gravadas y que los Cedentes tienen el derecho bueno e
integro y la capacidad legal para vender el mismo de la manera aqui establecida.

Y por la misma contraprestacion, los Cedentes por el presente se comprometen y acuerdan para y con el
Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios a que los Cedentes firmaran todos los
papeles y documentos, tomaran todos los juramentos y realizaran todos los actos necesarios o requeridos
para llevarse a cabo para la obtencion, mantenimiento, cumplimiento y defensa de cualesquiera Certificados
de Patente y solicitudes para certificados de patente para tales invenciones, sin cargo para el Cesionario, sus
sucesores, representantes legales y cesionarios cuando asi lo asesore el asesor del cesionario, 0 asesor de
sus sucesores, representantes legales o cesionarios; que cualesquiera procesos en relacion con cualesquiera
Certificados de Patente o solicitudes para certificados de patente para dichas invenciones en cualquier pais,
incluyendo sin limitacion, procesos de interferencia, es legal y deseable; o que cualquier divisién, continuacion

16



0 continuacion en parte para cualquier solicitud para certificado de patente, o cualquier reexpedicion, re-
examen o prorroga de cualesquiera certificados de Patente a ser obtenidas sobre ella, es legal y deseable.

Y los cedentes por el presente solicitan al Comisionado de Patentes y marcas expedir tales Certificados de
Patente de los Estados Unidos al Cesionario, como el Cesionario de tales invenciones y los certificados de
patente a ser expedidos en adelante, para el Unico uso y beneficio del Cesionario, sus sucesores,
- representantes legales y cesionarios.

Y los cesionarios por el presente otorgan a los siguientes individuos la facultad para insertar en esta Cesion
cualquier identificacion adicional que pueda ser necesaria o deseable para cumplir con las reglas de la oficina
de Patentes y Marcas de los Estados Unidos par el registro de este documento:

Dow AgroSciences LLC
Todos los Practicantes en el Ntimero de Cliente 25212

Y los cedentes reconocen una obligacion de cesion de esta invencion al cesionario al momento en la que la
invencion fue realizada.

(Firmado)
Wei Chen

Fecha 2/5/2010

Estados Unidos de América
Estado de Indiana
Condado de Marion

En este dia 5 de Febrero de 2010, ante mi personalmente comparecié Wei Chen, a quien conozco como la
persona descrita y quien suscribio el instrumento anterior y reconocio la suscripcion del mismo.

(Firmado) :
Dena H. Tuchman, Notario Piblico, Estado de Indiana, Condado de Marion Mi Comisién expira el 2 de
Noviembre de 2012.

(Firmado)
Wesley Marchione

Fecha 2/5/2010

Estados Unidos de América
Estado de Indiana
Condado de Marion

En este dia 5 de Febrero de 2010, ante mi personalmente comparecio Wesley Marchione, a quien conozco
como la persona descrita y quien suscribi6 el instrumento anterior y reconocié la suscripcion del mismo.

(Firmado)




qr

Dena H. Tuchman, Notario Publico, Estado de Indiana, Condado de Marion Mi Comision expira el 2 de
Noviembre de 2012.

(Firmado)
Stephen Novak

Fecha Febrero 5, 2010

Estados Unidos de América
Estado de Indiana
Condado de Marion

En este dia 5 de Febrero de 2010, ante mi personalmente comparecié Stephen Novak, a quien conozco como
la persona descrita y quien suscribi6 el instrumento anterior y reconocio la suscripcion del mismo.

(Firmado)
Dena H. Tuchman, Notario Piblico, Estado de Indiana, Condado de Marion Mi Comision expira el 2 de
Noviembre de 2012,

(Firmado)
Manju Gupta

Fecha 2/5/2010

Estados Unidos de América
Estado de Indiana
Condado de Marion

En este dia 5 de Febrero de 2010, ante mi personalmente comparecié Manju Gupta, a quien conozco como la
persona descrita y quien suscribi6 el instrumento anterior y reconocio la suscripcion del mismo.

(Firmado)
Dena H. Tuchman, Notario Publico, Estado de Indiana, Condado de Marion Mi Comision expira el 2 de
Noviembre de 2012.

(Firmado)
Thomas W. Greene

Fecha 2/5/2010

Estados Unidos de América
Estado de Indiana
Condado de Marion

En este dia 5 de Febrero de 2010, ante mi personalmente comparecié Thomas W. Greene, a quien conozco
como la persona descrita y quien suscribi6 el instrumento anterior y reconocié la suscripcién del mismo.



(Firmado)
Dena H. Tuchman, Notario Pablico, Estado de Indiana, Condado de Marion Mi Comision expira el 2 de
Noviembre de 2012.

(Firmado)
Siva Kumptla

Fecha 2/5/2010

Estados Unidos de Amériéa
Estado de Indiana
Condado de Marion

En este dia 5 de Febrero de 2010, ante mi personalmente comparecit Siva Kumptla, a quien conozco como la
persona descrita y quien suscribio el instrumento anterior y reconocié la suscripcion del mismo.

(Firmado) ,
Dena H. Tuchman, Notario Piblico, Estado de Indiana, Condado de Marion Mi Comision expira el 2 de
Noviembre de 2012.
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‘SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD FASE NACIONAL PCT
{21) N° de solicitud: (51} Int CI: C12P 019/034
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s) DOW AGROSCIENCES LLC
(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32) Fecha  (33) Pais
12/642,352 2009/12/18 us
(72) Inventor(es)  WE! CHEN
Y OTROS
(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  2012/07/18

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
Fecha de presentacion de la soficitud: ~ 2010/12/17
No. de solicitud PCT/US2010/061036

{(87)  Publicacion internacional
Fecha: 2011/06/23
N° publicacion: WO 2011/075648 A1

(54) Titulo:
TC1507

METODOS TAQMAN DE PUNTO FINAL PARA DETERMINAR CIGOCIDAD DE MAIZ QUE COMPRENDE EVENTOS

Resumen:

Se da a conocer un método para el anlisis de cigosidad del
evento TC1507 del maiz CryiF.
cebadores especificos para el evento TC1507 y cebadores

El método produce

especificos para el gen de referencia y combinaciones de
sondas TagMan para usar en un ensayo de PCR TagMan
biplex de punto final con capacidad para producir hallazgos de
genotipos fuertes para asistir en la reproduccion molecular de
TC1507.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

No. 12121231 ooo-ogg gm NUEVASCR
PATENTE DE INVENCION [ ] MODELODE UTiL  Fechs, 20120718 1851136 T80 0 oF NACIONAL]

Act. 411 PRESENTACION Folios: 100

Indicacién que se solicita una patente.

Datos de Identificacion del solicitante o de |a persona que presenta [a solicitud
Descripcion de la invencidn

Dibujos de ser estos pertinentes

BN

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa D . Incompleta D

PATENTE DE INYENCION PCT, MODELQ DE UTILIDAD PCT I:l Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

JZ/ dicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

D Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuenta)

Completa D B Incompleta D

DISERO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisién 486/00)
D Indicacién que se solicita Disefio industrial
D Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
D : Representacion gréfica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio

D Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta l:l

ESQUEMA DE TRAZADO || . (Art, 92 Decision 486/00)

Indicacidn que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacién gréfica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D incompleta [:I
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