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Industria y Comercio

SUPERIMTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIC

SUPERINTENDENCIA

Rad 06-095570- -0D0000-0000

rec. 2008-08-22 14
Tra. 1% PATENTEIYII
Eve: 378 FASENACICNALI

33,05 Dep. 2020 NUECREACIONES

At 411 PRESENTACION Follos: 138

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

. PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
1 SOLICITUD DE:
[x] Patents de invencion Patente de Modelo de Utilkdad
‘Capitulo 1. x| Capltulo Il
5 Nombre:. Syngenta Participations AG. IDENTIFICACION
S Dlrooclbn Schwarzwaldallee 215, CH-4058
: Basilga c.C. NIT |:|
“ SOLICITANTE . o .
N * | Nacionalidad o Domicilio: Basilea, Suiza
L)) . | Lugar de Constitucién : Suiza C.E. Otro
Teléfono: Fax:
E-mail Ndmero
3 Nombre: JIMENA ESCOBAR URIBE IDENTIFICACION
REPRESENTANTE Direccién: Cra. 11A No. 84-78 (Of. 305) cc. [x NIT
O APODERADO | Teléfono: 8 16205181 Fax: 6 161889
(74) C.E. Otro
E-mail: tm-patent@escobaruribe.com
Nimero 39.779.452 T.P.68.228
' 4’ Nombre: VER ANEXOS
INVENTOR (ES) DlraodOn
d 2
(7 ) Naclonalldad o domicilio: .
- 8§ - PCT(86)

‘Solicitud Intemacional No. _PCT/US2006/004790 Fecha _18 de fehrero de 2005

Publicacién Infemacional io. _WO 2006/403301 A3 Fecha _3 de noviembre de 2005

. 8 TITULO (54) _

Evento de Maiz MIR604

7 Clasificacién Internaclonal (81) ___AD1HS5/00

8 Pri ridad

Si

NO

Fatados Unidos de Amirica

_(33)Paisde Origen | _(32) Fecha

—25demarzode2004 | 60/668.200

9 “COmprobante de pago Nq; 06 - 84,517

Fecha _23 de agosto e 2006




ANEXOS

B Comprobante de pago de Ia tasa de presentacién de la solicitud
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica
Poderes si fuere el caso
Documento de ceslidn del Inventor al solicitante o a su causante
Declaraciones
Copia de la solicitud interacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)

Copla del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).
Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser ol caso copia de contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades Indigenas
De eer ol caso, certificado de deposito del material biolégico

Arte final 12 X 12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patents o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relaclonadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud. .
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Intemacional

Otros "Opinién escrita”.

11 FIGURA CARACTERISTICA

‘a.

g

12 Sollcito - Goncssion de la patents; . -
TR T NGRS




SUPERINTENDENCIA TE INDUSTRIA Y CONERCIO
RIT 1 800174087-2

RECIBO OFICIAL DE CAJA : 0b - 64,517 £ REUSTIGA Y COMERCIO
FECHA : ASOSTO 23 DE 2006 - 06-095570- -00000-0000
R e 06.22 14:3305 Dep. 2020 NUECREACIONE
1L T CIONALY
B 1 PRESENTACION  Falos: 150
$393 CONSIGNACIDN $08
| DEPOSITANTE TUPD P BANCD CenTA No. PAG0  FECHA PED Yr. PaGL
ESCOBAR URIDE ASOCIADOS COMSIGMACION  BAMCO POPULAR  030-00110-4 WMITE  Z308/200%  11,437,%90.%
$83 SCH S EP T O i
CANT. REMTISTICO CONCEPTD TOTAL CONCEPTD
1 S0005-01-01 SOLICITURES § TRARITES DE S0L, DE PATEMYE DE I¥ 83,09,

TOTAL & $ 163,09.%

SON:  CUATROCIENTOS SESENTA ¥ TRES MWIL PESDS

st . c

RECIBE DE CAJA APLICADT AL EXPEDIENTE Ro.




ANEXOS
INVENTORES

1.) STEINER, Henry-York
(3054 Comwallis Road, Research Triangle Park, Carolina del Norte 27709, Estados Unidos de América );

2.) CHEN, Eric |
( Syngenta Biotechnology, Inc., 3054 Cornwallis Road, Research Triangle Park, Carolina del
Norte 27709, Estados Unidos de América);

3) _ MEGHIJI, Moez
( Syngenta Biotechnology, Inc., 3054 Comwallis Road, Research Triangle Park, Carolina del
Norte 27709, Estados Unidos de América).



Solicito expresamente a nombre de la sociedad
SYNGENTA PARTICIPATIONS AG, sociedad
constituida de conformidad con las leyes de Suiza,
domiciliada en Schwarzwaldallee 215, CH-4058
Basilea, Suiza, el otorgamiento de Patente para la
invencién titulada "Evento de Maiz MIR604 .
Clase: AO01H 5/00

WE'%E

C.C. 39.779.452 de Usaquen.
T.P. 68.228



e

i I'I'IVIIOMI m.u:nav

Fcas ok o » g T
‘_ oN ﬂ!'.l.l'h AN DIV LON
!" 11- A

‘ooz’ oAt £
l.m-' QQVa -] opllll.ll,,[

S NRPTHD O Fmﬂrw-llﬂw
xnuomynnu nqlm'nuopmmomlmm
‘myroued ‘mowolduiod Ssuen NSEIp Ip pEinsw
6] OWO0D |SU ‘openiay O] AGWION QNEMNT ud JEWIYUOI
o myum 3p pujnsgy ] opuudmos mpod wEg

*O1IIUSG ONEINY LD TAIIY
sopuiopods So| DjuEnD 0pol oudng £ OPI[PA FOWRNSIP
woyl opvp Muewnsop ™ Jod £ spuman
SPRIN] SYWIp S| SBPO] UGS 'SSEAN Sunsanu
op opmundsa [ sAUIINPUOD UARLaty anb swppaw

. SE] SUPO) MO} £ OPEIIPUl O} [¢ CoLIMEAIa Sosud

£0] S0PO) SApupLIOINY YN ANue Jap wed ‘(uauws ud ‘4
‘oanaadsay of1sasap 1> opump SUO[EA 4 SOJUIMDOP 3P
958[9 UPO} JQIN ‘UPISIOUCS 3P OSINI U O EOPIPIIUC
SOL3USp B 1is|E3p © Jewunuar ‘Aoj v] zod sogoead
sousnpaw® £ felond ‘sokondwy mied ‘sounpar £
fouopepdn ‘faunionsoued - S3uojIsodo ‘SIuoIRIN[Iap
‘smsmord  SupusjuIsy  ‘Ssuojodussap Iepnuuo)
SIpnydgjof ASl ad somINSN) EO| ‘OIaje 98I v

. ‘sapnaBaa
RPSPOMEA 3P JMUNGO 3P Sofoamp Eof £ soMDucs
S0P £ JoING 2P 50yoIIP 50| ‘TELasnpu; pupaidard vy
U00 EOPBUOISE[AI SAIN|ILNTE BOSITIOAL O SRP|PIlL ‘S3u0[o0e
funo aminbsoene A RN FEPIPAIL 3P SwiBR
P ‘muEnput pepardosd 2uqos olunse mmbno @
SOUDIIBAIEQU N FOUNIIA ‘SOjornfiad 9p upezUIRPUL
3p suole papial L _ssmuad sepuvmop ‘pomop

--,._,mu@admoo opSnuomoe iSerauaoy op upwmojdi

o wmu:;qo ¥] 3P FEPUALDP SIUOJIM. 'nmmmnnp:
SUoEos ‘pepijnu L. pepianpey p uubmi -{seamn
op angjBu v uploisedo B FIUDIIAREQO PERAND

WRSUI 0 AQUIOU [P SUPBALBP SIUOEO. CRuOd .

318 ‘spijod 3p £ FANIRSIUIWPY, ‘SI[eOrpnl SSoopm
™ pupHoIm 0 odiqnd opmuoauMg “upiseindios ‘pipnu-
‘zanf senbien> aum £ ‘osinoar £ epumsuy] mben
U5 opEPUEUISP OWO0I O NUNPUNLIIP OWI0D JICIAINU]
‘e 9gupd minbeaymd op sonsifa £ souojEzpou
SEpuwon  ‘Tomnuoy mnsia 4 mnaah  ‘mnpEu
‘RUNQo MIHj0e ‘MjuR ‘NI0g[3 °Z fojpjwop 9p £
AmquIou 3p SoIquEy ‘sauopRAcu ‘sBouqd ‘sosedsan
ME otod [§v ‘soLrmIuNs consiBa ‘SEYasuD L RERNREo
saquiot ap oijspdap ‘sapmaBoa sapupausA ap onerBa
‘SOXILOY EOYDAMP A JONE IP SOYIARP dp ansriu
‘ommuop 3p Fuquou ‘TEomW 9p ansfiar ‘SEasnply
SOJRIp ‘pEPIINN 3P SO[APOW ‘UQOUSAU] 9P swuated
2p UPIUAIO T] ‘OINA O FIOUEESUT LHynbms 1 wpipod
3p £ sorEpIpN{ ‘TRAIRARIIIUIDE SSUB|QUIOJOD SIPEPHOIE
£ suuraro sv] op Jequos wed 1 aymjayns £ ojjdom
‘modes opod uod NS £ soRpIpRA sopempods

90£-S0€ 4O L6 'ON V [I VHIHHEV)

W e al 1t

-

AR F

T o auonfﬁi'btuu wauabiis

]
L]

ATTeTORds uopieayrddy  IsTIeroeds waumapeaxy
lsutey Iyjouny

Wi,y P

e w:m?w -7 .h
T00Z ‘L K-mn-tqa.a

PURTIGZIENE ‘Lugoy W pwi!s

‘sAawiony perajpnf

-2 o Eapal Juputodde puu somesyon Suim
Suonmnsqns Supoaas pue Sunmnsqns “Sunngiaucs
Busiurodwes  Fumoeswen  Hunsgap “Bwapou
Jo Ljnye) o cu [[am sv ‘uoloe Sum juyaq Jno U
uuuos o A oy Auoqir ai sasudwea samod siyy
Jataq Jno 0] op pinois s.oWnie

aq Jamml.\\ pIuA pae pood £u uB[33p Agasay am i
*Smony |eda) AmSEa30U 1210 f1u Yia WS Ino
1¥joxd 0) IqUSTAPE WP LS AL SUNSENW (|2 AW
puv sasodmd pauopuour-asoqe ay a) sdas juaunead
“SANLIOKING PUE A0JIq ‘aXE o1 [auaB 1 ‘pum sweafA
damoadsar np omssp O] lSANUNAAE  pUnt qUANAOP
Jo puiy @ AWM of ‘paunyd duag jo  seovwud
ul syiu 10 gy pud vopIMR JO S\uwm D) b
4q papiaoid 59 sual| puw swmondb oy wd o) Funep
pu sppdde Suopeqeotes ‘sumysoddo ‘suopumpanp
‘sisoud Ssyuswpusum Stondiiosap sxow ‘suopei|dde
Ay o1 wap szpomme Aqal am 9D sng AL
sy, sonarma wmid

Jo rousqe poe RySu Bupmoqiliau pur sgSuddos
‘sianew fuadaxd erosapu o1 patngas (exdde Jo aunsea
'uoh>a Je[rurt 2po- Aow U] pue ‘samseaw Kreuoimedad
Jo ouuuopnd o ey Ayadasd minsnpol Jo
ir* Uo Rpswal 1o suredwod ‘soBswep 4y Auwaput
Sulwmp  suope  ‘suopow  (Euwwd  ‘uonpadwoa
mum s Smesp suonom  ‘mudwsrBo  asuad)

Jo Buppiom pus JEUITIIMGO thod) Fuislie SO SUORN .

ARA033) suompe Ayjnu pum pnped Sucimnsi3n

« ¥otepen pumfs suonmoddo ‘ysumug mm sudsua

[SIAIUIUDD HIM SOT[EIP SUONOE [sv Yans ‘uonow soijod
0 Apensnmpe ‘mapal Aue ) Suoyine Jo Jaaylo
aqnd ‘wotmodros ‘Eumqrg ‘wnno ‘afpnl Aw auojaq
‘madde 16t oyumEw Ao W ‘Twepuagep Jo spnupd
Su JmARmn o "¢ ‘puly An jo suonensia pue
SuOpEZUOLNY “SAURY ‘OIEQU0D JNS[EM puu AN
uiqo ‘10 Ajdde "amdard o) "z 1apsnwop puw suey jo

SR ‘SEMITAL TUOISRAID ‘Siusurullisen Jioap SO e T

S8 SISUN] YRy ‘sanayma weid syl Jupnoqudmu
pum siyiuddes ‘saumu URWOp ‘SNRIApEn TMUR pin
sudpu BranWmes USSP MISnpur ‘wiapow unn
Fuamed Jo ucimnsyiar Surarmqo Joj ‘jeadds Jo umsw
Aue o ‘mquioja)) Jo angedoy ain jo saguogine aarjed
pus [erIpn[ ‘JARRISIMWR atp O fdde o1 *| :s1amod

,  Amssaosnr J1p qum sixwuoye [rds puu onn Jno sB

90£-50£ "0 9LF6 ON V ll'WMVD

eiquiojo) ‘Rofiog ua sopeiormop wquojo) ‘wodog 1¢ p3jiotuiop
. Ty y
FENN-NVACOST - FHN-¥VYE0083
OIDVYNDI of FErIN-¥VEOISA VNIKIS OIDVNOI 1o/pup FENNN-¥VE0ISA VNIWIC
¥ jqmon gujodds Aqasey
S UZINS ‘Bafjng UD OI[OIUIP-T0D PUVLIEIAS '|akug 12 palojuIop
‘=g
puwpEazIAg J6 AlN| 31]) J3pun pajuiodiodu]
BY SNOLVAIDLAVA | VDNAS e * OV omvDuavE vous
ap uglswuasazdaa 4 iquidu ve opUNIGO B PUJ0 UG o Himan
" OIRomS |H pauBieiapim ay |,
JIdOd 3d OLNTNNDO0A .
AINHOLLY 40 §IMO0d
TYIENAD

uncumeg a:r;u/}

———

¥




LEGALIZATION -

I, the undersigned Notary Public, residing in Basle {(Switzerland), certify as true and
authentic the signatures applied on the back of this document by Messrs. Mike
Dammann, German citizen, residing in Eimeldingen (Germany), and Mrs. Annette
Wanner, French citizen, residing in Wentzwiller (France).

These two persons are authorized to represent, the first as Trademark Specialist, the
second as Application Specialist the Syngerita Participations AG, a company
limited by shares legally domiciied in Basle, with their joint signature by two

according to a special power of attorney. N
- %

R
rir o«

Leg Prot.Nr, §55/2001

Legalizetion
ereby certily that the signeture ot Mr.

e, &, A—leCb
notary pubsiic in Baale (Swierland), who s
personaily known 10 us, I8 gonuine.

b 4%, Feb. 200

r
z & </ /=~ State Chancory ot the
Centon: of Bagle~Cly

ol e e
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AUTENTICACION DE FIRMA No. 0233
BERNA, 15 DE FEBRERO DEL 2001

El Suscrito Segundo Secretario Encargado
de las funciones consulares de la embajada de la repiblica de
Colombia

CERTIFICA

Que la sefora HEIDI FISCHER, que autoriza el presente
documento, ejercia legalmente en la fecha expresada, las
funciones de Oficial de la Cancilleria de Estado del Cantén de
Basilea y que la firma y sello que en el documento aparecen como
suyos, son los que usa y acostumbra en sus actos oficiales, de
acuerdo con el registro que se lleva en este Congulado.

El Suscrito Segundo Secretario Encargado de las Funciones
Consulares de la Embajada, no asume responsabilidad alguna por
el contenido del documento autenticado.

JIMENA ESCORAR URIBE

Tradusior @ Leirprere Ofictal
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Traduccidn oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, traductora
e intérprete oficial seqin resolucidédn No. 0369 del Ministerio
de Justicia, del documento guz lleva el sellc de legalizacidn
No. 416459 de marzo 8 de 2001 y firmado por el Jefe de
Legalizaciones en Santafé de Bogota D.C. (firma ilegible), el
cual. corresponde a un documento de poder en inglés con su
correspondiente traduccién al espafiol (razén por la cual no
se hace .traduccién del mismo texto), otorgade por la socledad
SYNGENTA PARTICIPATIONS AG, constituida y organizada segin
las leyes de Sulza, domiciliada en Basilea, Suiza a Jimena
- Escobar-Uribe y/o Ignacio Escobar-Uribe y firmado en Basilea,
a2 Suiza el 7 de febrero de 2001 por Mike Dammann, Especialista
.’. en Marcas y por Annette Wanner, Especialista en Solicitudes.

"y-_; _________________ -

LEGAL1ZACION

Yo, el suscrito Notario. Publico, residente en Basilea
(Suiza), certifico como -verdaderas y auvtériticas las firmas
inscritas en el reverso de este decumentc por los sefiores
Mike Dammann, ciudadana aleman, residente en Eimeldingen
(Alemania) y la seflora Annette Wanner, ciudadana francesa,
residente en Wentzwiller (Francia).

Estas dos personas estin autorizadas para representar, el
primero como Especialista de Marcas, la segunda como
Especialista de Solicitudes, a Byngenta Participations AG,
una sociedad limitada por acciones legalmenje domiciliada en
Baslilea, con su firma conjunta por dos de acuerdo con un
poder especial. oo

Conozco a las nombradas y a sus firmas personalmentd.

v

Basilea, este 14 (decimocuarto) dia de febrero de 2001 ({(dos-

mil uno). '
(fdo) Firma ilegible
Sello oficial notarial

Conrad Haab I.U.D.
Leg. Prot. 655/2001

Legalizacion(Sello)

Por medio del presente certificamos que la firma ., del

sefior(ilegible) notario piblico en Basilea J(Suiza) Juien es

Basilea, 15 de febrero cde 2001

No. 2’648

Cancllleria de Estado del Cantén de 1la
(sello oficizl)

(fdo) Heldi Fischer

La firma y sello precedentes fueron autenticados por &
Consulado de Colombla en Berna, Suiza, el dia 15 de febrero
de 2001, bajo el nimero 0233, firmado por José Ignacio
ArpeldefZ M, ) . )

JIMENA ESCOBAR URIBE

Tradustor & lntérprete Oficlal
YosahrtiinNe. G50 Min. uicla 1995

N
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
{21) N* de soliciud: (51) mt C: AOTH 500
22) Facha de solicihud: (71)Solicitanta(s)  SYNGENTA PARTICIPATIONS AG
(30) (31) No.Priorided 32) Feche  (33) Paie
Prioridad
Estadinanse 60/558.280 2500304 us
. (72) Inventor{es)  STEINER, Henry-York &
CHEN, Eric i
MEGHLJI, Mosz.
(74) Agente: JIMENA ESCOBAR URIBE
{85) Fecha tnidlo fase nacional: (87) Publicacdn Intemacional
{88)  Daios relalivos a la presantacién de la solicitud PCT Fache: Fecha (ddmm/ss) 01105
Fecha de presentacin de la soliciiud: ~ Fecha 160205 N°publicacin: WO 2005/03301 A3
No. de solicitud PCTA/S2005004700
(54) Titudo: Evento de Maiz MIR604
Reivindicacion{es):

1. Una molécula de Acido nucieico alsiada que comprende al menos una secuencia de nucledtido de unidn del
MIR604 de evento de malz selecclonada del grupo que consiste de la SEC ID NO: 1 la SEC ID NO: 2, y

complementos de esins.

6. Un icido nucleico alsiado que enlaza una molécula de ADN hetsrdloga a genoma de la planta de malz en el
MIR604 de evento de malz que comprende una secuencia de aproximadamente 11 a aproximadamente 20
nucledtidos contiguos seleccionados del grupo que consiste de la SEC ID NO: 1 SEC ID NO: y complementos de

7. Unampiimero qua comprends la molécula de écido nucieico de una cuaiqulera de las reivindicacionss 1 a 8.

8. Una secuencia de Iniciador de polinucledtido para detactar ADN de MIRS04 de evento de malz en una muestra
que comprende al menos 10 nuciedtidos contiguos de la posicidn 1-801 como se establecs en la SEC ID NO: 3,0

los complementos de esta.

10. Un Iniciador de polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtido que comprende al menos 10
nuciedtidos contiguos de la posicion 507-1570 como se establece en la SEC ID NO: 4, o los complementos de

estos.

12, Un par de inicladores de polinucledtido que comprenden un primer Iniciador de polinuciadtido ¥ un segundo
iniclador de polinuciedtido que funclonan juntos en la presencia de una piantilla de ADN MIR604 de evento de
maiz en una muestra para producir un diagnéstico de amplimero para el MIR804 de evenio de malz, en donde la
primer sacuencia‘inicladora es 0 se complementa con un genoma de planta de malz que flanquea el punto de
Insercion de una secuencia de ADN heterbloga insertada dentro del genoma de la pianta de maiz del MIR604 de
evenio de malz, y la segunda secuencia de iniciador de polinucledtido es 0 se complementa con la secuencia de

ADN hetsrdioga honestada en el genoma de planta de maiz en el MIR604 de evento de maiz.




A
\0

WO 2005/103301 94 PCT/US2005/004790

Se describe un evento de maiz transgénico novedoso
designado MIR604. La invencién se relaciona con secuencias de
ADN de construcciones recombinantes insertadas dentro del
genoma y de secuencias genémicas que flanquean el sitio de
insercién que resulta en el evento MIR604, para las plantas
de maiz y semillas de maiz que comprenden el genotipo MIR604
Y 155 métodos para producir una planta de maiz al cruzar una
planta de maiz que comprende el genotipo MIR604 consigo mismo

o con otra variedad.



WO 2005/103301 PCT/US2005/004790

Evento de Maixz MIRG604

CAMPO DE LA INVENCION

[0001) La presente invencién se relaciona de manera
general con el campo de la biologia molecular vegetal, 1la
transformacién de plantas, y el cultivo de plantas. Méas
especificamente, la invenciéon se relaciona con plantas de
maiz transgénicas resistentes a insectos gque comprenden un
genotipo transgénico y novedoso y métodos para detectar la
presencia del ADN de la planta de maiz en una muestra y

composiciones de éstas.

[0002} Las plagas vegetales son el principal factor en la
perdida de los cultivos agricolas importantes del mundo.
Aproximadamente 8 billones Be pierden cada afio en los estados
unidos solamente debido a las infestaciones de insectos que
incluyen plagas de no mamiferos. Las especies de gusano de
raiz del maiz son consideradas las plagas mis destructoras
del maiz. Las especies de plagas de gusano de raiz
importantes incluyen Diabrotica virgifera virgifera, el
gusano de raiz del maiz occidental; D. Longicornis barberi,
gusano de raiz de maiz del norte, D. undecimpunctata howardi,
gusano de raiz de maiz del sur, y D. virgifera zeae, gusano

de raiz del maiz de México.

10
W\



WO 2005/103301 2 PCT/US2005/004790

[0003] El gusano de raiz del maiz es controlado
principalmente mediante aplicaciones intensivas de pesticidas
quimicos. Un buen control del gusano de raiz del maiz se
.puede asl alcanzar, pero estos quimicos pueden algunas veces
también afectar los organismos benéficos. Otro problema que
resulta del uso amplio de pesticidas quimicos es la aparicién
de variedades de insectos resistentes. Esto se a aliviado
parcialmente mediante varias préacticas de manejo de 1la
resistencia, pero existe creciente necesidad por estrategias
alternativas de control de plagas. Una de tales alternativas
incluye 1la expresién de genes extrafios que codifican
proteinas insecticidas en plantas transgénicas. Esta
aproximacién ha suministrado unos medios eficientes de
proteccién contra las plagas de insectos seleccionadas, y las
plantas transgénicas que expresan toxinas insecticidas se han
comercializado, permitiéndole a los agricultores reducir la

aplicacidén de insecticidas quimicos.

[0004] La expresién de genes extrafios en las plantas se
puede influenciar por su posicién cromosémica, quizés debido
a la estructura de la cromatina y la o la proximidad de los
elementos de regulacidn tramscripcional cerca al sitio de
inteqracién (Ver por ejemplo, Weising et al, 1988, “Foreign
Genes in Plants,” Ann. Rev. Genet. 22: 421-477). Por 1lo
tanto, es como un producir cientos de diferentes eventos y

seleccionar aquellos eventos para un evento simple que tienen

W
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los niveles de expresién transgénica deseados y los patrones
para los propésiﬁas comerciales. Un evento que tiene los
niveles deseados o los patrones de expresién transgénica es
Gtil para introducir el +transgen en otros antecedentes
genéticos mediante cruce externo sexual utilizando métodos de
cultivo convencionales. La progenie de tales cruces mantiene
las caracteristicas de expresidn del transgen del
transformante original. Esta estrategia se utiliza para
asegurar la expresidén genética confiable en un namero de
variedades que son inadaptadas a las condiciones de

crecimiento locales.

[0005] Seria ventajoso poder detectar la presencia de un
evento particular con el fin de determinar si la progenie del
cruce sexual contiene un transgen de interés ademds, un
método para detectar un evento particular seria fitil para
cumplir con las regulaciones que requieren 1la aprobacién
premercadeo y la marcacién de los alimentos derivados de
plantas de cultivo recombinantes, por ejemplo. Es posible
detectar la presencia de un transgen mediante cualquier
método de deteccién de A&acido nucleico bien conocido que
incluye pero no estd limitado a la amplificacién térmica
(reaccién de cadena de polimerasa (PCR)) utilizando
iniciadores de polinucleétido o hibridizacién de ADN que
utiliza sondas de &4cido nucleico. Tipicamente, por motivos de
gimplicidad y uniformidad de los reactivos y las metodologias

para uso en la deteccién de una construccién de ADN
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particular que ha sido utilizada para transformar varias
variedades de plantas, éstos métodos de deteccién
generalmente se enfocan en elementos genéticos frecuentemente
utilizados, por ejemplo, promotores, terminadores, y genes
marcadores, por que para muchas construcciones de ADN, la
regién de secuencia de codificacién es intercambiable. Como
resultado, tales métodos pueden no ser fitiles para
discriminar entre las construcciones que difieren solamente
con referencia a la secuencia de codificacién. Ademé&s, tales
métodos pueden no ser fGtiles para discriminar entre
diferentes eventos, particularmente aquellos producidos
utilizando la misma construccién de ADN a menos que la
secuencia de ADN cromosGmica adyacente al ADN heterélogo

insertado sea conocida (“ADN de flanqueo”).

[0006] La presente invencién incluye un evento de maiz
transgénico resistente a insecto que se ha incorporado en su
gencma como un gen cry3A055, descrito en la Publicacién
Internacional No. WO 03/018810, publicada en Marzo 3, 20006,
que se incorpora aqui como referencia, que codifica una
toxina insecticida Cry3a055, Gtil para controlar plagas de
insectos Diabrotica spp. El evento de maiz trangénico también
ha incorporado en su genoma un gen pmi, que codifica una
enzima de isomerasa fosfomanosa (PMI), descrita en la patente
US No. 5,767,378, que se incorpora aqui como referencia, Gtil
como un marcador seleccionable, que le permite.a la planta

utilizar manosa como una fuente de carbén. La presente
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invencién incluye ademd&s secuencias de 4&cido nucleico
aisladas novedosas las cuales son finicas al evento de maiz
transgéncio, Gtiles para identificar el evento de maiz
transgénico y para detectar los &cidos nucleicos provenientes
del evento de maiz transgénico en una muestra biolégica, asi
como también kits que comprenden los reactivos necesarios

para uso en detectar estos &cidos nucleicos en una muestra

biolégica.
RESUMEN
[0007] La presente invencién estéd dirigida a un evento de

maiz transgénico, designado MIR604, que comprende un genotipo
transgénico novedoso que comprende un gen cry3A055 y un gen
pmi que confiere resistencia 'a los insectos y la capacidad de
utilizar manosa como una fuente de carbén, respectivamente,
al evento de maiz MIR604 y a la progenie de ésta. La
invencion también suministra plantas de maiz transgénico que
comprenden el genotipo de la invencién, semillas de maiz de
plantas de maiz transgénico que comprenden el genotipo de la
invencién y a métodos para producir una planta de maiz
transgénico que comprende el genotipo de la invencidén al

cruzar un endégeno de maiz que comprende el genotipo de 1la

invencién con si mismo u otra linea de maiz de un genotipo’

diferente. Las plantas de maiz transgénico de la invencién
pueden ser esencialmente todas las de caracteristicas

morfolégicas y fisiolégicas que la correspondiente planta de

W
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maiz no transgénica isogénica ademiés de aquellas conferidas
por la planta de maiz mediante genotipo novedoso de 1la
invencidn. La presente invencién también suministra
composiciones y métodos para detectar la presencia de &cidos
nucleicos del evento MIR604 con base en la secuencia de ADN
de los casetes de expresién recombinantes insertados en el
genoma de maiz que resulta en el evento MIR604 y de las
secuencias genémicas que flanguean el sitio de insercién. El
evento MIR604 se puede caracterizar ademds por analizar los
niveles de expresién del cry3A055 y las protefinas PMI asi
como también por la eficacia de ensayo contra el gusano de

raiz del maiz.

[0008] De acuerdo con un aspecto, la presente invencién
suministra una molécula de &cido nucleico aislada que
comprende al menos 10 nucle6tidos contiguos de una Becuencia
de ADN heteréloga insertada en el genoma de la planta de maiz
del evento de maiz MIR604 y al menos 10 nucleétidos contiguos
de un ADN de genoma de planta de maiz que flanquea el punto
de insercién de una secuencia de ADN heterdloga insertada en
el genoma de la planta de maiz del evento de maiz MIR604. La
molécula de &acido nucleico aislada de acuerdo con un aspecto
puede comprender al menos 20 o al menos 50 nucledtidos
contiguos de una secuencia de ADN heterdloga insertada en el
genoma de la planta de maiz del evento de maiz MIR604 y al
menos 20 o al menos 50 nucleétidos contiguos de un ADN de

genoma de la planta de maiz que flanquea el punto de
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insercién de la secuencia de ADN heteréloga insertada en el

genoma de la planta de maiz del evento de maiz MIR604.

[009] De acuerdo con otro aspecto, la presente invencién
suministra una molécula de &cido nucleico aislada que
comprende una secuencia de nucleétido que comprende al menos
una secuencia de unién del evento MIR604 seleccionada del
grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO: 2 y
complementos de éstas. Una sBecuencia de unién se extiende
sobre la unién entre el ADN heter6logo que comprende los
casetes de expresién insertados en el genoma del mafiz y el
ADN proveniente del genoma de maiz que flanquea el sitio De

insercién y es diagnéstico para el evento MIR604.

[0010] De acuerdo con otro aspecto, la presente invencioén
suministra un &cido nucleico aislado que enlaza una molécula
de ADN heterdloga al genoma de planta de maiz en el evento de
maiz  MIR604 que <comprende una secuencia de desde
aproximadamente ll a aproximadamente 20 nucleétidos contiguos
seleccionados del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1, la

SEQ ID NO: 2, complementos de ésta.

[0011] De acuerdo con otro aspecto, la presente invencién
suministra una molécula de &cido nucleico aislada que
comprende una secuencia de nucleétido seleccionada del grupo
que consiste de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,

SEQ ID NO: 4, y complementos de ésta.
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[0012] De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se
suministra un amplimero que comprende una molécula de Acido

nucleico de la invencién.

[0013] De acuerdo afin con otro aspecto de la invencién, se
suministran los iniciadores de la secuencia de flanqueo para
detectar el evento MIR604. Tales iniciadores de la secuencia
de flanqueo comprenden una secuencia de &cido nucleico
aislada que comprende al menos 10-15 nucleétidos contiguos de
los nucleétidos 1-801 como se establece en la SEQ ID NO: 3
(designada arbitrariamente aqui como la secuencia de flanqueo
5’), o los complementos de ésta. En una modalidad de este
aspecto los iniciadores de 1la secuencia de flanqueo se
seleccionan del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:
12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, y

complementos de éste.

[0014] En otro aspecto de la invencién, los iniciadores de
las secuencias de flanqueo comprenden una secuencia de #&cido
nucleico aislada que comprende la menos 10-15 nucleétidos
contiquos de los nucledtidos 507-570 como se establece en la
SEQ ID NO: 4 (arbitrariamente designada aqui como la
secuencia de flanqueo 3’), o los complementos de ésta. En una
modalidad de éste aspecto los iniciadores de la secuencia de

flanqueo se seleccionan del grupo que consiste de la SEQ ID

Ve
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NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID
NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, y

complementos de esto.

[0015] De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se
suministran los pares ini&iadores que son f{tiles para 1la
amplificacién del &cido nucleico, por ejemplo. Tales pares
iniciaderes comprenden un primer iniciador que comprende una
secuencia de nucleétido de al menos 10-15 nucledtidos
continuos de longitud que es o es complementaria a una de las
secuencias de flanqueo genémica descritas anteriormente (SEQ
ID NO: 3, o SEQ ID NO: 4) y un sequndo iniciador que
comprende una secuencia de nucleétido de a menos 10-15
nucleétidos contiguos del ADN heterélogo insertado en el
evento en el genoma MIR604 del evento. El segundo iniciador,
preferiblemente comprende una secuencia de nucleétido que es
complementaria a la secuencia de ingerto adyacente a la
secuencia de ADN de flanqueo genémico de la planta como se
establece en la SEQ ID NO: 3 proveniente desde la posicién de
nucleétido 802 a 1310 en la SEQ ID NO: 4 desde la posicién de

nucleétido 1 a la 506.

[0016] De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se
suministran los métodos para detectar la presencia del ADN
que corresponden al evento MIR604 en una muestra biolégica,
Tales métodos comprenden: (a) poner en contacto la muestra

que comprende al ADN con un par de iniciadores que, cuando se



WO 2005/103301 10 PCT/US2005/004790

utilizan en una Reaccién de amplificacién de &cido nucleico
con el ADN gendmico proveniente del evento de maiz MIR604;
produce un amplimero que es diagndstico para el evento de
maiz MIR604; (b) desarrollar una reaccién de amplificacién de
4cido nucleico, produciendo de esta manera el amplimero; y
(c) detectar el amplimero. En una modalidad de este aspecto,
el amplimero <comprende una secuencia de nucleétido
seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, y SEQ ID NO: 4, y complementos de

ésta.

[0017] De acuerdo con otro aspecto, la invencién
suministra métodos para detectar la presencia de un ADN que
corresponde al evento MIR604 en una muestra biolégica. Todos
los métodos comprende (a) poner en contacto la muestra que
comprende ADN con una sonda que se hibridiza bajo altas
condiciones de exigencia con el ADN genémico proveniente del
evento de maiz MIR604 que no se hibridiza bajo altas
condiciones de exigencia con el ADN de una planta de maiz de
control; (b) someter la muestra y la sonda a condiciones de
hibridizacién de alta exigencia, (c) detectar la

hibridizacién de la sonda al ADN.

[0018] De acuerdo con otro aspecto de la invencién, Be
suministra un kit para la supresioén de los é&cidos nucleicos
del evento MIR604 en una muestra biolégica. El kit incluye al

menos una secuencia de ADN gque comprende una longitud
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suficiente de polinucleétidos que son complementarios a la
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, o SEQ ID NO: 4, en
donde las secuencias de ADN son (tiles como hibrizadores o
sondas que hibridizan el ADN aislado del evento MIR604, y los
cuvales, luego de amplificacién o hibridizacién de una
secuencia de &dcido nucleico en una muestra seguida por la
detencién del amplimero o la hibridizacién de la secuencia
blanco, son diagnésticas para la presencia de la secuencia de
dcido nucleico del evento MIR 604 de la muestra. Un kit
adicional . incluye otros materiales necesarios para
posibilitar la hibridizacién de &cido nucleico o los métodos

de amplificacién.

[0019] En otro aspecto, la presente invencién suministra
un método para detectar una proteina MIR604 del evento de
maiz en una muestra biologota que comprende: (a) extraer
proteina de una muestra del tejido MIR604 del evento de maiz;
(b) ensayar 1la proteina extraida utilizando un método
inmunolégico que comprende un anticuerpo especifico para la
proteina marcadora insecticida o seleccionable producida por
el evento MIR604; y (c¢) detectar la unién de dicho anticuerpo

al insecticida o a la proteina marcadora seleccionable;

[0020] En otro aspecto la presente invencién suministra
una muestra biolégica derivada de una planta de maiz del
evento MIR604, tejido, o semilla, en donde la muestra

comprende una secuencia de nucledétido que es o es

<0
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complementaria a una secuencia seleccionada del grupo que
consiste de la SEQ ID NO: 1 y de la SEQ ID NO: 2, y en donde
la secuencia es detectable en la muestra utilizando una
amplificacién de acido nucleico o un método de hibridizacién
de acido nucleico. En una modalidad de este aspecto, la
muestra se selecciona del grupo que consiste de harina de
maiz, comida de maiz melaza de maiz, aceite de maiz, almidén
de maiz, y cereales elaborados en todo o en parte para

contener sus productos de maiz.

[0021) en otro aspecto la presente invencién suministra un
extracto derivado de una planta de maiz del evento MIR604,
tejido, o semilla gue comprende una secuencia de nucledétido
que es o es complementaria a una secuencia de nucleétido
seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO:1 y la
SEQ ID NO:2. En una modalidad de este aspecto la secuencia es
detectable en el extracto wutilizando un método de
amplificacién de acido nucleico o un método de hibridizacién
de acido nucleico. En otra modalidad de este aspecto la
muestra se selecciona del grupo que consiste de harina de
maiz, comida de maiz, melaza de maiz, aceite de maiz, almidén
de maiz, y cereales elaborados en todo o en parte para

contener sub. Productos de maiz.

[0022] De cuerdo con otro aspecto de la invencién, se
suministran las plantas y la semillas de maiz que comprenden

las moléculas de acido nucleico de la invencién.
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[0023] De acuerdo con otro aspecto la presente invencién
suministra un método para producir una planta de maiz
resistente a al menos una infestacién de gusano de gusano de
raiz de maiz que comprende: (a) cruzar sexualmente una primer
planta de maiz padre con una segunda planta de maiz padre en
donde, dicha primera o dicha sequnda planta de maiz padre
comprenden un ADN de evento de maiz MIR604, produciendo de
esta manera una pluralidad de plantas de progenie de primera
generacién; (b) seleccionar una planta progenie de primera
generacién que es resistente a al menos una infestacién de
gusano de raiz de maiz; (c¢) autopolinizar la planta de
progenie de primera generacién; produciendo de esta manera
una pluralidad de plantas progenie de segunda generacién (d)
seleccionar de las plantas progenie de sequnda generacién una
planta que es al menos resistente a la infestacidén de gusano
de raiz de maiz en donde las plantas de progenie de segunda
generacion comprende una secuencia de nucleétidos
seleccionada del grupc que consiste de la SEQ ID NO:1 y la

SEQ ID NO:2.

[0024] De acuerdo con otro aspecto la presente invencién
suministra un método para producir semillas de maiz que
comprende cruzar una primer planta de maiz padre con una
segqunda planta de maiz padre y cosechar la primer generacién

resultante de semilla de maiz, en donde la primer o segqunda
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planta de maiz padre es una planta de maiz endégama de la

invencién.

[0025] De acuerdo con otro aspecto la presente invencién
suministra un método para producir semillas de maiz hibrido
que comprende las etapas de: (a) plantar semillas en una
primer linea de maiz endSgama de acuerdo con la invencidn y
semillas de una segunda linea de maiz enddégama que tiene un
diferente genotipo; (b) cultivar plantas de maiz que resultan
de dicha plantacién hasta el momento de florecimiento; (c)
emascular las flores de las plantas de maiz de unas de las
lineas end6gamas de maiz; (d) permitir que ocurra la
polinizacién de de otra linea end6gama, (c) cosechar la

semilla hibrida de esta manera.

[0026] Los anteriores y otros aspectos de la invencién

gserén mas evidentes de la siguiente descripcién detallada.

DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS EN EL LISTADO DE SECUENCIA

SEQ ID NO: 1 es la unién del inserto del genoma 5°.

SEQ ID NO: 2 es la unién del genoma inserto 3°.

SEQ ID NO: 3 es la secuencia del genoma més inserto 5°.
SEQ ID NO: 4 es la secuencia de inserto mas genoma 3°.

SEQ ID NO: 5 es el genoma de maiz que flanquea el 5° al

inserto.

5
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SEQ ID NO: 6 es el genoma de maiz que flanquea el 3° al
inserto.

SEQ ID NO: 7-15 son los iniciadores de secuencia de secuencia
de flanqueo 5° fitiles en la presente invencién.

SEQ ID NO: 16-20 son los iniciadores de secuencia promotora
MTL Gtiles en la presente invencién.

SEQ ID NO: 21-28 son los iniciadores de secuencia cry3A055
Gtiles en la presente invencién.

SEQ ID NO: 29-30 son iniciadores de secuencia ZmUbiInt Gtiles
en la presente invencién.

SEQ ID NO: 3}-37 son iniciadores de secuencia pmi fitiles en
la presente invencién.

SEQ ID NO: 38 es un iniciador de secuencia NOS ftil en la
presente invencién.

SEQ ID NO: 39-46 son iniciadores de secuencia de flanqueo 3°
itiles en la presente invencién.

SEQ ID NO: 47-49 son los iniciadores cry3 A055 TAQMAN y la
sonda

SEQ ID NO: 50-52 son iniciadores y sonda pmi TAQMAN

SEQ ID NO: 53-55 son los iniciadores y sonda ZmADH TAQMAN.
SEQ ID NO: 56 es una sonda MIR604 Gtil en la presente
invencién.

SEQ ID NO: 57 es la secuencia para la regifén limite derecha.
SEQ ID NO: 58 es la secuencia para el promotor MTL

SEQ ID NO: 59 es la secuencia del Gen cry3A055.

SEQ ID NO: 60 es la secuencia del terminador NOS.

SEQ ID NO: 61 es la secuencia del promotor ZmUbInt.
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SEQ ID NO: 62 es la secuencia del Gen pmi.

SEQ ID NO: 63 es la secuencia de la regién limite izquierda.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 ilustra un vector de expresién de planta
designado pZM26. El mapa identifica el sitio de restriccién

Kpnl utilizade para el andlisis Southern.

La figura 2 es un mapa grafico que ilustra la organizacién de
los elementos que comprende la secuencia de acido nucleico
heterélogo insertado en el genoma del evento de maiz MIR604 y
establece las posiciones relativas en las cuales las
secuencias de acido nucleico insertados estdn ligadas a las
secuencias de ADN geondmico de maiz que flangquean los
extremos de las secuencias de ADN heterdloga insertados.
l=genoma de planta de flanqueo 5° (SEQ ID NO: 5);2=regién
limite derecha (SEQ ID NO: 57); 3=promotor MTL (SEQ ID NO:
58); 4= Gen cry3A055 (SEQ ID NO: 59); 5= terminador NOS (SEQ
ID NO: 60); 6= promotor zMULINT (SEQ ID NO: 61); 7= Gen pmi
(SEQ ID NO: 62); 8= terminador NOS (SEQ ID NO: 60); 9 =
regién limite izquierda (SEQ ID NO: 63); y 10 = genoma de

planta de flanqueo de 3°(SEQ ID NO: 6).
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DEFINICIONES
[0027] Las siguientes definiciones Y métodos se

suministran para definir mejor la presente invencién y para
quiar aquellos expertos en la técnica en la préictica de la
presente invencién. A menos que se anote otra cosa como los
términos utilizados aqui se debe entender de acuerdo al uso
convencional de aquellos expertos en la técnica. Las
definiciones de los términos comunes en biologia molecular

también se pueden encontrar en Riegger et al., Glossary of

Genetics: Classical and Molecular, 5 edicion Springer-
Verlag: New York, 1994.
[0028]) Como se utiliza aqui el termino “amplificado”

significa la construccién de copias miiltiples de una molécula
de acido nucleico © copias mGltiples complementarias a la
molécula de acido nucleico que utiliza al menos una de las
mbléculas de acido nucleico como un molde. Los sistemas de
amplificacién influyen los sistemas de reaccién de cadena
polimerasa (PCR), los sistemas de reaccién de cadena de
ligasa (LCR), la amplificacién basada en secuencia de acido
nucleico (NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario) los sistemas
de replicasa Q-Beta, el sistema de amplificacién basado en
trascripcién (TAS), y la amplificacién de desplazamiento de
hebra (SDA). Ver, por ejemplo, Diagnostic Molecular
Microbilogy: Principles and Applications, D.H. Persing et

al., Ed American Society for Microbiology, Washington, D.C

%
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(1993). El producto de la amplificacién es denominada un

amplimero.

[0029] Una secuencia de codificacién “es una secuencia de
acido nucleico que es transcrita en el ARN tal como el mARN,
el rARN, tARN, snARN, ARN con sentido o ARN sin sentido o
contra sentido, preferiblemente el ARN es traducido en un

organismo para producir una proteina.

[0030] El “Kit de Detecciétn” como se utiliza aqui se
refiere a un kit utilizado para detectar la presencia o
ausencia de ADN proveniente de plantas MIR604 en una muestra
que comprende sondas e iniciadores de acido nucleico de la
presente invencién que  hibridiza especificamente bajo
condiciones de exigencia aléas a una secuencia de ADN blanco
Y otros materiales necesarios para posibilitar la
hibridizacién de acido nucleico por 1los métodos de

amplificacién.

[0031) Como se utiliza aqui el termino “evento”
transgénico se refiere a una planta recombinante producida
por la transformacién y regeneracién de una célula vegetal
simple con ADN heterélogo, por ejemplo, un casete de
expresién que incluye un gen de interés. El termino “evento”
se refiere al transformante original y es la sola progenie
del transformante que incluye un ADN heterélogo. El1 termino

“evento” también se refiere al progenie producida por un

7
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cruce externo sexual entre el transformante y otra linea de
maiz. Aun después de retrocruzamientos repetidos a un padre
recurrente el ADN insertado y el ADN de flanqueo proveniente
del padre transformado esta presente en la progenie del cruce
en el mismo sitio cromosomal. Normalmente, la transformacién
de tejido de plante produce miiltiples eventos, cada uno de
los cuales representa la insercién de una construccién de ADN
en un sitio diferente en el genoma de una célula de planta.
Con base en la expresién del transgen u otras caracteristicas
deseables, se selecciona un evento particular. Asi, “evento
MIR604”, “MIR604” o “evento MIRE04” como si estuviese aqui,
significan que el transformante MIR604 original y/o la

progenie del transformante MIR604.

[0032] “Casete de expresién” como se utiliza aqui
significa una molécula de acido nucleico capaz de dirigir la
expresién de una secuencia de nucledétido particular en una
célula huésped apropiada, que comprende un promotor
operablemente ligado a la secuencia de nucleétido de interés
que esta operablemente a las sefiales de de terminaciédnm.
También comprende tipicamente secuencias requeridas para la
traduccién adecuada de la secuencia de nucleétido. El casete
de expresién también puede comprender secuencias no
necesariamente en expresién directa de una secuencia de
nucledétido de interés pero que estén presentes debido a los
gsitios de restriccién convenientes para la remocién del

casete de un vector de expresidn. El casette de expresién que
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comprende la secuencia de nucleétido de interés puede ser
quimérico, significando que al menos uno de sus componentes
es heterdlogo con respecto a al menos uno de sus otros
componentes. El casete de expresién también puede ser uno que
sea de ocurrencia natural pero que haya sido obtenido de una
forma recombinante Gtil para la expresion heterdéloga.
Tipicamente, sin embargo, el casete de expresién es
heter6logo con respecto al huésped, es decir en la secuencia
de 4cido nucleico particular del casete de expresién no
ocurre naturalmente en la célula huésped y debe haber sido
. introducida en la célula huésped o en un ancestro de 1la
célula huésped por un proceso de transformacién conocido en
la técnica. La expresién de la secuencia de nucledétido en el
casete de expresién puede estar bajo el control del promotor
¢ nstitutivo o de un promotor invisible que inicia 1la
trascripcién solamente cuando la célula huésped se expone a
algGn estimulo externo particular. En el caso de un organismo
multicelular, tal como una planta, el promotor también puede
ser especifico a un tejido particular, u érgano, o etapa de
desarrollo. Un casete de expresién, o fragmento de este
también se puede denominar como ™“secuencla insertada” o

“secuencia de insercién” cuando se transforma en una planta.

[0033) UN “Gen” es una reglén definida que esta localizada
dentro del genoma y que, ademés de la secuencia de é&cido
nucleico codificante anteriormente mencionada, comprende

otra, secuencia de &cido nucleico, primariamente regulatoria,

21

%0



WO 2005/103301 21 PCT/US2005/004790

responsable por el control de la expresién es decir 1la
transcripcién y traduccién de la porcién codificante. Un gen
también puede comprender otras secuencias no traducidas 57 y
3" y las secuencias de determinacién. Ademéds los elementos

que pueden estar presentes son por ejemplo, intrones.

[0034] “Gen de interés “ se refiere a cualquier gen el
cual, se transfiere a una planta, le confiere a la planta una
caracteristica deseada tal como la resistencia antibiética,
resistencia a virus, resistencia a insecto, resistencia a
enfermedad, o resistencia a otras plagas, tolerancia
herbecida, wvalor nutricional in mejorado, desempefc mejorado
y un proceso industrial o una capacidad productiva alterada.
El “gen de interés” también pude ser aquel que se transfiere
a las plantas para la produccién de encimas comercialmente

valiosas o metabdlicos en la planta.

[0035] “Genotipo” como se utiliza aqui es el material
genético heredado de plantas de maiz padre no toda las cuales
est&q necesariamente expresadas en las plantas de maiz
descendientes. El1 genotipo MIR604 se refiere al material
genético heterdlogo transformado en el genoma de una planta
asi como también en el material genético que flanquea la

secuencia insertada.

[0036] Una secuencia de dcido nucleico “heteréloga” es una

secuencia de &cido nucleico no naturalmente asociada con una
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célula huésped en la cual esta se introduce, que incluye
copias maltiples de ocurrencia no natural de una secuencia de

dcido nucleico de ocurrencia natural.

[0037] Una secuencia de acido nucleico “Homéloga” es una
secuencia de &cido nucleico naturalmente asociada con una

célula huésped en la cual esta se introduce.

[0038] “Operablemente ligada” se refiere a la asociacién
de una secuencia de &cido nucleico o de secuencias de &cido
nucleico de un fragmento de &cido nucleico simple de tal
forma que la funcién de uno afecta la funcién del otro. Por
ejemplo, un promotor esta operablemente ligado con una
secuencia de codificacién o un ARN funcional cuando este es
capaz de afectar la expresién de aquella secuencia del ARN
funcional (es decir que la secuencia de codificacién o el ARN
funcional esta bajo control transcripcional del promotor).
Las secuencias codificantes en la orientacién con sentido o
8in sentido o antisentido pueden estar operablemente ligadas

a secuencias requladoras.

[0039] “Iniciadores” como s8se utiliza aqui son 4&cidos
nucleicos aislados que son templados a una hebra de ADN
blanco complementaria mediante hibridizacién de 4&cido
nucleico para formar un hibrido entre el iniciador y la hebra
de ADN blanco, que se extiende a lo largo de la hebra de ADN

blanco mediante una polimerasa tal como la ADN polimerasa.
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L s pares o grupos de iniciadores se pueden utilizar para la
amplificacién de una molécula de &cido nucleico, por ejemplo,
mediante reaccién de cadena de polimerasa (PCR) u otros

métodos de amplificacién de &cido nucleico convencional.

[0040] Una “sonda” es un &cido nucleico ailslado al cual se
une una marca convencional detectable o wuna molécula
reportero, tal como un isétopo radiocactiveo, ligando agente
quimiluminiscente, o encima. Tal sonda es complementaria a
una hebra de un 4&cido nucleico blanco en el caso de la
presente invencién, a una hebra de ADN genémico proveniente
del evento de maiz, MIR604. El1 ADN gendémico o MIR604 puede
ser desde una planta de maiz o deasde una muestra que incluye
ADN del evento. Las sondas de acuerdo con la presente
invencién incluyen no solamente &cidos desoxiribonucleico y
ribonucleico sino también poliamidas y otros materiales de
sonda que se unen especificamente a una secuencia de ADN
blanco y que se pueden utilizar para detectar la presencia de

la secuencia de ADN blanco.

[0041] Los iniciadores y las sondas son generalmente de 10
a 15 nucleétidos o mas de longitud, los iniciadores y las
sondas también pueden ser de al menos 20 nucleétidos o més de
longitud, o al menos de 25 o mas, o al menos 30 nucledtidos o
mas de longitud. Tales iniciadores y sondas hibridizan
especificamente una secuencia blanco bajo condiciones de

hibridizaci'n de alta exigencia. Los iniciadores y las sondas
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de acuerdo con la presente invencién pueden tener
complementariedad de secuencia completa con la secuencia
blanco, aunque las sondas que difieren de la secuencia blanco
Yy que retienen la capacidad de hibridizar las secuencias

blanco se pueden designar mediante métodos convencionales.

[0042] “Condiciones de exigencia” o “condiciones de
hibridizacién exigentes” incluyen referencia a condiciones

bajo las cuales la sonda se hibridizard a su secuencia blanco

a un grado detectablemente mayor y a otras secuencias. Las -

condiciones de exigencia son dependientes de la secuencia
blanco y diferirén dependiendo de 1la estructura del
polinucleétido. Al controlar la exigencia de la hibridizacién
y/o las condiciones de lavado, las secuencias blanco pueden
ser identificadas las cuales son 100% complementarias a la
sonda (sondeo homologo). Alternativamente, las condiciones de
exigencia se pueden ajustar para permitir alguna falta de
coincidencia en las secuencias de tal forma que grados
menores de similitud son detectados (sondeo heterélogo).
Secuencias mas largas se hibridizan especificamente a
temperaturas mayores. Una guia extensiva de la hibridizacidén
de los &cidos nucleicos se encuentran en Tijssen (1993)
Laboratory Techniques in Biochemestry qnd Molecular Biology-
Hybridization with Nucleic Acid Probes, Part 1, Chapter 2,
“Overview of principles of hybridization and the strategy of
nucleic acid probe assays”, Elsevier: New York; and Current

Protocols in Molecular Biology, Chapter 2, Ausubel et al.,

Z>
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Eds, Greene Pubishing and Wiley-Interscience: New York
(1995), and also Sambrook et al. (2001) Molecular Cloning: a
Laboratory Manual (5™ Bd. Cols Spring Harbor Laboratory, Cold

Spring Harbor, NY).

(0043) la especificad es tipicamente la funcién de los
lavados de post hibridizacién, los factores criticos son la
resistencia idnica y la temperatura de la solucién de lavado
final. Generalmente la hibridizacién de alta exigencia y las
condiciones de Jlavado son seleccionadas para ser de
aproximadamente 5 C menos que el punto de fusidén del térmico
(Ta) para la secuencia especifica a una resistencia y pH
i6énico definido. La T, es la temperatura (bajo resistencia y
pH i6nico definido) en el cual el 50% de la secuencia blanco
hibridiza a una sonda perfectamente pareada. Tipicamente,
bajo condiciones de alta exigencia una sonda se hibridizara a

su subsecuencia blanco pero no a otras secuencias.

[0044] Un ejemplo de condiciones de hibridizacién de alta °

exigencia para la hibridizacién de 4&cidos nucleicos
complementarios que tienen mas de 100 residuos
complementarios de un filtro en un Southern o northern blot
es 50% formamida con un mg de heparina a 42 C, siendo la
hibridizacién llevada a cabo durante la noche. Un ejemplo de
unas condiciones de lavado de muy alta exigencia es 0.15M de
NaCl a 72 C durante aproximadamente 15 minutos. Un ejemplo de

condiciones de lavado de alta exigencia es 0.2x SSC a 65 C
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durante 15 minutos (ver, Sambrook, infra, para una

descripcién de un amortiguador SSC).

[0045] Las condiciones de hibridizacién de ejemplo para la
presente invencién incluyen la hibridizacién en 7% SDS, 0.25
M de NaPO; pH 7.2 a 67° C durante toda la noche, seguido por
lavados en 5% de SDS, 0.20 M de NaPO, de pH 7.2 a 65°C durante
30 minutos cada lavado, y dos lavados en 1% de SDS, 0.20 M
NaPOy pH 7.2 a 65° C durante 30 minutos cada lavado. Un lavado
de exigencia medio de ejemplo para un diplex de, por ejemplo,
mis de 100 nucleétidos es 1x SSC a 45°C durante 15 minutos.
Un lavado de baja exigencia de ejemplo para un diplex de por
ejemplo mas de 100 nucleétidos, es 4-6x SSC a 40°C durante 15

minutos.

[0046] Para las sondas de aproximadamente 10 a 50
nucleétidos, las condiciones de alta exigencia tipicamente
involucran concentraciones de sal de menos de aproximadamente
1.0 M de i6n Na, tipicamente aproximadamente 0.01 a 1.0 M de
ién N de concentracién de i6n Na (u otras sales) a pH 7.0 a
8.3, vy la temperatura es tipicamente al menos aproximadamente
30°C. Las condiciones de alta exigencia también se pueden
lograr con la adicién de agentes desestabilantes tales como
formamida. En general, una proporcién de seilal a ruido de 2x
( mayor) que aquella observada para una sonda no relacionada
en el ensayo de hibridizacién particular indica la deteccién

de una hibridizacién especifica. Los &cidos nucleicos que no
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se hibridizan uno al otro bajo altas condiciones de exigencia
son aun sustancialmente idénticos y las proteinas que ellos
codifican son sustancialmente idénticas. Esto ocurre, por
ejemplo, cuando uno copia el 4&cido nucleico es creada
utilizando la degeneracién de codén méAxima permitida por el

cddigo genético.

[0047] Los siguientes son ejemplos de conjuntos de
condiciones de hibridizacién/lavado que se pueden utilizar
para hibridizar secuencias de nucleétido que son
sustancialmente idénticas a las secuencias de nucledtido de
referencia de 1la presente invencién: una secuencia de
nucleétido de referencia preferiblemente hibridiza la
secuencia de nucleétido de referencia en 7% de dodecil
sulfato de sodio (SDS), 0.5 M de NaPO,, 1 mM de EDTA a 50°C
con lavado en 2x SSC, 0.1% de SDS a 50°C mas deseablemente en
7% de dodecil sulfato de sodio (SDS), 0.5 de M NaPO,, 1 mM de
EDTA a 50°C con lavado en 1x SSC, 0.1% SDSa 50°C,mas
deseablemente aun en 7% de dedocil sulfato de sodio (SDS),
0.5 M NaPO,, 1 mM de EDTA a 50°C con lavado en 0.1x SSC,0.1%
SDS a 50°, preferiblemente en dodecil sulfato de sodio 7%
(SDS), 0.5 M de NaPO,, 1mM de EDTA a 50°C con lavado en 0.1x
SsC, 0.1% SDS a 50°C, mas preferiblemente en dedocil sulfato
de sodio 7% (SDS), 0.5 M de NaPO, 1 mM de EDTA a 50°C con
lavado en 0.1x SSC, 0.1% SDS a 65°%.las secuencias de 1la

presente invencién se pueden detectar utilizando todas las
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condiciones anteriores. Para los propésitos de definir 1la

invencidén, se utilizan altas condiciones de exigencia.

[0048] “Transformacién” es un proceso para introducir un
dcido nucleico en una célula u organismo huésped. En
particular, “transformacién” significa la integracién estable
de una molécula de ADN en el genoma de un organismo de

interés.

[0049] “Transformado, transgénico/recombinante” se
refiere a un organismo huésped tal como una bacteria o planta
en el cual la molécula de #&cido nucleico heterdloga a si&o
introducida. ILa molécula de &cido nucleico puede estar
establemente integrada en el genoma del huésped o la molécula
de &cido nucleico puede estar presente como una molécula
extracromosémica. Tal molécula extracromosémica puede ser
autoreplicante. Las células, tejidos o plantas transformadas
se entiende que comprenden no solo el producto final de un
proceso de transformacién sino también la progenie
transgénica de esta. Un huésped "“no transformado”, ™“no
transgénico” o “no recombinante” se refiere a un organismo
tipo silvestre, por ejemplo, una bacteria o planta, que no
contiene la molécula de &4cido nucleico heteréloga. Como se
utiliza aqui “transgénico” se refiere a una planta, célula de
planta, a una multitud de células de planta estructuradas y
no estructuradas que tienen integrado, por via de técnicas

bien conocidas de manipulacién genética a una insercién de
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gen, una secuencia de &cido nucleico que representa un gen de
interés en el genoma de la planta y tipicamente en un
cromosoma de un nicleo de célula, mitocondria u otros
organelos que contienen los cromosomas en un locus diferente
a, o en un numeroc de copias mayor que aquellas presentes
normalmente en la plante nativa o la célula de la planta. Las
plantas transgénicas resultan de la manipulacién e insercién
de tales secuencias de 4&cido nucleico, opuestas a las
mutaciones de ocurrencia natural, para producir una planta de
ocurrencia no natural o una planta con un genotipo de
ocurrencia no natural. Las técnicas para la transformacién de
las plantas y las células de las plantas son bien conocidas
en la técnica y pueden comprender por ejemplo la
incorporacién, microinyeccién, transformacién mediada por

agrobacteria, y transformacion balistica.

[0050) La nomenclatura para las bases de ADN y los
aminoécidos como se establece en el 37 C.F.R. y 1.822 se

utilizan aqui.
DESCRIPCION DETALLADA

[0051] Esta invencién se relaciona con una linea
genéticamente mejorada de maiz que produce la proteina de
control de insecto, Cry3A055, y la encima fosfomanosa
isomerasa (PMI) que le permite a la planta utilizar la manosa

como una fuente de carbén. La invencién esta particularmente
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dirigida a un evento de maiz transgénico designado MIR604 que
comprende un genotipo novedoso asi como también a
composiciones y métodos para detectar los &cidos nucleicos
provenientes de este evento en una muestra bioldgica. la
invencién esta dirigida adem&s a plantas de maiz que
comprenden el genotipc MIR604, las envia transgénica
proveniente de las plantas de maiz, y los métodos para
producir una planta &e maiz que comprenden el genotipo MIR604
mediante el cruzamiento de un enddgamo de maiz que comprende
el genotipo MIR604 con B mismo u otra linea de maiz. Las
plantas de maiz que comprenden el genotipo MIR604 de 1la
invencién son Gtiles para controlar plagas de insectos
coledcteros que incluyen Diabrotica virgifera virgifera,
gusano de raiz de maiz occidental, D. virgifera zeae, el
gusano de raiz de maiz Mejicano, y D. longicornis barberi, el
gusano de raiz de maiz del norte. Las partes de maiz que
comprenden el genotipo MIR604 de la invencién también son

capaces de utilizar manosa como fuente de carbdn

[0052] En una modalidad, la presente invencién comprende
una molécula de &cido nucleico aislada que comprende almenos
10 o mas (por ejemplo 15, 20, 25 o 50) nucledtidos contiguos
de una secuencia de ADN heteréloga insertados en el genoma de
maiz del evento de maiz MIR604 y al menos 10 o mas (por
ejemplo (15, 20, 25, o 50)nucleétidos contiguos de un ADN de
genoma de planta de maiz que flanquea el punto de insercidn

de la secuencia de ADN heterbSloga insertada en el genoma de
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la planta de maiz del evento de maiz MIR604 .también estén
incluidas las secuencias de nucleétido que compren&en 10 o
mas nucleétidos de la secuencia de inserto contigua del
evento MIR604 y al nucledétido del ADN de flanqueo del evento
MIR604 adyacente a la secuencia de inserto. Tales secuencias
de nuclebétido son diagnosticas para el evento MIR604. la
amplificacién del &cido nucleico del ADN del genoma del
evento MIR604 produce un amplimero que comprende tales

secuencias de nucleétido diagnosticas.

[0053] En otra modalidad 1la invencién comprende una
molécula de @&cido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucleétido que comprende al menos una secuencia
de unién del evento MIR604 Beleccionada del grupo que
consiste de la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, y complementos de
esta, en donde la secuencia de unién esparce la unidén entre
un casete de expresién heterSloga en el genoma del maiz y el
ADN del genoma de maiz que flanquea el sitio de insercidén y

es diagnostica para el evento.

[0054] En otra modalidad la presente invencién comprende
un &cido nucleico aislado que enlaza una molécula de ADN
heter6loga al genoma de la planta de maiz en el evento de
maiz MIR604 que comprende una secuencia desde aproximadamente
11 a aproximadamenté 20 nucleétidos contiguos seleccionados
del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, y

los complementos de estos.

e
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[0055] En otra modalidad la invencién comprende una
molécula de &cido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucledétido seleccionada del grupo que consiste
de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,SEQ ID NO=_3, SEQ ID NO: 4,

y complementos de estos.

[0056] En una modalidad de 1la presente invencién el
amplimero comprende una secuencia de nucle6étidos seleccionada
del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, y se suministran los complementos de

estos.

[0057] En otra modalidad, la presente invencién comprende
iniciadores de secuencia de flanqueo para detectar el evento
MIR604. Tales iniciadores de secuencia de flanqueo comprenden
una secuencia de &cido nucleico aislada que comprende al
menos 10-15 nucleétidos contiquos de los nucledétidos 1-801 de
la SEQ ID NO: 3 (arbitrariamente designédos aqui como 1la
frecuencia de flanqueo 5°), o los complementos de estos. En
un aspecto de la modalidad los iniciadores de la secuencia de
flanqueo se seleccionan del grupo que consiste de la SEQ ID

NO

7,SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9,SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13,SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:

15, y complementos de estos.
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[0058] En otra modalidad la presente invencién comprende
iniciadores de frecuencia de flanqueo que comprenden al menos
10-15 nucleétidos contigquos de los nucleétidos 507-1570 de la
SEQ ID NO: 4 (arbitrariamente designada aqui como la
secuencla de flanqueo 3’).en un aspecto de esta modalidad los
iniciadores de la secuencia de flanqueo se seleccionan del
grupo que consiste de la SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40,SEQ ID

NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44,SEQ ID

NO: 45, SEQ ID NO: 46, y complementos de estos.

[0059] En ain otra modalidad la presente invencién
comprende un par de iniciadores de polinucleétido que
comprenden un primer iniciador de polinucleétido y un segqundo
iniciador de polinucle6tido que funcionan Jjuntos en la
.presencia de un molde de ADN de evento de maiz MIR604 en una
muestra para producir un amplimero diagnostico para el evento
de maiz MIR604 en donde la primer secuencia del iniciador es
complementaria a un genoma de planta de maiz que flanquee el
punto de insercién de una secuencia de ADN heterdéloga
insertada en el genoma de la planta de maiz del evento de
maiz MIR604, y la segunda secuencia del iniciador del
polinucleétido es complementaria a la secuencia de ADN
heter6loga insertada en el genoma de la planta de maiz del

evento de maiz MIR604.

[0060] En un aspecto de esta modalidad el primer iniciador

de polinucleétido comprende al menos 10 nucleétidos contiguos
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desde la posicién 1-801 de la SEQ ID NO: 3 o complementos de
este. En un aspecto adicional de esta modalidad el primer
iniciador de polinucleétido comprende 1la secuencia de
nucledétido establecida en la SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:.B8,SEQ
ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12,SEQ ID
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, o complementos de esta.
En otro aspecto de esta modalidad el primer iniciador de
polinucleétido menos 10 nucleétidos contiquos de la posicién
507- 10570 de la SEQ ID NO: 4 o complementos de esta. En otro
aspecto de esta modalidad el primer iniciador de
polinucleétido  comprende la secuencia de nucledétido
establecida en la SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40,SEQ ID NO: 41,
SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44,SEQ ID NO: 45,
SEQ ID NO: 46, o complementos de estos en aun otro aspecto de
esta modalidad, el segundo iniciador de polinucleétido
comprende al menos 10 nucleétidos contiguos de la SEQ ID NO:

57, SEQ ID NO: 58,SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO:

61, SEQ ID NO: 62,SEQ ID NO: 63, o complementos de estos. El

aspecto adicional de esta modalidad el segundo iniciador de
polinucleétido comprende la secuencia de nucleétido
establecida en la SEQ ID NO: 16, a la SEQ ID NO: 38, o los

complementos de estos.

. [0061) En otro aspecto de esta modalidad, el primer
iniciador de polinucleétido, que Bse establece en la SEQ ID
NO: 15, y el segundo iniciador de polinucleétido que se

establece en la SEQ ID NO: 28, funciona junto en la presencia

)
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de un molde de ADN de evento de maiz MIR604 en una muestra
para producir un amplimero diagnostico para el evento de maiz
MIR604 como se describié en el ejemplo 4. en otro aspecto de
esta modalidad, el primer iniciador del polinucleétido, que
se establece en la SEQ ID NO: 45, y el segundo iniciador de
pelinucleétido que se establece en la SEQ ID NO: 27, funciona
junto en la presencia de un molde de ADN de evento de maiz
MIR604 en una muestra para producir un amplimero diagnostico
para el evento de maiz MIR604 como se describid en el ejemplo

4.

[0062] Por supuesto, el experto en 1la técnica puede
obtener secuencias adicionadas en la secuencia de genoma que
flanquea cualquier extremo de las secuencias de ADN
heterélogas insertadas para uso como una secuencia iniciadora
que se puede utilizar cada par de iniciador para amplificar
las secuencias que son diagnosticas para el evento MIR604.
para los propbsitos de esta descripcién la frase “adicionada
en la secuencia de genoma que flanquea cualquier extremo de
la secuencia de ADN heteréloga insertada” se refiere
especificamente a un movimiento secuencial de los extremoé de
las secuencias de ADN heterolégas insertadas, los puntos en
los cuales las secuencias de ADN insertadas son adyacentes a
la secuencia de ADN gendmico nativo, y por fuera del ADN
geondémico del cromosoma particular en el cual la secuencias
de ADN heterSloga fueron insertadas. Preferiblemente, una

secuencia iniciadora que corresponde o es complementaria a
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una parte de la secuencia de inserto debe iniciar la
extensién transcripcional de una hebra naciente de ADN o ARN
hacia delante en la unién de secuencia de flanqueo més
cercana. Consecuentemente, una secuencia iniciadora dque
corresponde a/o es complementaria a una parte de la secuencia
de flanqueo del genoma debe iniciar 1la extensi6n
transcripcional de una hebra naciente de ADN o ARN hacia la
unién de secuencia mas cercana. Una secuencia iniciadora
puede ser complementaria a, una secuencia de ADN heteréleogo
insertada en los cromosomas de la planta o una secuencia de
flanqueco genémico. Un experto en la técnica reconoceria
fdcilmente el beneficio de si la secuencia iniciadora
necesitaria ser, o necesitaria ser complementaria- a, la
secuencia establecida dentro de 1la secuencia de ADN
heteréloga insertada o como se establece en la SEQ ID NO: 3 o
la SEQ ID NO: 4 dependiendo de la naturaleza del producto
deseado a ser obtenido a través del uso del anidado conjunto
de iniciadores destinados para uso en amplificar una
secuencia de flanqueo particular que contiene la unidén ante
la secuencia de ADN genémico y la secuencia de ADN heterdlogo

insertado.

[0063] En otra modalidad, la presente invencién comprende
un método para detectar la presencia de ADN que corresponde
al evento MIR604 en una muestra biolégica en donde el método
comprende (a) poner en contacto la muestra que comprende ADN

con una sonda que se hibridiza bajo altas condiciones de
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exigencia con el ADN genémico desde el evento de maiz MIR604
y no se hibridiza bajo altas condiciones de exigencia con el
ADN de una planta de maiz de control, (b) someter la muestra
y la sonda a condiciones de hibridizacién de alta exigencia;
Yy (c)detectar la hibridizacidén de la sonda al ADN. En un
aspecto de esta modalidad el amplimero comprende una
secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste
de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,

Yy complementos de esta.

[0064] En otra modalidad, la presente invencién comprende
de un método para detectar la presencia de un ADN que
corresponde al evento MIR604 en una muestra bioldgica. En
donde el método comprende (a) poner en contacto la muestra
que comprende ADN con una sonda que se hibridiza bajo
condiciones de alta exigencia con el ADN genémico del evento
de mafiz MIR604 y no se hibridiza bajo condicicnes de alta
exigencia con el ADN de una planta de maiz de control, (b)
someter la muestra y la sonda a condiciones de hibridizacién
de alta exigencia; (c) detectar la hibridizacién de la sonda
al ADN. La deteccién puede ser por medio de cualquiera de los
medios bien conocidos en la técnica que influyen pero no
estén limitados a fluorescente, Quimioiluminigente,
radiolégico, inmunolégico, u otro. El1 caso en el cual 1la
hibridizacién esta destinada a ser utilizada como medios para
la amplificacién de una secuencia particular para producir un

amplimero que es diagn stico para el evento de maiz MIR604,
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la produccién y deteccién por cualquiera de los medios bien
conocidos en la técnica del amplimero pretende ser indicativa
de la hibridizacién pretendida a la secuencia blanco donde

una sonda o iniciador se utiliza o la sBecuencia donde dos o

mas sondas o iniciaderes son utilizados. El termino “muestra

biolégica” estd destinado a comprender una muestra que
contiene o se sospecha que contiene un &cido nucleico que
comprende de entre 5 a 10 nucledétidos laterales al punto en
el cual uno de los dos ext.rémos terminales de la secuencia de
ADN heter6logo insertada contacta la secuencia de ADN
geonémico dentro del cromosoma en el cual la secuencia de ADN
heter6logo 8se inserto, aqui también conocido como las
secuencias de unién. Ademds, las secuencias de unién
comprenden tampoco como dos nucledtido, aquellos que son el
primer nucleétido dentro del ADN geondmico del flanqueo
adyacente y covalente mente ligado al primer nucleétido

dentro de la secuencia de ADN heterélogo insertado.

[0065] En alguna otra modalidad como la presente
invencién comprende un Kit para detectar la presencia de los
dcidos nucleicos MIR604 en una muestra biolégica, en donde el
kit comprende al menos-s una molécula de 4&dcido nucleico de
suficiente longitud de nucledtidos contiguos hombélogos o
complementarios a una secuencia de nucleétidos seleccionada
del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 3, y la SEQ ID NO: 4, que funciona como un iniciader

de ADN sonda especifica para el evento MIR604, y otros

y7
B\



P
WO 2005/103301 39 PCT/US2005/004790 \Io\
materiales necesarios para posibilitarle al dcido nucleico la
hibridizacién o amplificacién . una variedad de método de
deteccidén se pueden utilizar que incluyen el TAIMAN (Perkin
Elmer), la especificacién térmica, reacciones de cadena de
ligasa hibridizacién southern, métodos ELISA, y métodos de
deteccién colorimétricos y fluorescentes. En particular 1la
presente invencién suministra kits para detectar la presencia
de la secuencia blanco, es decir, al menos una de las uniones
del ADN inserto con el ADN genémico de la secuencia, es-
decir, una de las uniones del ADN inserto con el ADN genémico
de la planta de maiz en el MIR604, en una muestra que
contiene &cido nucleico gendmico proveniente del MIR604. El
kit esta comprendido de al menos un polinucleétido capas de
unirse al sitio blanco o sustancialmente adyacente al sitio
blanco y al menos unos medios para detectar la unién del
polinucleétido al sitio blanco. Los medios para detectar
pueden ser fluorescentes, quimioiluminicentes,
colorimétricos, o isotépicos y se pueden acoplar al menos con
métodos inmunologicos para detectar la unién, También se
prevé un kit que pueda detectar la presencia del sitio blanco
en una muestra, es decir al menos una de las uniones del ADN
inserto con el ADN genémico de la planta de maiz en el
MIR604, tomando ventaja de dos o mas Bsecuencias de
polinucleétido las cuales juntas son capaces de unirse a la
secuencia de nucleétido adyacente o dentro de aproximadamente
100 pares bases o dentro de aproximadamente 200 pares bases,

o dentro de aproximadamente 500 pares bases o dentro de
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aproximadamente 1000 pares bases de la secuencia blanco y la
cual se puede extender hacia cada una de las otras para

formar un amplimero que contiene al menos un sitio blanco.

[0066]) En otra modalidad, la presente invencién comprende
un método para detectar la proteina del evento MIR604 en una
muestra biolégica, el método comprende (a) extraer proteina
de una muestra del tejido del evento de maiz MIR604; (b)
ensayar la proteina extraida utilizando un método
inmunolégico que comprende un anticuerpo especifico para el
insecticida o una proteina marcadora seleccionable producida
por el evento MIR604; y (c) detectar la unién de dicho
anticuerpo al insecticida o a 1la proteina marcadora

seleccicnable.

[0067] Otra modalidad de la presente invencién comprende
una planta de maiz, o partes de ésta, que comprenden el
genotipo del evento transgénico MIR604, en donde el genotipo
comprende la secuencia de nucleétidos establecida en la SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o
complementos d& é&sta. En un aspecto de esta modalidad, la
planta de maiz es de las lineas de maiz endogimas CGS5NAS58,
CG5NAS8A, CG3ND97, CG5NAO1l, CG5NF22, CG4NUl5, CGOO0685,
CG00526, CGO0716, NP904, NP948, NP934, NP982, NP991, NP993,
NP2010, NP2013, NP2015, NP2017, NP2029, NP2031, NP2034,
NP2(045, NP2052, NP2138, NP2151, NP2166, NP2161, NP2171,

NP2174, NP2208, NP2213, NP2222, NP2275, NP2276, NP2316,
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BCTT609, AF031, HB431, 894, BUTT201, R327H, 2004BT, y 2070BT.
Un experto en la técnica reconocerd sin embargo, que el
genotipo MIR604 se puede introducir en cualquier variedad de
planta gque pueda ser endSgama con el maiz, incluyendo
especies de maiz silvestre, y asi las 1lineas endSgamas

preferidas de esta modalidad no pretenden ser limitantes.

[0068] En otra modalidad, la presente invencién comprende
una planta de maiz que comprende al menos una primera y una
segunda secuencia de ADN junta para formar una secuencia de
nucleétido contiguo, en donde la primer secuencia de ADN esté
dentro de la secuencia de unién y comprende al menos
aproximadamente 11 nucleétidos contiguos seleccionados del
grupo que consiste de los nucleétidos 792-811 de la SEQ ID
NO: 3; los nucleétidos 497-516 de la SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO:
5; SEQ ID NO: 6; y complementos de estos, en donde la sequnda
secuencia de ADN esta dentro de la secuencia de ADN de
insecto heteréloga seleccionada del grupo que consiste de la
SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60,
SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ iD NO: 63 y complementos de
ésta, y en donde la primera y segunda secuencia de ADN son
fitiles como iniciadores o sondas de nuclebétido para detectar
la presencia de secuencias de &4cido nucleico del evento de
maiz MIR 604 en una muestra bioldgica. En un aspecto de esta
modalidad, los iniciadores de nucleétido son utilizados en un
método de amplificacién de ADN para amplificar la secuencia

de ADN blanco desde el ADN molde extraido de la planta de
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maiz y la planta de maiz es identificable desde otras plantas
de maiz por medio de la produccién de un amplimero que se
corresponde a la secuencia de ADN que comprende la SEQ ID NO:

1 o la SEQ ID NO: 2.

[0069] Las plantas de maiz de la invencién pueden ser
adicionalmente caracterizadas en que digerir el ADN geondémico
de la planta con la endonucleasa de restriccién KpnlI da como
resultado una banda de hibridizacién simple cry3A055 que
utiliza una sonda especifica c¢ry3A055 bajo de exigencia
altas. Se ejemplifica aqui una sonda cry3A055 que comprende
una secuencla de nucledtido establecida en la SEQ ID NO: 56 o

la SEQ ID NO: 589.

[0070 Las plantas de mafiz de la invencién pueden ser
adicionalmente caracterizadas en que digerir el ADN gendmico
de la planta con las endonucleasas de restriccién KpnI da
como resultado una banda de hibridizacién de pmi simple que
utiliza una sonda especifica pmi bajo altas condiciones de
exigencia. Se ejemplifica aqui una sonda pmi que comprende

una secuencia de nuclestido establecida en la SEQ ID NO: 62.

[0071] En una modalidad, la presente invencién suministra
una planta de maiz, donde el genotipo MIR604 confiere a la
planta de maiz resistencia a insectos a la capacidad de
utilizar manosa. En un aspecto de esta modalidad, el genotipo

que confiere resistencia a insectos a las plantas de maiz
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comprende un gen cry3A055. En otro aspecto de esta modalidad,
el genotipo que le confiere a la planta de maiz la capacidad

de utilizar manosa comprende el gen pmi.

[0072] En una modalidad, la presente invencién suministra
una muestra bioldgica derivada de una planta de maiz con
evento MIR604, tejido, o semilla, donde la muestra comprende
una secuencig de nucleétido que es o es complementaria a la
secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID
NO: 1 y la SEQ ID NO: 2 y donde la secuencia es detectable en
la muestra que utiliza un método de amplificacién de &cido
nucleico © una método de hibridizacién de &cido nucleico. En
un aspecto de esta modalidad, la muestra se selecciona de
harina de maiz, melaza de maiz, almidén de maiz, y cereales
elaborados en todo o en parte para contener productos de

maiz.

[0073] En otra modalidad, la presente invencién
suministra un extracto derivado de una planta de maiz con
evento MIR604, tejido, o semilla que comprende una secuencia
de nucleétido que es o es complementaria a una secuencia de
nucleétido seleccionada del grupo que comprende la SEQ ID NO:
1 y la SEQ ID NO: 2. En un aspecto de esta modalidad, la
secuencia detectada en el extracto que utiliza un método de
amplificacién de &cido nucleico o un método de hibridizacién
de Acido nucleico. En otro aspecto de esta modalidad, la

muestra se selecciona de harina de maiz, melaza de maiz,
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aceite de maiz, harina de maiz, y cereales elaborados en todo

o en todo o en parte para contener productos de maiz.

[0074 En aun otra modalidad, la presente invencién
suministra un método para producir una planta de maiz
resistente a al menos a infestacién de gusano de raiz de maiz
que comprende (a) cruzar sexualmente una primer planta de
maiz padre con una segunda planta de maiz padre, en donde
dicha primera y segunda planta de maiz padre comprenden un
. ADN de evento de maiz MIR604, produciendo de esta manera una
pluralidad de plantas de progenie de primera generacién; (b)
seleccionar una planta de progenie de primera generacién que
es resistente a al menos una infestacién de gusano de raiz de
maiz (c) autopolinizar la planta de progenie de primera
generacién, produciendo de esta manera una pluralidad de
plantas de progenie de segunda generacién; y (d) seleccionar
de las plantas de progenie de segunda generacién qu; es al
menos resistente a infestacién de gusano de raiz de maiz
donde las plantas de progenie de segunda generacién comprende
una secuencia de nucleétido seleccionada del grupo que

consiste de la SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO:2.

[0075] En otra modalidad, la presente invencién suministra
un método para producir semillas de maiz hibrido que
comprende: (a) plantar semillas en una primera linea endégama
que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende una

secuencia e nucleétidos seleccionada del grupo que consiste

o2
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de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, y SEQ ID NO:
4, y semillas de una segqunda linea end6gama que tiene un
diferente genotipo; (b) cultivar plantas de maiz resultantes
de dicha plantacién hasta tiempo de florecimiento; (c)
emascular dichas flores de plantas de una de las lineas
endégamas de maiz; (d) cruzar sexualmente las dos diferentes
lineas endégamas una con la otra; y (e) cosechar la semilla
hibrida producida de esta manera. En un aspecto de esta
invencién, la primera linea de maiz endSgama suministra los
padres hembra. En otro aspecto de esta modalidad, la primera
linea de maiz endégama suministra los padres macho. La
presente invencién también comprende una semilla hibrida
producida mediante el método de 1la modalidad y plantas

hibridas crecidas de la semilla.

[0076] Un experto en la técnica reconoceri que el genotipo
transgénico de la presente invencién se puede introducir al
cultivar en otras lineas de maiz que comprenden diferentes
genotipos transgénicos. Por ejemplo, un endégamo de maiz que
comprende el genotipo transgénico de la presente invencién se
puede cruzar c¢on un enddgamo de maiz que comprende el
genotipo transgénico del evento  Btll resistente al
lepidéptero, el cual es conocido en la técnica, produciendo
asi semilla de maiz que comprende tanto el genotipo
transgénico de la invencién como el genotipo transgénico
Btll. Los ejemplos de otros ejemplos transgénicos que Be

pueden cruzar con un endégamc de la presente invencidn

o
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incluyen, los eventos tolerantes al glifosato Ga2l y NKé603,
el evento MON 802 tolerante a glifosato/resistente a insecto
lepidoptero, el evento resistente al lepidéptero DBT418, el
evento resistente al lepidéptero DAS-06275-8, el evento de
macho estéril MS3, el evento tolerante a fosfinotricina Bl6,
el evento resistente a insecto lepidéptero MON80100, los
eventos tolerantes a fosfinotricina T14 y T25, el evento
resistente a insecto lepidéptero 176, y el evento resistente
al coleéptero MON863, todos los cuales son conocidos en la
técnica. Se reconoceré adicionalmente que cualquier
combinacién se puede hacer con el genotipo transgénico de la
invencién y asi estos ejemplos no deben ser vistos como

limitantes.

[0077] Un experto en la técnica también reconoceri que la
semilla de maiz transgénico que comprende el genotipo
transgénico de la presente invencién se puede tratar con
varios quimicos para tratamiento de semilla, que incluyen
insecticidas, para aumentar o sinergizar la actividad
ingsecticida de la proteina Cry3A055. Por ejemplo, la semilla
de maiz transgénica de la presente invencién se puede tratar
con el insecticida comercial Cruiser®. Tal combinacién se
puede utilizar para incrementar el espectro en actividad y
para incrementar la eficacia de 1la proteina y quimico

expresado.

£5
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[0078] El genotipo transgénico de la presente invencién se

puede introducir en cualquier endégamo o hibrido de maiz que
utiliza técnicas de cultivos reconocidas en el arte. La meta
del cultivo de planta es combinar en una variedad simple o
hibrida varios rasgos deseables. Para los cultivos de campo,
estos rasgos pueden incluir resistencia a insectos o
enfermedades, tolerancia a herbicidas, tolerancia a calor y
sequia, reduccién del tiempo de madurez del cultivo, mayor
rendimiento y mayor calidad agronémica. Con 1la cosecha
mecdnica de muchos cultivos, la uniformidad de 1las
caracteristicas de las plantas, tales como la germinacién y
el establecimiento de un rodal, la velocidad de crecimiento,

la madurez, y la altura de la planta y oido, es importante.

[0079] Loe cultivos de campo sBon cosechados a través de
técnicas que toman ventaja de los métodos de polinizacién de
las plantas. Una planta es auto-polinizante si el polen
proveniente de una flor es transferido a la misma o a otra
flor de la misma planta. Una planta es de polinizacién
cruzada 8i el polen viene de una flor de una planta

diferente.

[0080] Las plantas que han sido auto-polinizadas y
seleccionadas por tipo por muchas generaciones se vuelven

homocigotos a casi todo locus de gen y producen una poblacién
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uniforme de progenie de cultiveo verdadera. Un cruce entre dos
lineas homocigotos diferentes produce una poblacién uniforme
de plantas hibridas que puede ser heterocigoto para muchos
locus gen. Un cruce de dos plantas cada una heterocigoto a un
numero de locus de gen producird una poblacién de plantas

hibridas que difieren genéticamente y no ser&n uniformes.

[0081] El maiz pliede ser cultivado bien sea mediante
técnicas de autopolinizacién o de polinizacién cruzada. El
maiz tiene flores macho y hembras separadas en la misma
planta, localizadas en la espinilla vy la oreja,
regspectivamente. La polinizacién natural ocurre en el maiz
cuando el viento hace volar el polen desde las espinillas a
las sedas que sobresalen de las partes superiores de las

orejas.

[0082] Un método confiable para controlar la fertilidad
masculina en plantas ofrece la oportunidad para mejorar el
cultivo de plantas. Esto es especialmente cierto para el
desarrollo de hibridos de maiz, que se basa en alguna clase
de sistema de esterilidad masculina. Existen varias opciones
para controlar la fertilidad masculina disponible para los
cultivadores, tales como: emasculacién manual o mecénica, (o
descope de maiz), esterilidad masculina citoplésmica.

Esterilidad masculina genética, gamitocidas y similares.

g%
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[0083] La semilla de maiz hibrido tipicamente se produce
por un sistema de esterilidad masculino que incorpora descope
del maiz mecdnico o manual. Bandas alterna de dos maices con
sanguineos 8se plantan en un campo Yy Se remueven las
espiguillas gque llevan polen de una de los endogamos
(hembra). Dado que existe suficiente aislamiento de las
fuentes de polen de maiz externo, las espigas de maiz
endégamo descopado sBe fertilizaran solo a partir de otro
endégamo (macho), y la semilla resultante es por lo tanto

hibrida y formara planta hibridas.

[0084] El laborioso, y ocasionalmente no confiable,
proceso de descope de maiz se puede evitar al utilizar uno de
muchos métodos de conferir esterilidad masculina genética en
la técnica, cada uno con Bus propios beneficios ¥y
desventajas. Estos métodos utilizan wuna variedad de
aproximaciones tales como suministrar en la planta un gen que
codifica una sustancia citotéxica asociada con el promotor
especifico de tejido masculino o un sistema anti sentido en
el que un gen critico para la fertilidad se identifica y un
anti sentido para ese gen se inserta en la planta (ver:
Fabinjanski, et al. EPO 89/3010153.8 publicacién no. 329,308

y Bolicitud PCT/CA90/00037 publicada como WO 90/08828).

Desarrollo de Lineas EndbSgamas de Maix
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[0085] El uso de endbgamos estériles masculinos es
solamente un factor en la produccién de hibridos de maiz. Las
técnicas de cultivo de plantas conocidas en el arte vy
utilizadas en el programa de cultivo de planta de maiz
incluyen, pero no estén limitadas a, seleccién ocurrente,
cruza en retroceso, cultivo por genealogia, seleccidn
mejorada de polimorfismo con restriccién de 1longitud,
seleccién mejorada de marcador genético y transformacién. El
desarrollo de hibridos de maiz en programas de cultivo de
plantas de maiz requiere, en general, el desarrollo de lineas
end6gamas homocigotos, el cruce de estas lineas, y la
evaluacién de los cruces. El cultivo por genealogia y los
métodos de cultivo de seleccién recurrente se utilizan para
desarrollar lineas endégamas de poblaciones de cultivo. Los
programas de cultivo de plantas de maiz combinan los fondos
genéticos de dos o més lineas enddégamos o varias otras
fuentes de germoplasma dentro de los grupos de cultivo de los
cuales las nuevas lineas end6gamas se desarrollan por auto
polinizacién y seleccién de fenotipos deseados. Los nuevos
end6gamos se cruzan con otras lineas endégamas y los hibridos
de estos cruces se evalllan para determinar cual de aquellos
tienen potencial comercial. E1 cultivo de plantas y el
desarrollo de hibridos, como se practica en un programa de
cultivo de planta de maiz, es costoso y es un proceso que

consume tiempo.
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{0086] El cultivo genealogia comienza con el cruce de dos
genotipos, cada uno de los cuales puede tener uno o mas
caracteristicas deseables que les falta en el otro o que
c mplementa al otro. Si los dos parientes originales no
suministran todas las caracteristicas deseadas, se pueden
incluir otras fuentes en la poblacién de cultivo. En el
método por genealogia, las plantas superiores se auto
polinizan y seleccionan en generaciones sucesivas. Eﬂ
generaciones sucesivas las condiciones heterocigotas dan via
a las lineas homogéneas como un resultado de 1la auto
polinizacién y Bselecci6n. Tipicamente en el método de

genealogia de cultivos de cinco o méis generaciones de auto
polinizacién y seleccidén se préctica: F; = Fi; Fa & F3; F3 =

Fa: Fy = F5; etc.

[0087] El cultivo de seleccién recurrente, la cruza en
retroceso por ejemplo, se puede utilizar para mejorar una
linea end6gama y un hibrido que se hace utilizando aquellos
endégamos. La cruza por retroceso se puede utilizar para
transferir un rasgo deseable especifico de un enddégamo o
fuente para un endégamo que le falta ese rasgo. Este se puede
acompafiar, por ejemplo, al cruzar primero un endégamo
superior (pariente recurrente) a un endégamo donante
(pariente no recurrente), que lleva los genes apropiados para
el rasgo en cuestién. La progenie de este cruce de acopla
luego atrés al pariente recurrente superior seguido por la

seleccién en la progenie resultante para que se transfiera el
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rasgo deseado desde el pariente no recurrente. Después de
cinco o més retro cruces con seleccién para el rasgo deseado,
la progenie serd homocigota para los lugares que controlan
las caracteristicas que se transfieren, pero seri&n como el
pariente superior para esencialmente todos los otros genes.
La ultima generacién de retro cruces se auto poliniza luego
para dar una.progenie de cultivo pura para los genes que se
transfiere. Un hibrido desarrollado de endégamos que
contienen los genes transferidos es esencialmente el mismo
como el hibrido desarrollado de los mismos endégamos sin los

genes transferidos.

[0088] Las lineas de endégamos elite, que son, cultivos
puros, lineas endSgamas homocigotas, también se pueden
utilizar como materiales de partida para cultivo de
poblaciones fuente de las cuales se desarrollan otras lineas
endégamas. Estas lineas endSgamas derivadas de las lineas
end6gamas elite se pueden desarrollar utilizando el cultivo
por genealogia y los métodos de cultivo de seleccién
recurrentes descritos anteriormente. Como un ejemplo, cuando
se utiliza el cultivo por retro cruce para crear estas lineas
derivadas en un programa de cultivo de plantas de maiz, se
pueden utilizar endogamos elite como una linea parental o
material de partida o poblacién fuente y pueden servir como

donantes o parientes recurrentes.

Desarrollo de Hibridos de Maix.



WO 2005/103301 53 PCT/US2005/004790

[0089] Un cruce sencillo de hibridos de maiz resulta del
cruce de dos lineas endbgamas, cada una de las cuales tiene
un genotipo que complemente el genotipo del otro. La progenie
hibrida de 1la primera generacién se designa F;. En el
desarrollo de hibridos comerciales en un programa de cultivo
de plantas de maiz, solo las plantas hibridas F,; se buscan.
Hibridos F, preferidos son mAs vigorosos gque sus parientes
endégamos. Este vigor hibrido, o heterosis, se pueden
manifestar en muchos rasgos poli génicos, que incluyen

crecimiento vegetativo aumentado y rendimiento aumentado.

[0090] El desarrollo de un hibrido de maiz en un programa
de cultivo de plantas de maiz involucra tres etapas: (1) la
seleccién de plantas de varios grupos de germoplasmas para
cruces de cultivos iniciales; (2) la auto polinizacién de las
plantas seleccionadas de los cruces de cultivos de varias
generaciones para producir una serie de lineas endégamas,
que, aunque diferentes unas de las otras, es un cultivo
autentico y altamente uniforme; y (3) cruzar las lineas
endégamas seleccionadas con diferentes lineas endégamas para
producir la progenie hibrida (F,). Durante el proceso de
consanguinidad en el maiz, el vigor de las lineas se reduce.
El vigor se restaura cuando dos lineas endégamas diferentes
se cruzan para producir la progenie hibrida (F;). Una
consecuencia importante de la homocigocidad y homogeneidad de

las lineas endégamas es que el hibrido entre un par definido
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de endégamos siempre seréd el mismo. Una ves los hibridos que
tienen un hibrido superior se han identificado, la semilla
hibrido se puede reproducir indefinidamente tanto tiempo como
la homogeneidad de los parientes endégamos se mantengan.
Mucho del vigor del hibrido exhibido por los hibridos F, se
pierde en la siguiente generacién (F;). Por consiguiente, las
semillas de hibridos no se utilizan para almacenamiento de

plantas.

[0091] La produccién de semillas hibridas requiere la
eliminacién o inactivacién de polen producido por el pariente
femenino. La remocién o inactivacién incompleta del polen
suministra el potencial para la auto polinizacién. Esta
semilla auto polinizada advertidamente se puede cosechar

intencionalmente y empacar con semillas hibridas.

[0092] Una vez se planta la semilla, es posible
identificar y seleccionar estas plantas auto polinizadas.
Estas plantas auto polinizadas serdn genéticamente
equivalentes a la linea end6gama femenina .utilizada para

producir el hibrido.

[0093] Como es fécilmente evidente para un experto en la
técnica, lo anterior solo es alguna de las varias formas de
las cuales los endSgamos de la presente invencién se pueden
obtener por aquellos gque buscan introducir el genotipo

transgénico de la invencién dentro de otras lineas. Otros
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medios estdn disponibles, y los ejemplos anteriores solo son

ilustrativos.
EJEMPLOS

[0094] La invencién se describird adicionalmente por
referencia a los siguientes ejemplos detallados. Estos
ejemplos solo se suministran para propésitos de ilustracién,
Y no se pretende que limiten a menos de que se especifique
otra cosa. El1 ADN recombinante estéindar y la técnica de
clonacidén molecular aqui son bien conocidas en la técnica y
se describen por Ausubel (ed.), Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley and Sons, hie. (1994); J.
Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
tercera Ed., Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor
Laboratory Press (2001); y por TJ. Silhavy, M.L. Berman, y L.
W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984).
Ejemplo 1. Transformacién y selecoién del evento MIR604

[0095] El evento MIR604 se produce por transformacidn
mediada por Agrobacterium de la linea de maiz endSgama {Zea
mays)Al88. el cayo embriogénico tipo I B8e transforma
esencialmente como se describe en Negrotto et al. (Plant Cell
Reports 19: 798-803, 2000), incorporado aqui como referencia,

utilizando un fragmento de ADN del plésmido pZM26 (Figura 1).
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El p2ZM26 contiene una secuencia de nucleétido que comprende
casetes de expresién en tandem. El primer casete de expresién
esta comprendido de una secuencia de promotor MTL (patente US
6,018,099) ligada operablemente a una secuencia que codifica
cry3A055 adicionalmente ligada a una secuencia de
poliadenilacién y terminacién de trascripcién 3’ cintaza
nopalina. El sequndo casete de expresién esta comprendido de
un promotor de ubiquitina de maiz (ZmUbiInt) (Christensen et
al. 1992 PMB 18: 675) ligada operablemente a una secuencia
que codifica pmi adicionalmente ligada en forma operable a
una secuencia de poliadenilacién Y terminacién de

transcripcién des extremo 3’ cintaza nopalina.

[0096] Se cortan embriones inmaduros de espigas de 8-12
dias de edad y se enjuaga con medio fresco en preparacién
para transformacién. Los embriones se mezclan con 1la
suspensioén de células Agrobacterium cosechadas para el vector
de transformacidén pZM26, centrifugadas durante 30 segundos, y
se les permite incubar durante cinco minutos adicionales. El
exceso de solucion Agrobacterium se aspira y los embriones se
mueven luego a placas que contienen un médium de cultivo no
gselectivo. Los embriones se cocultivan con el Agrobacterium
restante a 22°C durante 2-3 dias en la oscuridad. Los
embriones se transfectan a medio de cultivo complementado con
tricarcilin (100 mg/ml) y nitrato de plata (1.6 mg/l) y se

incuba en la oscuridad durante 10 dias. Los embriones que
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producen callo embriogénico se transfieren a medio de cultivo

celular que contiene mannosa.

[0097] Plantulas regeneradas se ensayan mediante andlisis
PCR TAQMAN® (ver ejemplo 2) para la presencia de los genes
pmi y cry3A055 asi como también para la ausencia de el gen de
estrﬁctomicina de resistencia antibidética (spec). Las plantas
positivas para ambos transgenes, y negativas para el gen
spec, se transfiere al invernadero para propagacién
adicional. Se identifican eventos positivos y se seleccionan
utilizando bioensayos de insectos contra gusano de la raiz
del maiz. Los eventos insecticidas se caracterizaron por
nGmero de copia mediante andlisis TAQMAN. E1l MIR604 se escpje
para anélisis adicional basado en que tiene una copia
sencilla de los transgenes, buena expresién de proteina como
se identifica por ELISA, y buena actividad insecticida contra

gusano de la raiz del maiz.

[0098] El Ty, MIR604 se retro cruza con la linea de maiz
endbégama CG00526, creando la poblacién T;. las plantas T; se
auto polinizan para crear la generacién T;, y este proceso se
repite para crear la generacién T;. E1 ensayo de la progenie
de las plantas T; se emplea para identificar familias
homocigotas (convertidas). El endégamo CG00526 MIR604
convertido se cruza con otras lineas end6gamas elite para

crear hibridos utilizados en estudios adicionales.
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Ejemplo 2. Deteccién MIR604 por PCR TAQMAN

[0099] El anélisis TAQMAN se lleva a cabo esencialmente
como se describe en Ingham et al. (Biotechniques, 31:132-140,
2001) incorporado aqui como referencia. En resumen, el ADN
geonémico se aisla de las hojas de plantas de almidén no
transgénico y transgénico utilizando el kit de extraccién de
ADN geonémico Puregene® (Gentra Systems, Minneapolis, MN)
esencialmente de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, excepto que todas las etapas se conducen en
placas de 96 posos de 1.2 ml. El glébulo de ADN se resuspende

en el amortiquador TE (10 Mm Tris-HCl1l, pH 8.0, lmM EDTA).

[00100] Las reacciones PCR TAQMAN se llevaron a cabo en
placas de 96 posos. Para el control del gen de maiz enddgeno,
iniciadores y sondas se disefiaron especificos para el gen
(adh) deshidrogenasa alcohol Zea mays (numero de acceso
Genbank AF044295). Se reconocerd por el experto que otros
genes de maiz se pueden utilizar como controles endégenos.
Las reacciones se multiplexan para amplificar simulténeamente
el cry3A055 y adh o pmi y adh. Para cada muestra, se genera
una mezcla maestra al combinar 20 pL de ADN geonémico
extraido con 35 uL 2x TAIMAN Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems) complementado con iniciadores para una
concentracién final de 900 nM c¢ada uno, explora para una
concentracién final de 100 nM cada uno, y agua para un

volumen final de 70 uL. Esta mezcla se distribuye en tres
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replicas de 20 ulL cada uno en placas de amplificacién de 96
posos y Bse sella con una pelicula de sellada por calor
épticamente clara (Marsh Bio Products). El1 PCR se corre en el
instrumento ABI Prism 7700 wutilizando 1los s8iguientes
parédmetros de amplificacién: 2 min a 50 °C y 10 min a 95° C,

seguido por 35 ciclos de 15 s a 95° C y 1 min a 60 ©C.

[00101] Los resultados del anélisis TAQMAN demostraron que
el evento MIR604 tiene una copia del gen cry3A055 y una copia

del gen pmi.

[00102] Ejemplos de combinaciones de Becuencias de

sondas/iniciadora adecuados que se utilizan son:

Nombre Iniciador Secuencia Iniciadora SEO ID NO:
Cry3A055 delantero 5'-TACGAGAGCTGGGTGAACTTCA-3" SBQ ID NO: 47
Cry3A055 reverso 5'-CGATCAGGTCCAGCACGG-3' . SBEQIDNO: 48
Cry3A0ss sonda 5’-CCGCTACCGCCGCGAGATGA-3'  SEQ ID NO: 49

(5’ etiqueta=TET, 3’ etiqueta = TAMRA)

PMI delantero 5*-CCGGGTGAATCAGCGTTT-3’ SEQ ID NO: 50

PMI Teverso 5'-GCCGTGGCCTTTGACAGT-3' SEQ ID NO: 51
PMI Sonda 5-TGCCGCCAACGAATCACCGG-3'  SBQID NO: 52

(5 etiqueta= TET, 3’ etiqueta = TAMRA)

ZmADH-267. delantero 5" GAACGTGTGTTGOGITIGCAT-3' SBQID NO: 53
ZmADH-337 TVEIS0 - 5LTCCAGCAATCCTTGCACCTT-  SEQIDNO: 54

ZmADH-316 sonda 5-TGCAGCCTAACCATGCGCAGGGTA-3" SEQID NO: 55
(5’ etiqueta= TET, 3’ etiqueta = TAMRA)

o4
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Ejemplo 3. Deteccién de MIR604 mediante Southern Blot

(00103] El ADN geondmico para el anédlisis Southern se aisla
de tejido de hojas agrupado de diez plantas que representan
la generacién (BC6) de seis retro cruces de MIR604 utilizando
esencialmente el método de Thomas et al. (Theor. Appl. Genet.
86:173-180, 1993), incorporado aqui como referencia. Todas
las plantas utilizadas para aislamiento de ADN se analizan
individualmente utilizando PCR TAIMAN (como se describe en el
ejemplo 2) para confirmar la presencia de una copia sencilla
del gen cry3A055 y el gen pmi. Para los controles de
segregacién negativos, se aisla el ADN del tejido de hoja
agrupado de cinco plantas que representan la generacidén BC4
del evento MIR604. Estas plantas de segregacién negativa se
analizan individualmente utilizando PCR TAQMAN y los ensayos
fueron negativos para la presencia del gen cry3A055 y el gen
pmi pero fueron, como Se esperaba, positivos para el ensayo

del control interno el gen adh de maiz endégeno.

[00104] El andlisis Southern se lleva a cabo utilizando
técnicas de biologia molecular convencional. E1 ADN geondémico
(7.5 ug) se digiere con la encima de restriccién KpnI, que
tiene un sitio de reconocimiento sencillo dentro del inserto
de T-ADN MIR604 del plasmido pZM26 (figura 1). Esta
aproximacién permite la determinacién del namero de copias de
elementos que corresponden a las sondas especificas

utilizadas para cada S uthern, que se ha incorporado dentro
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del MIR604. esto resulta en una banda de hibridizacién por
copia del elemento presente MIR604. luego de electroforesis
de gel agaroza y transferencia de alcalina para una membrana
Nytrans®, se 1llevan a cabo las hibridaciones utilizando
sondas generadas PCR de longitud completa especifica del
elemento. La sonda utilizada en el cry3A055 y Southern blots
pmi comprende las secuencias de nucleétidos establecidas en
la SEQ ID NO: 58 y SEQ ID NO: 61, respectivamente. Las sondas
se etiquetan con *P via iniciadora aleatorio utilizando el
gistema Rediprime™ II (Amersham Biosclehces, Cat. No. RPN

1633)

[00105] Se utilizaron 1las siguientes condiciones de
hibridacién estrictas: 1-2 millones de cpm/ml se agregan al
PerfectHyb (Sigma) complementado con 100 pg/ml de ADN de timo
de Dbecerro (Invitrogen) precalentado a 659 C. la
prehibridizacién tiene lugar en la misma solucién como se
hizo anteriormente, a la misma temperatura durante la noche o
durante al menocs una hora. La hibridacién se lleva a cabo
65°C durante 3 horas sequidas por lavado 2X en 2X SSC, 0.1%
SDS durante 20 minutos a 65°C y 2X en 0.1X SSC, 0.1% SDS

durante 20 minutos a 65°C.

[00106] Se incluyen tres muestras de control en cada
Southern: (1) el ADN de un segregado (no transformado)
negativo utilizado para identificar cualquier secuencia Zea

mays endégena que pueda hibridizar con la sonda del elemento
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especifico; (2) el ADN de un segregado negativo en donde se
introduce una cantidad de pZM26 digerido KpnI que es igqual a
un numero de copia basado en la longitud de sonda, para
demostrar la sensibilidad del experimento en la deteccion de
una copia de gen sencillo dentro del genoma Zea mays; y (3)
el plasmido pZM26 Kpnl digerido que es igual a un numero de
copia basado en la longitud de sonda, como un control

positivo para la hibridacidn asi como también para demostrar

la sensibilidad del experimento.

[00107] Los datos de hibridacién suministran evidencia
confirmatoria para soportar el andlisis PCR TAIMAN que el
MIR604 contiene una copia sencilla de los genes cry3A055 y
pmi, y que el MIR604 no contiene ninguna de las secuencias de
estructura de vector presentes en el pIM26. como 8e espera
para ambas sondas cry3A055 y pmi, el CPU digerido resulta en
una banda de hibridacién sencilla del tamaiio correcte, lo que
demuestra que una copia sencilla de cada gen esta presente en
el evento MIR604. adicionalmente, para la falta de sonda de
estructura de hibridacién demuestra la ausencia de secuencias
de estructura de vector pZM26 que se incorporan dentro del

MIR604 durante el proceso de transformacién.
Ejemplo 4. Secuencias de inserto de T-ADN.

[00108] La secuencia de nucleétido del inserto de ADN

transgen completo presente en el evento MIR604 se determina
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para demostrar la integridad general del inserto, contigiiidad
de los elementos funcionales y para detectar cualquier cambio
de par de bases individual. El inserto MIR604 se amplifica
por PCR a partir de ADN derivado de la generacién BC5 como
dos fragmentos traslapantes individuales. Cada fragmento se
amplifica utilizando un homologo iniciador poli nucleétido
para secuencias genémicas de planta que flanguean el inserto
MIR604 y un homologo iniciador poli nucleétido para el gen
cry3A055. Para generar el fragmento 5°, un primer homologo
iniciador poli nucledétido de la secuencia flanqueadora 5', 5’
S§1 (SEQ ID NO: 15), se combina con un segundo homologo
iniciador poli nucleétido para el ADN insertado dentro del
gen cry3A055, 5’ ASl (SEQ ID NO: 28). Para generar el
fragmento 3’, un primer homologo iniciador poli nucleédtido
para la secuencia flanqueadora 3’, 9268 AS (SEQ ID NO: 45),
se combina con un segundo homologo iniciador poli nucleétido
para el ADN insertado dentro del gen cry3A055, 51615 (SEQ ID

NO: 27).

[00109] La amplificacién PCR se lleva a cabo utilizando el
sistema PCR Expand High Fidelity (Roche, Cat. No. 1732650) ¥y
los ©Biguientes pardmetros de amplificacién: 2 min a 94°C
durante 1 ciclo, seguido por 10 ciclos de 15 s a 94°C, 30s a
55-65°C y 5 min a 68°C, seguido por 20 ciclos de 158 94°C,
308 a 55-65°C, y 5 min+58/sic de 729C, seguido por 1 ciclo de

7 min a 72°C.

1o
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[00110] La amplificacién que resulta de la amplificacién
PCR utilizando SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 2B comprende la
secuencia de unidén 5’ (SEQ ID NO: 1). La amplificacién que
resulta de la amplificacién PCR utilizando la SEQ ID NO: 45 y
SEQ ID NO: 27 comprende la secuencia de unién 3’ (SEQ ID NO:
2). Cada fragmento de secuencia se clona individualmente
dentro del vector PCR’-XL-TOPO (Invitrogen, Cat. No. KA4700-
20) y tres clones separados para cada fragmento Bse
identifican y se secuencia. La secuenciacién se lleva a cabo
utilizando el analizador ABI3730XL utilizando ABI BigDye® 1.1
o Big Dye 3.1 dGTP (para plantillas ricas en GC) quimiéa. El
andlisis de la secuencia se hizo utilizando el Phred, Phrap,
y el paquete Consed de la universidad de Washington y Bse
llevo a cabo con un indice de error de menos de 1 en 10,000
bases (Ewing and Green, 1998). La secuencia consensos se
determina al combinar los datos de la secuencia de seis
cl nes individuales (tres para cada fragmento de secuencia)
para generar una secuencia consensos del inserto MIR604. para
validar adicionalmente cualquier discrepancia de par base
individual entre el inserto MIR604 y plésmido pZM26, pequeiios
productos PCR (aproximadamente 300- 500 bp) especificos para
cualquier regién en donde se pueda ver una discrepancia .de
par base en la secuencia consensos inicial se amplifican
utilizando la misma metodologia anterior. Para todas las
discrepancias de par base putativas en el inserto MIR604, la
secuenciacién del producto PCR directa resulta en picos

claros sencillos en todos los pares base en cuestién, que
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indican que estas discrepancias estdn probablemente presentes
en el inserto MIR604. la alineacién se desarrolla utilizando
el programa ClustalW con los siguientes parémetros: matriz de
clasificacién blosum55, penalidad por abertura de espacio 15,
penalidad por extensién de espacio 6.66 (Thompson et al,

1994, Nucleic Acids Research, 22, 4673-4680).

[00111] Los datos de la secuencia consensos para el inserto
T-ADN MIR604 demuestra que la integridad general del inserto
y la contigliidad de los elementos funcionales dentro del
inserto como se pretende en el pZM26 se han mantenido. E1
andlisis de la secuencia revela que ocurre alguna truncacién
en el limite derecho (RB) y (SEQ ID NO: 57) y limite
izquierdo (LB) (SEQ ID NO: 62) del inserto de T-ADN durante
los procesos de transformacién que resultan en el evento
MIR604. la porcidén RB del inserto T-ADN se trunca por el
extremo 44bp y LB del inserto T-ADN que se trunca por 43 bp.
Estas eliminaciones no tienen efectos sobre la eficacia del
inserto T-ADN y su fenémeno se ha observado previamente en la
transformacién Agrobacterium (Tinland & Hohn, 1995. Genetic
Engineering, 17: 209-229). Adicionalmente, los tres cambios
de base par no se notan en el inserto T-ADN MIR604. ocurre
una discrepancia dentro del promotor MTL, una regién de
regulacién que no codifica una proteina. Las restantes dos
discrepancias ocurren dentro de la secuencia de codificacién
pmi y resultan en dos cambios de aminodcidos; la valina en la

posicién 61 se ha sustituido por alanina (V61 A) y glutamina
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en la posicién 210 se ha sustituido por histidina (Q210H). la
alanina son aminofdcidos aliffticos que resultan en una
sustitucién conservadora. El reemplazo de la glutamina con
histidina resulta en la sustitucién de un residuo acidico por

un residuo bésico.
Ejemplo 5. Andlisis de secuencia flinquﬁadnzn de ADN

[00112] La secuencia de ADN del genoma del maiz flanquea el
ADN heterdlogo insertado en el genoma de la planta del maiz
del evento MIR604 que se obtiene utilizando OmniPlex™
Technology esencialmente como se describe en Kamberov et al
'(Proceedings of SPIE, Tools for Molecular Analysis and High-
Throughput Screening, 4626:1-12, 2002), incorporado aqui como

referencia.

[00113] Las secuencias flanqueadoras 5’ y 3" y las
secuencias de unién se confirman utilizando procedimientos
PCR esténdar. ILas secuencias flanqueadora y de unién 5’
reconfirma utilizando un primer iniciador de poli nucleétido
establecido en SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ
ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 13
combinada con un segundo iniciador -de poli nucledtido
establecidos en las SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 17. la
secuencia flanqueadora y de unién 3’ se confirma utilizando
un primer iniciador de poli nucleétido establecido en la SEQ

ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO': 42, SEQ
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ID NO: 43 o SEQ ID NO: 44 combinada con un segqundo iniciador
de poli nuclebétido establecido en la SEQ ID NO: 31, SEQ ID
NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35 o SEQ ID
NO: 36. se reconoceréd por un experto en la técnica que otras
secuencias iniciadoras se pueden utilizar para confirmar la

secuencia de flanqueo y unién.

[00114] El inserto MIR604 se encuentra que se flanquea el
limite derecho (secuencia flanqueadora 5’) por la secuencia
gendmica del maiz mostrada en la SEQ ED NO: 5 y flanqueada en
el limite izquierdo (secuencia flanqueadora 3’') por 1la
secuencia gendémica de maiz mostrada en la SEQ ID NO: 6. la

secuencia de unién 5’ establecida en la SEQ ID NO: 1.6.
Ejemplo 6. Deteccién de proteina MIR604 por via de ELISA

[00115]) Para caracterizar el rango de éxpresién del
Cry3A055 (el principio de insecticida activo) y las proteinas
(el marcador seleccionable) (PMI) fosfomannosa isomerasa en
plantas MIR604, las concentraciones de de la proteina
Cry3A055 y el PMI se determinaron por ELISA en varios tejidos
de plantas y plantas completas en cuatro etapas de
crecimiento (verticilo, antesis, madurez de la semilla y
senectud) en los hibridos (MIR604-B y MIR604-C) y un enddégamo
(MIR604-A). los hibridos son hemizigotos para los transgenes
en el evento MIR604, mientras que el endégamo fue homocigoto

para los transgenes.
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[00116] Las plantas completas y las partes individuales
(excepto en polen) se reducen a un fino polvo para procesar
utilizando un molino de café, mezclador, molino Grindomix™
{(Brinkmann Instruments; Westbury, NY, USA), mortero con
pistillo o molino, o una combinacién de estos dispositivos.
Todo el procesamiento se hizo en la presencia de hielo seco o
nitrégeno liquido. Las muestras se mezclan bien para asegurar
homogeneidad. La muestra de tejido de la planta entera, o una
muestra representativa, se retiene para anélisis, permitiendo
suficiente tamafo de muestra para almacenamiento de muestras
de tejido de plantas de reserva. El porcentaje de peso seco
de cada muestra se determina y se procesan y las muestras

procesadas se almacenan a ca. -80°C hasta liofilizacién.

[00117] . E1l tejido fresco (exceéto polen y ensilado) y las
muestras de plantas completas se extraen. Para cada muestra
analizada, una alicota de 1.0 g del material fresco en polvo
se pesa en un tubo de 15-mM de polipropileno, suspendido en
amortiguador de extraccién 3 ml [50 mM CAPS, 0.1 M NaCl, 2 mM
EDTA, 1 mM ditiotreitol, 1 mM de fluoruro 4-(l-aminoetil)
bencenosulfonil HCL, 1 Mm de leuteptina, pH 10], y se extrae
utilizando un homogenizador Autogizer® (Tomtek; Hamden, CT,
USA). Después de centrifugacioén durante 15 min a 10000 x g a
4°C, se utiliza para andlisis de Cry3A055 y PMI por ELISA.
Después de tratamiento con yodoacetamida como se describe por

Hill y Straka (1988), la proteina total en los extractos se
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cuantifica utilizando el reactivo de ensayo de proteina BCA™

(Pierce; Rockford, IL, USA).

[00118] Los extractos de polen se preparan al suspender
polen 1:30 (p/v). en amortiguador de extraccién después de 30
min en hielo, las suspensiones de polen se interrumpen por 3
pasajes a través de célula de presién French a ca. 15.000
psi, seguido por centrifugacidn a 14.000 x g durante 5 min a
40C. se desarrollo anélisis para Cry3A055 y PMI por ELISA
solo supernadantes como se describe adelante. La proteina

total se cuantifica como se describié anteriormente.

[00119] Se preparan extractos al suspender silado 1:25
(p/v) en 2 X de amortiguador de extraccidén. Después de 30 min
en hielo, las suspensiones de silado se extraen utilizando un
homogenizador Brinkmann Polytron® (Brinkmann; Westbury, NY,
USA). Después de centrifugacién de 15 min a 10.000 x g a 4°C,
el supernadante se utiliza para anédlisis Cry3A055 y PMI por
ELISA. La proteina total se cuantifica como Be describid

anteriormente.
Cuantificacién de Cry3A055

[00120] Los extractos se preparan como se describié
anteriormente en donde se analizé cuantitativamente en
Cry3A055 por ELISA (Tijssen, 1985) utilizando anticuerpo

proliclonal anti-Cry3A055 de conejo purificado de inmuno

o
ol
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afinidad y anticuerpo proliclonal (nativo Cry3 A de Bacillus
thuringiensis subsp. tenebrionis) anti-Btt de cabra
purificado de inmunoafinidad. El1 1limite inferior de
cuantificacién del ELISA doble s&ndwich se estima basado en
la concentracién mas baja de la proteina de referencia pura
que descansa en una porcién lineal de la curva esténdar, el
volumen méximo de un extracto de control que se puede
analizar sin interferencia de fondo, 4 el peso

correspondiente de la muestra que la alicuota representa.

[00121) Niveles cuantificables de proteina Cry3A055 de
detectan en todos los tejidos de plantas derivados de MIR604
analizados excepto el polen. En la mayoria de los casos, los
resultados se presenta como medias de las cinco muestras de
tejido replicadas. Para el silado, se analiza una muestra;
por lo tanto, no se puede calcular la media. Los niveles de
muestra de control estuvieron por debajo del 1limite de

cuantificacién para todas las etapas y tejidos.

[00122] A través de todas las etapas de crecimiento, los
niveles de Cry3A055 medios medidos en hojas, raices y toda la
planta varia de ca. 3-23 ng/qg de peso fresco (4-94 ng/g de
peso seco), ca. 2-14 ug/g pesc fresco (7-62 ug/g peso seco),
y aproximadamente 0.9-11 ug/g peso fresco. (3-28 pg/g peso
seco), respectivamente. Los niveles Cry3A055 medios medidos
en kernels en semilla madura y senil varian de

apr ximadamente 0.6-1.4 ug/g de peso fresco (0.8-2.0 ug/g
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peso seco.). los niveles Cry3A055 medios medidos en tejido de
seda en antesis estuvo por debajo del limite inferior de
cuantificacién (LOQ), <0.1 pg/qg peso fresco (<1.0 pg/g peso
seco). Los niveles Cry3A055 medios medidos en tejidos de seda
en semilla madura variaron de aproximadamente 0.6-1.9 ug/g
peso fresco (l1-3 ug/g peso seco). No se detecto proteina
Cry3A055 en polen de MIR604-A enddégamo o hibridos MIR604-B y
MIR604-C [limite de deteccién (LOD) = 0.07 ug/g peso fresco,

0.15 ug/g peso seco].

[00123] Los niveles de Cry3A055 fueron generalmente
similares entre los hibridos para cada tipo de tejido en cada
punto de tiempo. Para la linea end6gama la expresién Cry3A055
fue generalmente mayor que en las hojas de los hibridos,
raices y todas las plantas y etapa de verticilos y antesis, y
en raices en semillas maduras. Los niveles Cry3A055 medidos
en tejidos de silado tuvieron un promedio de 2.5 ng/g peso
freaco (7.3 pg/g peso seco) durante 15, 29 y 75 dias, por
comparacién, el nivel de Cry3A055 medido en el material
picado ensilado (Dia 0 pre-silado) fue de aproximadamente 8

ug/g de peso fresco (20 pg/g de peso seco).

Cuantificacibédbn PMI

[00124] Los extractos preparados como se describié

anteriormente fueron analizados cuantitativamente para PMI

por ELISA (Tjissen, 1985) utilizando anticuerpos especificos

4
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de cabra policlonal purificado por inmuncafinidad y de conejo
policlonal purificado por proteina A para PMI. El 1limite
inferior de la cuantificacién del ELISA de doble sandwich se
estima basado en la concentracién mas baja de proteina de
referencia pura que descansa en la porcién lineal de la curva
esténdar, el volumen miximo de un extracto de control gue se
puede analizar sin interferencia de fondo, y el peso

correspondiente de la muestra que la alicuota que representa.

[00125]) La proteina PMI se detecta en la mayoria de los
tejidos de planta derivados de MIR604 analizados, no obstante
a niveles bajos. En la mayoria de los casos, los resultados
se representa como medias de las cinco muestras de tejido
replicado. Para silado, se analiza un replicado; por 1lo
tanto, no se puede calcular la media. Los niveles de muestra
de control estuvieron por debajo del limite de cuantificacidn

de todas las etapas y tejidos.

[00126] A través de todas las etapas de planta, los niveles
PMI medidos en las hojas, raices y toda la planta varian de
no detectable (ND) a 0.4 pug/g de peso fresco (ND-2.l1 ug/g de
peso seco), por debajo de LOQ (<0.03 ng/g de peso fresco) a
aproximadamente 0.2 upg/g de peso fresco (<0.1-1.0 pg/g de
peso seco), y por debajo de LOQ (<0.02 pg/g de peso fresco) a
aproximadamente 0.3 pg/g de peso fresco (<0.04-2 ng/g de peso
seco), respectivamente. Los niveles de PMI medios medidos en

Kernels en madures de semilla y senectud varian desde por

%ln/



WO 2005/103301 73 PCT/US2005/004790

debajo del LOQ (<0.06 pg/g de peso fresco) a aproximadamente
0.4 ug/g de peso fresco (<0.07-0.5 pg/g de pesc seco). Los
niveles PMI medios medidos en tejido de seda antesis y
semillas maduras varian desde por debajo del LOQ (<0.1 ug/g
de peso fresco) a aproximadamente 0.8 pg/g de peso fresco
(<0.2-6.8 upg/g de peso seco). El1 PMI en el polen varia de
aproximadamente 1.9-2.6 png/g de peso fresco (3.9-5.2 ug/g de

peso Seco).

[00127] Los niveles de PMI fueron generalmente similares
entre los genotipos endégamos e hibridos para cada tipo de
tejido en cada punto de tiempo. E1 PMI no fue detectable
ensilado en todos los tres tiempos de muestra (dia 15, 29 y
75) mientras que los niveles medidos en el material de planta
picado antes de ensilado (dia 0 pre-silado) fue de
aproximadamente 0.3 ug/g de peso fresco (0.7 ug/g de peso

seco).

Estimado total de niveles de proteina Cry3A055 por acre y por

hecthArea

[00128] Para la linea endSgama (MIR604-A) y los hibridos
(MIR604-B y MIR604-C), las plantas alcanzaron su biomasa mas
grande en la semilla madura. Las plantas también alcanzaron
Bus niveles mayores medios estimados Cry3A055 sobre una base
por acre (y por hectirea) en semilla madura y se estimaron

para continuar aproximadamente 78, 141 y 240 g Cry3A055/acre

4
67
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(193, 348 y 592 g/hectédrea) para MIR604-A, MIR604-B y MIR604-
C, respectivamente. Durante la estacién de crecimiento y a
través de genotipos, los estimados de Cry3A055 en plantas
derivadas de MIR604 varian de niveles de media de
aproximadamente 8 g de Cry3A055/acre (21 g Cry3A055/hectérea)
en la etapa de senectud a aproximadamente 240 g Cry3A055/acre
(592 g Cry3 AO055/hectédrea) en semilla madura, asumiendo una
densidad de plantacién de 26,500 plantas por acre (65,500

plantas/hectérea).
Ejemplo 7. Eficacia de campo del MIRG604
Gusano de la raiz del norte y del sur

[00129] Se ensayan plantas MIR604 para la eficacia contra
el gusano de la raiz del maiz de norte y del sur en 12
ubicaciones en los Estados Unidos. Se ensaya el MIR604 con y
sin la adicién del tratamiento de semilla insecticida
Crusier®. Los grupos de control consistieron de semillas
tratadas con dos indices diferentes de Crusier; y un control
no tratado. Los tratamientos consistieron de cuatro
replicaciones de dos filas de 17.5-20 ples espaciada 30” en
el centro designadas en un bloque completo aleatorizado. Diez
plantas por tratamiento se escogen Y se evaldan
aleatoriamente para eficacia utilizando una escala 0-3 en
donde 0= sin dafio de alimentacién (la calificacién mas baja

que se pueda dar ); 1= un nodo (circulo de raices), o el
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equivalente de un nodo entero, comido dentro de
aproximadamente dos pulgadas del tallo (linea del suelo en el
séptimo nodo); 2= dos nodos completos comidos; 3= tres o mas
nodos comidos (la calificacién mas alta que se pueda dar). El
dafio entre los nodos completos comidos se nota como el
porcentaje de los nodos perdidos, es decir 1.50=1 % nodos

¢ midos, o 25= ¥ de los nodos comidos.

{00130] Los resultados, mostrados en la tabla 1, demuestran
que las raices de dos lineas fraternales de MIR604, 3-11 y 3-
12, sostienen significativamente menos dafio de alimentacidn
que raices de el tratamiento Cruiser® o las raices de control
no tratadas. El1 MIR04-3-11 y MIR604-3-12 tienen indices de
dafio de raiz de 0.44 y 0.42, respectivamente, comparado con
los tratamientos de 0.25 y 1.25 mgA/Seed Cruiser®, que tienen
indices de dafio de 1.6 y 0.9, respectivamente, i la linea de
control con un indice de dafio de 2.14. Hubo una tendencia
hacia el indice de dafio de raiz mas bajo en las plantas
MIR604 cuya semilla se trato con Cruiser?®, los que siguiere
que el Cruiser® aumenta la proteina Cry3A055 o que hubo una
posible sinergia entre el Cruiser® y el Cry3A055. estos es
particularmente evidente en los tratamientos con semilla de
1.0 y 1.25 mgA/MIR604 con indices de dafio de raiz de 0.33 y

0.29, respectivamente.

Tabla 1. Eficacia del MIR604 con y sin tratamiento de semilla

Cruiser®
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Linea de maiz Tratamicnto Cruiser®  Calificacion de dafio de

(mgA/Seed) mafz (escala 0-3 CRW)
“MIRG04-3-11 0 0.44
MIRG604-3-12 0 042
MIR504 0.25 043
MIRG04 0.50 039
MIR504 1.0 033
MIRS04 125 0.29
Hibrido de control 025 1.60
Hibrido de control 1.2§ 0.99
}HbﬁdodefonUOl 0 214

[00131] La eficacia del MIR604 se compara con insecticidas
granulares comerciales estindar aplicados en surcos. EIl
disefio experimental fue como se describié anteriormente. Los
resultados de la tabla 2 demuestran que la eficacia del
MIR604 fue comparable con los esténdares comerciales en
proteccién de plantas contra dafio por alimentacién de gusano

de la raiz del maiz.

Tabla 2. Comparacién de 1la eficacia de MIR604 con

insecticidas comerciales aplicados en surcos.

Tratamiento Clasificacién de dafio de raiz (escala 0-3
CRW)
MIR604 0.43
Force?® 3G 0.44
Aztec® 6.7G 0.32
Lorsban® 15 G 0.75

Control no Tratado 2.14

&
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Gusano de la raiz del maiz mexicano

[00132] Se evaliGan plantas MIR604 para resistencia al
gqusano de la raiz del maiz mexicano en dos ubicaciones en
Texas. El disefio experimental fue esencialmente el mismo como

se describié anteriormente.

[00133] Los resultados mostrados en la tabla 3 demuestran
que los fraternos de MIR604 sostuvo menos dafio de
alimentacién que 1los controles no tratados. Hubo una
respuesta positiva para el contrél del gusano de la raiz del
maiz mexicano cuando se agrega Cruiser a la semilla MIR604.
una respuesta de indice claro fue evidente. Los Tresultados
mostrados en la tabla 4 demuestran que la eficacia del MIR604
fue comparable con los estéindares comerciales en proteccidn
de planta contra el dafio por alimentacién del gusano de la

raiz del maiz mexicano.

Tabla 3. Eficacia de MIR604 con y sin tratamiento de semilla

Cruiser contra gusano de la raiz del maiz mexicano.

Tratamiento indice Cruiser® Clasificacién de dafio de
(mgA/Seed) raiz (escala 0-3 CRW)
MIR604-3-11 0 1.14
0.125 0.19
0.25 0.18

0.50 0.09
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1.25 0.02
MIR604-3-12 0 0.68
0.125 0.46
0.25 0.18
0.50 0.21
1.25 0.04
Hibrido de control 0.125 1.59
1.25 0.71
0 2.76

Tabla 4. Eficacia de MIR604 comparada con insecticidas
comerciales aplicada en cuatro surcos contra gusano de la

raiz del maiz mexicano.

Tratamiento Clasificacién de daiio de raiz (escala 0-3
CRW)
MIR604 0.68
Force® 3G 0.66
Aztec® 6.7G 0.88
Lorsban® 15 G 0.81
Control no Tratado 2,76

[00134] Todas las publicaciones y solicitudes de patentes
mencionadas en esta descripcién son indicadoras del nivel de
experticio en la técnica en la que esta invencién pertenece.
Todas las publicaciones y solicitudes de patente se incorpora
aqui como referencia para el mismo alcance como 8i cada
solicitud individual o solicitud de patente fuera especifica
o individualmente indicada para ser incorporada como

referencia.

o
g%



WO 2005/103301 79 PCT/US2005/004790

[00135] Aunque la anterior invencién se ha descrito en més
detalle por via de ilustracién y ejemplo para propésito de
claridad de entendimiento, serd obvio que ciertos cambios y

modificaciones se pueden practicar dentro del alcance de la

presente invencién.

[N
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REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica es:

1.

Una molécula de &cido nucleico aislada que comprende
al menos una secuencia de nucleétido de unién del
MIR604 de vento de maiz seleccionada del grupo que
consiste de la SEC ID NO: 1 la SEC ID NO: 2, y

complementos de estos.

La molécula de &cido nucleico aislado que comprende
al meneos 10 nucleStidos contiguos de secuencia de
ADN de inserto heterélogo del MIR604 de evento de
maiz y al menos 10 nucle6tidos contiguos del flangueo
de ADN de genoma de planta de maiz dicha secuencia de

ADN de inserto del MIR604 de evento de maiz.

La molécula de é&cido nucleico aislada de la
reivindicacién 2 que comprende al menos 20
nucledtidos contiguos de secuencia de ADN de inserto
heterbdlogo del MIR604 de evento de maiz y al menos 20
nucle6tidos contiguos del flangqueo de ADN de genoma
de planta de maiz dicha secuencia de ADN de inserto

del MIR604 de evento de maiz.

La molécula de &cido nucleico aislada de 1la

reivindicacién 2 que comprende al menos 50



WO 2005/103301 81 PCT/US2005/004790

nucledtidos contiguos de secuencia de ADN de inserto
heterélogo de MIR604 de evento de maiz y al menos 50
nucledtidos contiguos de ADN de genoma de planta de
maiz que flanquea dicha secuencia de ADN de inserto

MIR604 de evento de maiz.

Una molécula de Acido nucleico aislado que comprende
una secuencia seleccionada del grupo que consiste de
la SEC ID NO: 1, SEC ID NO: 2, SEC ID NO: 3 SEC ID

NO: 4 y complementos de estos.

Un &cido nucleico aislado que enlaza una molécula de
ADN heterdloga al genoma de la planta de maiz en el
MIR604 de evento de maiz que comprende una secuencia
de aproximadamente 11 a aproximadamente 20
nucleétidos contiguos seleccionados del grupo que
consiste de la SEC ID NO: 1 SEC ID NO: y complementos

de estos.

Un amplimero que comprende la molécula de &cido
nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1

Una secuencia de iniciador de polinucleétido para
detectar ADN de MIR604 de evento de maiz en una

muestra que comprende al menos 10 nucledtidos

°
A
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10.

11.

12,

contiguos de la posicién 1-801 como se establece en

la SEC ID NO: 3, o los complementos de esta.

El iniciador de acuerdo con la reivindicacién 8 que
comprende una secuencia de nucleétido seleccionada
del grupo que consiste de la SEC ID NO: 7 a la SEC ID

NO: 15 y complementos de estos.

Un iniciador de polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledétido que comprende al menos 10
nucleétidos contiquos de la posicién 507-1570 como se
establece en la SEC ID NO: 4, o los complementos de

estos.

El iniciador de acuerdo con la reivindicacién 10 que
comprende una secuencia de nucleétido seleccionada
del grupo que consiste de la SEC ID NO: 39 a la SEC

ID NO: 46, y complementos de estos.

Un par de iniciadores de polinucleétido que
comprenden un primer iniciador de polinucleétido y un
sequndo iniciador de polinucleétido que funcionan
juntos en la presencia de una plantilla de ADN MIR604
de evento de maiz en una muestra para producir un
diagnéstico de amplimero para el MIR604 de evento de
maiz, en donde la primer secuencia iniciadora es o se

complementa con un genoma de planta de maiz que

al
4’1/
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flanquea el punto de inserciém de una secuencia de
ADN heteréloga insertada dentro del genoma de la
planta de maiz del MIR604 de evento de maiz, y la
sequnda secuencia de iniciador de polinucleétido es o
se complementa con la secuencia de ADN heterdloga
honestada en el genoma de planta de maiz en el MIR604

de evento de maiz.

13.E1 par de iniciadores de polinucleétido de acuerdo
con la reivindicacién 12, en donde el primer
iniciador de peolinucleétido comprende al menos 10
nucledétidos contiguos de la posicién 1-801 como se
establece en la SEC ID NO: 3, o complementos de

estos.

14.E1 par de iniciadores de polinucleétido de acuerdo
con 1la reivindicacién 13, en donde el primer
iniciador de polinucleétido comprende una secuencia
de polinucleétido seleccionada del grupo que consiste
de la SEC ID NO: 7 a SEC ID NO: y complementos de

estos.

15.El1 par de iniciadores de polinucleétido de acuerdo
con la reivindicacién 12, en donde el primer
iniciador de polinucleétido comprende al menos 10

nucleétidos contiguos de la posicién 507-1570 como se
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16.

17.

18.

19.

establece en la SEC ID NO: 4, o los complementos de

estos.

El par de iniciadores de polinuclebétido de acuerdo
con 1la reivindicacién 15, en donde el primer
iniciador de polinucleétido comprende una secuencia
de nucleétido seleccionada del grupo que consiste de
SEC ID NO: 39 a SEC ID NO: 46 y complementos de

estos.

El par de iniciadores de polinucleétido de acuerdo
con la reivindicacién 12, en donde el segundo
iniciador de polinucle6tido comprende al menos 10
nucledtidos contiquos de las SEC ID NO: 58, SEC ID
NO:, 59, SEC ID NO: 60, SEC ID NO: 61, SEC ID NO: 62,

o SEC ID NO: 63, o complementos de estos.

El par de iniciadores de polinucleétido de acuerdo
con la reivindicacién 17, en donde el segundo
iniciador de polinucledétido comprende una secuencia
de nucleétido seleccionada del grupoc que consiste de
SEC ID NO: 16 a SEC ID NO: 38, y complementos de

estos.

El par de iniciadores de polinuclebétide de acuerdo
con la reivindicacién 12,° en donde el primer

iniciador de polinucleétidos se establece en la SEC

a3
M
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ID NO: 15 y el sequndo iniciador de polinucleétido se

establece en la SEC ID NOQ: 28.

20.E1l par de iniciadores de polinucle6Stido de acuerdo
con la reivindicacién 12, en donde el primer
iniciador de polinucledétido se establece en la SEC ID
NO: 45 y el segundo iniciador de polinucleétidc se

establece en la SEC ID NO: 27.

21.Un método para detectar una secuencia de ADN en una
muestra, comprende:

(a) poner en contacto la muestra con un par de
iniciadores que, cuando Be usan en una reaccién de
amplificacién de &cido nucleico con ADN del MIR604 de
evento de maiz, produce un amplimero gque se

diagnostica para el MIR604 de evento de maiz;

(b) desarrollar una reaccidén de amplificacién de &cido

nucleico, produciendo por lo tanto el amplimero; y

(c) detectar el amplimero.

22.El método de la reivindicacién 21 en donde dicho
amplimero comprende una secuencia de nucleétido
seleccionada del grupo que consiste de la SEC ID NO:
1, ID de SEC No.: 2, SEC ID NO: 3, SEC ID NO: 4, y

complementos de estos.
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23.E1l método para detectar la presencia de un ADN que
corresponde con el evento MIR604 en una muestra, el

método comprende:

(a) poner en contacto la muestra con una sonda que
hibridiza bajo condiciones de alta restriccién con
ADN genSmico del MIR604 de evento de maiz y no
hibridiza bajo condiciones de alta restriccién con

ADN de una planta de maiz de control;

(b) someter la muestra y la sonda a condiciones de

hibridizacién de restricciones estrictas; y
(c) detectar la hibridizacién de la sonda para el ADN.

24.Un kit para detectar la presencia de &icidos nucleicos
en una muestra biolégica, el kit comprende al menos
una molécula de ADN que comprende una longitud
suficiente de nucleétidos contiguos que es o se
complementa con la SEC ID NO: 1, SEC ID NO: 2, SEC ID
NO: 3, o SEC ID NO: 4 que funcioﬁa como un iniciador
de ADN o sonda especifica para MIR604 de evento de

maiz.

25.Un método para detectar proteina de MIR604 de evento

de maiz en una muestra biolégica que comprende: (a)
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26.

27.

28.

extraer la proteina de una muestra de tejido de
MIR604 de evento de maiz (b) ensayar la proteina
extraida utilizando un método inmunolégico que
comprende anticuerpo especifico para el insecticida o
la proteina marcador seleccionable producida por el
evento MIR604, y (c) detectar la unién de dicho
anticuerpo a la proteina marcadora insecticida o

seleccionable.

Una planta de maiz que comprende una secuencia de
nucleétido establecida en la SEC ID NO: 1, SEC ID NO:
2, SEC ID NO: 3, SEC ID NO: 4 o los complementos de

esta.

La planta de maiz de acuerdo con la reivindicacién
26, en donde digerir el ADN gendmiéo de la planta con
el KpnI de endonucleasa de restriccién resulta en el
cry3A055 sencillo que hibridiza una banda que utiliza
una sonda cry3A055 especifica bajo condiciones muy

estrictas.

La planta de maiz de de acuerdo con la reivindicacién
27, en donde dicha sonda comprende la secuencia de
nucleétido establecida en la SEC ID NO: 56 o SEC ID

NO: 59.
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29.

30.

31.

32.

La planta de maiz de acuerdo con la reivindicacién
26, en donde digerir el ADN genémico de la planta con
la restriccién de KpnI de endonucleasa resulta en un
pmi sencillo que hibridiza la banda utilizando una

sonda pmi especifica bajo condiciones estrictas.

La planta de maiz de acuerdo con la reivindicacién
29, en donde la sonda comprende la secuencia de

nucledétido establecida en la SEC ID NO: 62.

La planta de maiz de acuerdo con la reivindicacién 26

que se deriva del evento MIR604.

Un kit para detectar la presencia de ADN MIR604 de
evento de maiz en una muestra biolégica que comprende
una primer molécula de sonda que comprende al menos
11 nucleétidos contiguos que es o se complementa con
una secuencia de nucleétido del grupo que consiste de
la SEC ID NO: 3 desde aproximadamente la posicién de

nucleétido 792 a aproximadamente la posicién de

nucleétido 811 y una segunda molécula de sonda que

comprende al menos aproximadamente B nucleétidos
contiguos que es o se complementa con una secuencia
de nucleétidos seleccionada del grupc que cosiste de
la SEC ID NO: 4 de aproximadamente la -posicién de
nucleétido 497 a la posicién de nucledétido 516, en

donde dicha molécula hibridiza especificamente a la

97
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secuencia de nucleétido bajo altas condiciones de

hibridizacién estrictas.

33. Un método para detectar la presencia dé ADN MIR604 en
de evento de maiz eﬂ una muestra biolégica, que

comprende:

(a) poner en contacto la muestra con un primer iniciador
de que, cuando se usan en una reaccién de
amplificacién de &cido nucleico con ADN del MIR604 de
polinucleétido Yy un segundo iniciador de
polinucledtido que funcionan juntos en una reaccién
de amplificacién de &cido nucleico en la preseﬁcia DE
una plantilla de ADN de MIR604 de amplimero para el

de evento de maiz;

(b) desarrollar una reaccién de amplificacién de &cido

nucleico, produciendo por lo tanto el amplimero; y

(c) detectar el amplimero.

34.E1 método de 1la reivindicacién 33 en donde el
amplimero comprende una secuencia de nucleétido
seleccionada del grupo que consiste de la SEC ID NO:
l, ID de SEC No.: 2, SEC ID NO: 3, SEC ID NO: 4, y

los complementos de estos.
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35.

36.

37.

. (a)

El método de la reivindicacién 33 en donde los
amplimeros comprenden la SEC ID NO: 1, en donde la
primer secuencia de iniciador de polinucleétido se
selecciona del grupo que consiste de la SEC ID NO: 7
a SEC ID NO: 15, y complementos de estos, y en donde
la segunda secuencia de iniciador de polinucledétido
se selecciona del grupo que consiste de SEC ID NO: 16

SEC ID NO: 38, y complementos de estos.

El método de 1la reivindicacién 33 en donde el
amplimero comprende la SEC ID NO: 2, en donde la
primer secuencia de iniciador de polinucleétido se
selecciona del grupoc que consiste de la SEC ID NO: 39
a SEC 1D NO: 46, y complementos de estos, y en donde
la segunda secuencia de iniciador de polinucleétido
se selecciona del grupo que consiste de SEC ID NO: 16

a SEC ID NO: 38, y complementos de estos.

Un método para detectar ADN de MIR604 de evento de

maiz en una muestra biolégica, que comprende:

poner en contacto una muestra que comprende ADN con
una sonda de polinucleétido que hibridiza bajo altas
condiciones de lavado e hibridizacién estrictas con
el ADN MIR604 y que no hibridiza bajo altas
condiciones de lavado e hibridizacién estricta con

ADN de una plante de maiz diferente a la MIR604;

c,ﬁ

o’
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(b) someter la muestra y la sonda a altas condiciones de

lavado e hibridizacién eastrictas; y

(c)detectar la hibridizacién de la sonda para el evento

de ADN MIR604.

38. Una muestra bioldgica derivada de una planta de maiz
MIR604 de evento, tejido, o semilla o donde 1la
muestra comprende una secuencia de nuclebétido que es
o se complementa con una secuencia de nucledtido
seleccionada del grupo que consiste de SEC ID NO: 1
SEC ID NO: 2 y en donde la secuencia es detectable en
la muestra utilizando un método de amplificacidén de
dcido nucleico o método de hibridizacién de &cido

nucleico.

39.La muestra bioldgica de la reivindicacidn 38 en donde
la muestra se selecciona del grupo que consiste de
harina de maiz, jarabe de maiz, aceite de maiz,
almidén de maiz, y cereales fabricados en ;odo O en

parte que contienen subproductos de maiz.

40.Un extracto derivado de un evento de planta de maiz
MIR604, tejido, o semilla que comprende la secuencia

de nucleétido homéloga o complementaria a una
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secuencia de nucleb6tido seleccionada del grupo que

consiste de la SEC ID NO: 1 y SEC ID NO: 2.

41.El1 extracto de 1la reivindicacién 40 en donde 1la
secuencia es detectable en el extracto utilizando un
método de amplificacién de fcido nucleico o método de

hibridizacién de &cido nucleiceo.

42.E1 extracto de la reivindicacién 41 en donde 1la
muestra se selecciona del grupo que consiste de
harina de maiz, jarabe de maiz, aceite de maiz,
almidén de maiz y cereales fabricados en todo o en

parte que contienen subproducto de maiz.

43. Un método para producir una planta de maiz resistente
a al menos el gusano de la raiz del miz que

comprende:

(a) cruzar sexualmente una primer planta de maiz pariente
con una segunda planta de maiz pariente, en donde
dicha primera y segunda planta de maiz parientes
comprenden ADN MIR604 de evento de maiz, produciendo
por lo tanto una pluralidad de primera generacién de

plantas progenie;
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(b) seleccionar una primera generacién de plantas
progenie que es resistente a al menos la infeatacién

por gusano de la raiz del maiz;

{(c) autopolinizar la primer generacién de planta
progenie, produciendo por lo tanto una pluralidad de

segunda generacién de plantas progenie;

(d) seleccionar de 1la sequnda generacién de plantas
progenie, una planta que es al menos resistente a la

infestacién por gusano de la raiz del maiz:

en donde la segunda generaciém de plantas progenie
comprenden una secuencia de nucledtidos seleccionada
del grupo que consiste de la SEC ID NO: 1, y SEC ID

NO: 2.

S
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‘c110>

<120>
<130>»
<160>
<170>
<210>
<211>

<il2>
213>

<220> .

<221>
232>
c223>

<400>

Lista de secuencias

Syngenta Participations AG
STEINER, Henry-York

CHEN, Eric

MEGHJI, Moez

Corn Event MIR604

70227PCT
63
"PatenCIn version 3.2
1 ) . -
20 —
ADN —
Zea mays

misc_feature
(1)..(24)
Unién inserto-genoma 5’

1

mattcaacag aaggcgggaa

«210>
<2ll>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
223>
b-
<400>

a

20

ADN |

Zea mays
misc_feature
(1) ..(24)

tnién genoma-inserto 3’

2

tgttattaag agttggtggt

10>
<211>
<2l2>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<4 00>

ccecgégttt cgtbtgocecet ggccggtace catttggege cgattcttit ctigeccece

ggccggeege togoctegoet ttggattcthk ccaaagecge tqatgggatg gtggegaaca

a

T 1312
" ADN

Zea mays

mizc_feature,
{1})..{1310)

-Unién inserto-genoma 5’

3
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20
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CacCCaccac
actagegett
gceggtictt
tctcggegge
ggaaagctgg

tcatttcgac

tctecttcce
gcttcgtteg
-ggcctottct
gatgetgcte
ggctggctgsg
ctectgegeac
aagggagtca
tgacagaacc
‘ccgaattega
aacgatccaa
gccattgtgt
ccttaatttg

aagcatattt

\_gattaata:c

<210> 4
<211>
212>

213>_ Zea

<220>
c221>
222>
223>

<400> 4

1570
ADN

ccgtetttge
gtactaataa
cggagccgtg
ggtégtccga
gcecttctca
gcgecettte
gtgacgcgtt

ttectaatct

‘goaggeattt

agatacgcag
acgccagatc
gcaattcaac
cgttatgacc
gcaacgctge
gctcggtaca
caatacttct
ttogaatttt
caaatttggt

ttgaagctaa

gaaatggaaa

mays

miuc_fehtura
{1).
Unién 3’ genoma-inserto

. (15%70)

ccaaagcgac
aatggtttct
tggacactgg
cgacgatcga
ccaattcgceg
ttcgccacce
ctttrgtage
gcctatcgag
ggcatgtgaa
tcaaacctyge
acacatggat
&gaaggcggyg
ccegecgatg
;ggnnttggc

agcttgcaca

gcgacgggcet-

tagttattct
ataactactg
acatgatgtt

catctgtaaa

ccggeacagg
agcgtttgtt
acagegtcca
tctccatgag
tcggagceag
ctecgtggeeyg .
ttagcggeeg
aagaégggga
gggéé;:gaa
cghcgaaatt
gacgcggeac
aaacgacaat
acgcgggaca
egcagecggec
tgacazcaat
gtgaagtata
nttttgcnté
attgaaaata
atttaagaas

ttagaatcaq

cecgegeegge
goctctecttt
gtccagcagg
atteccgegac
aaca;gattc
tgtttegegyg
gcacgttget
aaaF?;btqc
ccagtgaatg
acggggyggeg
ggcagctage
ctgatcatga
agccgtrita
attéaaatéa
tgtaagagga
gagaagttaa
atgtatctte
tatgtatgta
ucntg;tgtt

cttacaaget

PCT/US2005/004 790
ttcactaace lg0
ttctttetee 240
catagggtgg oo
aggccaggac 360
cctccecccaa 420
ccggeeetta 480
aaccaggcta 540
atggggccac “fqo
gagffﬁégég 660
ctggctgget 720
cgagcaggcg 780
gcggagaatt ‘840
cgtttggasc 900
attgggecgeg 260
tggagaccac 1020
acgcccaaaa 1080
ctctaacatg 1140
aaaaaatact 1200
sacagaataa 1260
ana 1312

ttgtggaaag gttctcagea gttacegctt aaaccgggty matcagcgtt tattgccgec

aicgaatcuc cggtgactgt caaaggccac ggecgtttag cgecgtgttta caacaagetg

taagagctta ctgaaaaaat taacatctct tgctaagctg ggagctcgat ccgtegacct

60
120

180
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gcagategtt
gcgatgatta
tgcatgaegt
tacgcgatag
tctatgttac
ggccgtatee
tgtcgegecag
cgtogtattt
tataataasa
. Ctcecaccaca
agtatacggc
aagcaaaatc
ttecteteg
tactcactct
tggctggcga
acccattata
atagacctte
ctcaggtcat

accecgegee

aggcactact.

\AJggattact

attggctcta
cctgttatcg

gcataac

<210> 5

<211> B0l
212> ADN
<213> Z2Z2ea

<220>
<221>
<222>
<221>

caaacatttg
tcatataatt
tatttatgag
aaaac;aaat
tagatctgct
gcaatgtgtt
cgctectgea
atttatttat
ct;;éa:taa

ggagcgaaag

ggetcegtey

acctcatcaa
ttcctgteta
tgtcatatte
tlcccgcgaq
aatrataaaa
aagttigtcc
gccacctect
;ttcaaacat
ttgacagttt
tatgatgttt
gaaccgatac
atgttccggt

-

mays

misc_:el:uré
{1).
Secuencia flanqueadora 5’

. (B01)

gcaataaagt
tctgttgaat
atgggttett
atagcgcgca
agccctgcag
attaagagtt
cggatgtagce
ttattacage
atasasaaat
aaaaasaaag
;égtcggatc
agaccaaaag
ctacgtgcetg
tttttagtgt
aaataaaaaa
tattttagag
geetctoegag
tcaccaaqgq
gtgaggatgc
ccteccaaata
ggttngtcca
ttggcacatt

tcctaagttg

ttecttaagat
tacgttaage
atgattagag
aactaggata
gaaatttécc
ggtggtacgg
ttiggattge

ctccacegec

dggéttgaag

agaaacgggc
gacatgtaca
cggagcaaag
tgéctgtgcg
cttgtcacta
aagagagagg
tttgaatagg
agccga;étt
cacacggaag
gtcgtcgctﬁ
tgtagtgagg
tcaatgataa
tpltcaggaa

aagaaaacaa

tgaatcetgt
atgtaataat
tecegeaatt
aattatcgeg
ggtgcccggg
gtactttaac

tggataatgt

gtgcgtgcte

gatgtttccg

_tatggagaaa

aagtaggtge
aatcgatact
tgaagcacga
gtcacatgga
gagteatata
tagttctigt

tgttgececat

atctggtgas

gcactagtag
aaacacttga
ttecttette
gggcécatgc

tggctaacaa

PCTILS2005/004790
tgceggteott 240
taacatgtaa 200
atacatttaa 360
cgcggtgtca 420
cggccagcat 480
taacgaggtyg 546
ctegegcaag 60&
cgttteoggat 660,
agataaagat 720
=99t9=t;?5 780
acaaaaggca 840
aaatccacat soo
ttagtacgtg 960
gtagcaacca 1020
ttagatactce 1080
atatttattt 1140
gcttccccgg 1200
gctegtcate 1260
cactcattgt 1320
acaacacgtt 1380
ttgcttaatg 1440
acnaatttaa 1500
ttagecccatg 1580

1570

1€,
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<400> 5
ccecgegttt

ggcecggecge
cacccaccac
actagcgctt
geoggtrtote
tctecggogge
guasagetog
tcatttegac
"éc:ccticcc
i_xbctccgtfcg
ggcctettct
gatgctghtc
ggctggctgg
ctctgegeac
<210> €
<211>

<212>
<213~

ADN
Zea

<220>
<221>»
223>
_ <2235

<400> 6
agttggtggt

tagctttgga
cagcctccac
aaatcggatt
faagagaaac.
gatcgacatg
aaagcggagc
gctgtgeetg
gtgtcttgte

cgttgcecet
tegetegeet
ccgtetttge
gtactaataa
cggagcegty
ggtcgtccga
gcecttetca

gegeettete

ggccyytacce
ttggattcett
ccaaagcgac
aatggtttct
tggacactygg
cgacgatcga
ccaattcgeg

ttcgecacee

gtgacgcgtt ‘cttttgtage

tttttaatct
gcaggcattt
agatacgcag
acgccagatc

gcaattcaac

1064

mayse

misc;featurh

(1).
Secuencia flanqueadora 3’

. {1064)

acgggtactt
ttgctggata
cgchtgcgt
asaggatgrt
gggctatgga
tacasaagtag
lnaénatcja
tgegtgaagc

actagtcaca

gectatcgag
ggcatgtgaa
tcaaacctge
lcacntgget

taactaacga
atgtctcgeyg
gctcogttte
tccgaaataa
gaaatggtgt
gtgcacaaaa
tactaaatcc
acgattagta

tggagtagca

catttggcge
ccaaageege
cecqggcacagg
agcgttigtt
acagcgtcca
tctccatgag
tcggageegg
cﬁcgtggccg
tt;;cﬁgccg
aagagn;gan
ggaacccgaa

cggcgaaatt

gacgegycac

ggtgtgtcge
caagcegtegt

ggattataat

agatctccac.

Egcgagtata
ggcaangga;
acatgttttt
cgtgtactca

accatggetg

’ q

cgattetttt
tgatgggatg
ccgegoegge
gctcteocettt
gtccagcaag
attccgegac
aachlé;ttc
tgtttegcgg
gcacgttgct
aaattcétcc
ccagtgaifg
acggggggag
ggcagctagce

gcagcgctec
atttatttat
aaaactasta
cacaggagfg
cggcggetcee
satcacctca
tttgttcectg
ctecttgteat

gcgatacecqg

PCTRISI008/004790
éttgcccccc 60
gtggcgaaca 120
ttecactaace 180
ttetttirte 240
catagggtgg 300
aggécaggac 360
ceteccecaa 420
ceggccetta 480.
aaccaggcta 540
atggggceac 600
gagatggacyg 660
ctggctggcet 720
cgagcaggcyg TBO-I

801
tgcacggatyg 60
ttatttattsa 120
ttaaataaaa 180
aaagaiaaaa 240
gtcgtégtcg 300
tcaaagacca 360
tctactacgt 420
attcttttta 4680
cgataaataa 540

a4
ot
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aaaazagaga
agagtttgaa
cgagagccga
agggcacacg
atgegtegte
aatatgtagt
tccatcaatyg
catttcatca
girtgaagaza
210> 7
<23i1> 20
<211> RADN
213>

220>
<223>

400> 7
cgctegectt

<210> B8
<211> 19
<212> ADN
<213>

<220>
<22131>

<400> B

gagggagtaa
taggtagttc
actttgttgc
géagatctgg
gctgocacta
gaggaaacac
ataattcctt
ggaagggegc

acaatggcta

tggattette

Iniclador MIR604

\_/agccgectga tgggatggt

tatattagat
ttgtatattt
;catgcttcc
tgaagettegt
gtageactca
fttgaacaaca

cttettgcectt

atgcacnaat.

acgattagee

Secuencia artificial -

Iniciador MIR604 (59)

Secuencia artificial

(60)

<213> Secuencia artifieial

¢210:_ 9
<211> 24
<212> ADN
<220>-
<223>»
<400> 9

Iniclador MIR604

{54)

cgttegkbttt taatctgecet ateg

<210> 10
<211> 22
<212> RADN
<213>

Secuencia artificial

actc;cccat
atttatagac
ccggctcagg
catcaccceg
ttgtaggcac
cgtrtgggat

aatgattggc

ttaacctgtt.

cahéﬁéagca

tataaattat
cttcaagttt
tcatgccace
cgcccttcaa
tactttgaca
tacttatgat
tctagaaccg
atcgatgtte

taac

| A

PCTRIS2005/004790
asaatatttt 600
gtecgecect 660
tccticacca: 720
ncatgigagg 780
gtttccteca B40
gtttggttng 500
atacttggca '960
cggttcctaa 1020

. 1064
20
18
24
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<220>
«223>

<400>

Iniciador MIR604(55)

10

aggcatttgg catgtgaagg as

<210>
<211>
212>
21>

220>
<233>

<400>

11
21
DNA

Secuencia artificial .

Iniciador MIR604{38)

11

atgtgaagga acccgaacca g§.

210>
<211>
<212>
<«213>

c220>
<223>

. <400>

—

11

21

DA

Secusncia artificial

Iniciador MIR6E04(39)

12

gtgaatggag atggacagst g

<210>
211>
<212>
<213>

<220>»
«223>

2400»

13

21

DNA

Secuencia artificial

Iniciador MIRG04(51)

13

\_Agatcacac atggatgacg ¢

<210>
211>
12>
213>

<320>
<223>

<400>

14
20

DNA

secuencia artificial

‘Iniciador ‘SEN 604

14

gtgacgegtt ctcttgtage

<210>
<21ll>»
<2l2>
<313>

15

23

-DNA ) .
Secuencia artificial

PCT/US2005/004790

a2

-21 ~

21

21

20
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<3220>
«323>» Inicilador 5°S1

«400> 15
tgaatggaga tggacggatg ctg

<210> 16
<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Iniciador MTL (11}

<400> 16 T
-- attagaatca tcttacaagqc taa

Nr<210> 17
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220> - o0
<223> Iniciador MTL (10)

«<400> 17
ctaagagatg ttcacgecttt gag

<210> 18
211> 20

<212> ADN

<213» Secuencia artificial

<220> .
<223> Iniciador MTL AS

<400> 18
uctcaacgn aggctgctge

<210> 19

211> 20

2125 ADN -
<213> BSecuencia artificial

‘<220> :
<223> Iniciador WRSEN-1

<400> 19
gcatgtctct gtgtecctegt

<210> 20
<2i1> 20

<212> ADN

<213> Secuencilia artificial

—ar

-

) PCT/US2005/004 79

2}

23

23

20

20
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<2205,

<223>»

<400>

Iniciador WRAS-1

aggcacgcta tcggaggtta

210>
211>
<2l2>
<213>

<220>
<223>

<400>

21

20

ADN .
Secuencia artificial

"

-Iniciador WR-1

2]

ggacatcgce ‘gagttctaca

210>
<211>

€212>.

<213>

220>
«223>

<400>»

22
20

ADN
Secuencia artificial

Iniciador WR-2

22

gatgtgcttc ctgatgcagg

<210>
<2il>
<212>

<2l3>

«220>
223>

<400>

23

20

ADN

Secuencia artificial

Iniciador WRSEN-2

23

\d;agcaa:tasagacgnc:tg

<210>
<211 >
.212:-
<113>

<220>
<223>

<400>

24
20

ADN

Secuencia artificial

Iniclador WRAS-2

agcaccacca aggacgtgat

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

ADN . _
Secuencia artificial

PCT/US2005/004790

20

20

M
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CLLUD>

«223» Iniciador WRSEN-3

<400> 25
tacaacagct tcaacctgge

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> gecuencia artificial

<220>
<223> -Iniciador WRAS-3

<400> 26
ccgtgaacta gatctgagct

;_’<210: 27
c2ll> 22
<212> ADN :

«213> gecuencia artificial

220>
<223» Iniclador 51618

<400>» 27
tcaaccaata crtacttcgac aa

<210> " 28
<21ls 23

<212> ADN )
<213> Secuencia artificial

<220> .
<223> 1Iniciador 5’ASl

<400> 28
aagaccat caacaagggc gac

\—y

<210> 29

<211> 22,
!ith ADN .
3> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador WRSEN-4

<400> 25
atcggegttce cggteccatgg tt

<210> 30

<211> 20

<212> ADR :
<213> Ssecuencia artificial

PCT/US2005/004790

20

23

2
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<220
<223>»

<400>

Iniciador WRAS-4

30

ggaatectgg gatggctcta

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

<220>
<223>

<400>

32
20

ADN

Secuencla artificial

PMI-1

i1

gatgtgcttc ctgatgcagg

\_/<210>

211>
<212>
213>

<220>
<223>»

<400>

—

32
18
ADN
Secuencia artificial -

1 Y
Iniciador PMI-2

ctggaagtga tggcaaac

<210>»
<21Y>
<212>
<213>»

220>
<223>

<400>

33
21

ADN
Secuencia artificial

Iniciador PMI (6)

i3

K_,gctgcatga ccttagtgat a

c210>

211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<4005

34

21-

ADN )
Secuencia artificial

Iniciador PMI{(7)

24

cgggtgeatc agegtttatt g

<210>
211>
<212>
<213>

is
18

ADN
Secuencia artificial

10

PCTIUS2005/004790

20
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21
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<220>
<22)> 1Iniciador PMI (5)

«400> 35
ttgccgeraa cgaatcae

<210> 236
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<230>
<223> Iniciador 'PMI(16)

<4003 36 —
agtcccgoaa ttatacattt aat

210> 37
<211> 20
<212> ADN

<213> - gecuencia artificial

<220>
<223> Iniciador WRSEN-&

<400>» 37 ;
gaaaatgccg caggtatccc

<210> 38
211> 20
<212> ADN

«213> Secuencia artificial

<220
<223> Iniciqdor WRAS 5

«400> 38
\_Adggtgcaca tccggegatt

<210> 39
11> 20 e
212> ADN-

<213> . Secuencia artificial

<220> .
<223> Iniciador MIR604 (20)

<100> 139 - )
gctoctgeac ggatgtaget

<310> 40
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

11

PCT/US2005/004790

18

20
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<220>

<223> Iniclador MIR604 (21}
" <4005 " 40
getttggatt gctggataat gtc

210> 41

<211> 23

<212> DNA

<213> secuencla artificial
<220>

<223>°' MIRG604 (31)

<400>- 41 Tee

ccaccacagg agcgaasgas- aaa

b L]

. <«210> 42
211> 22
<212> DNA )
<213> Secuencia artificial

.<2zo=-

«<223> Iniciador MIR604 {30}

<4100> 42
gggctatgga gaaatggtgt tg

«210> 42

<211 19

¢€212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>» .
«223> Iniciador MIR604 (40)

<400> 43 .
~rtcaccaag ggracacgg

N

<210> 44
<21l> 1%
2> DHA
--22135> Secuencia artificial

<220> .- )
<223> Iniciador MIR604 (41)

<400> 44
atgtgaggat gcgtegteg

<210> 45

<211» 20

<212> DNRA

<213> BSecuencia artificial

12

e
U

PCT/US2005/004790

23

19

18
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<220>

<223> Inlciador 9268AS

<400>

a3

cacggatgta gctttggatt

<310>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
tccac

NS

<210>
<211>»
212>
<213>»

<230>
223>

<400>

46
20
ADN . .
Secuencia artificlal

- Iniclador WRAS-6

46
cecag gagcgaaaga“,

47
22

ADN

Secuencia artificial-

TagMan crylA055-forward

47

atcgagagct gagtgaactt ca

<210>
<21l1>
212>
213>

<220>
c223>

<400>

48
ieg
ADN

Secuenclia artificial

TagMan Ccry3A055-reverse

“gatcaggtc cagcecgg

<210>
211>
212>

213>

<220>
<223>

<4 00>

49

a0

ADN

Secuencia artificial
TagMan c¢r3A055-probe

ccgectaccge cgcgagatga

<210>
<211>
212>
<21l3»

50

18

ADN

Secuencia artificial

13

PCTRIS2005/M04790

20

20
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<220>
223> TaqMan pmi-forward

<400> &0
ccgggtgaat cagcgttt

<210>» 51
<211> 18 . -

<212> ADN L
<213> secuencia artificial

«220>
«223> TagMan pmi-reverses

400> 51
gcecgtggeet -thgacagt

%210 52
<211> 20 .
<212> ADN .
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TagMan pmi-probe

<400> 52
tgecgccaac gaatcaccgg

<210> 53
<211> 21

c212> ADN

<«213> Secuencila artificial

<220>
<223> Iniciador ZmADH-267

<400> 5]

sacgtgtgt t tttgca €t .
S gigtyg g99 9

«210> 54
11> 20
12> ADN
<213> Secuencia artificial

«220> .
<223>- Inlelador ZmADH-337

<4D0>» 54
tcclgcna\:c cttgeoacctt

<210> 55

211> gsﬂ
<212>
<213> Secuencia artificial

.14

A
\WA

) PCT/US2005/004790

18
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-
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<220>°
<22)> ZImMADH-316 probe

<400? 55

tgcagcctaa ccatgcgecag ggta

<210> 56
<211> 779
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> MIR604 probe

“<400> 56 | -
ggacatcgeec gagttctaca agcgccagct
cgtgaagtgg tacaacqtgg gtctagacaa

L '
gaacttcaac cgctaccgce gcgagatgac
ceccctgtac gacgtgecgee tgtaccccaa
gctgaccgac cccatcgtgg gogtgascaa
catcgagaac tacatccgca agccccacct
cacgcegttte cagccegget actacggceaa
cgtgagcacc cgccccagea tcggeoagcaa
caagagcagc gagcccgtgc agaaccttga
ggctaacacc aacctggeccg tgtggoocte
gttcagccag tacaacgacc agaccgacga
caacgtggge gecgtgaget gggacagcoat

\_jcccctggag aagggcraca gccaccaget
<210> 57
211> 183 —_
<212> ADN.
<213> Agrobacterium tumifaciens
<220>
221> misc_feature
<2232> (1)..(1813)
<223> Right border region
400> 57

gaaggceggga aacgacaatc tgatcatgag

ccgccgatga cgcgggacaa gecgttttac

ggaattggce gcagcggeca tttaaatcaa

gaagctgace

‘gcteegogge

cctgacegtg

ggaggtgaag

" cctgegegge

gttcgactac
cgacagctte
cgacatcatc
gttcaacgge
tgcagtgtac
ggccagcace
cgaccagctg

gaactacgtg

caggagtaca
agcagctécg
ctggacctga
accgagctga
tacggcacca
ctgcaccgca
aactactgga
accagcccct
gagaaggtgt
agcggegtga
cagacctacg
cccoccgaga

atgtgettec

PCT/USIVUS004790)

24
qggaccacté'_': _6D.
agagctgggt 120
tecgeceetgtt 185
eccgegacgt 240
ccttcagoaa 300
tccagttcea 350
gcggeaacta 420
tctacggcaa 480
accgcgeegt 540
ccaaggtgga 600
aéngcangcg 660
ccaccgacga 720
tgatgcagg 77%

cggagantta'agggqgtcac gttatgaccc

gtttggaact gacadesiccg caacgctgca

ttgggcgege cgemattcgag ctcoggtacaa

15

&0
120

180

——
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gt

58

2556
ADN

Zea mays

<2105
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<233>

misc_feature
{1).. (25586)
' MTL promoter

<400> 58 — 77

_to¥acatgac aacaattgta agaggatgga gaccacaacg atccaacaat

agggctgtga agtatagaga
tattctattt ttéatgatgt
ctactgattg aaaatatatg
gatgttattt aagakaatat
tgtaaattag aatcatctta
tcatgaccgt agaagtagcet
atgacatgca tccctgtaac
tccatcaatt tagaaatgag
gactcccaag cktctgitteyg
gacctttcca gcctaaggng
Actttaacta ccatgglaté
\~Jacaacaccc tcgccatgec
gagcccgtgg tcgcagecac
‘cal:ggcaln cagtcggacy
cacctagaaa.-gatecgagec
ggagagcgag aggcociagaaa
ttacgacétg QCQggtcncf
gcggagttta cggggactta
aaggcgtgtg gegtgeggag
cgtgggasag cacgecgact

acgcaagaaa ctcttctatt

agttaaacge

atcttcctet

tatgtaaaaa

gttgttaaca
caagctaaga
ctccaagact
cgtcgtegee
caagcaaqca
cattagtacc
atcgattgat
atggegcgtg
gctegactac
cgaccagcat
ccagcaccag

cggctgccgg

tttatagcga

cgacgcggag
tccttacgac
acggtttata
Eacgaaggtt

atagtagtag

ccaaaagcca
aacatgcctt
astactaage
gaataagatt
gatgtticacg
caacgaagge
gctatlaaea
cccgateget
gccagcactc
cgttagagtc
atgtaéagcg

agcctectec

gtctotgtgt:

dctgacgaca
tagtqgt;nc
ctéacgctgt
ttcacagygte
gtgctcéaag
cacgtagtgt
agtggeggag
agaagagatt

16

‘ttgtgtttgg
aatttgcaaa
atatrtttga
aatatcgaas
ctttgagaas
tgctgcaatt
cggataacte
caccccatat
cacctatagc
aaagagttgg
gaaagcgeet
tegteggege
cqtcgtccga
tgagtetcetyg
cattttegte
SBCHQQCICQ
ctateccttge
gttgcgataa
gcgggagtgt
gaggacacac

ataggagtgt

Vol
9

PCTRIS2005/004790

183
acttctgega 60
aatttttagt 120
tttggtataa 180
agctaaacat 240
tggaaacatc _300
cttcttcaga 60
ccacaaitgc 420
aattccctge 480
gcaccaatct 540
taccaattga 600
tggtacgggt 660
ccctacgegg 720
cacaacgagqg 780
cctcgacatg 840
aagagcccge 900
gcgctgacge 960
ctatcggaqg -1020
atcgct;ggc 1080
cgggcggagg 1140
gtttcgtaga 1200
taaaatcagg 1260

1320

gggttgatte
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taaagaaaat
atatagagag

]
actaacqgec

aggccgcagt
ccagtttatt
acaagaagaa
agtttatata

gcgtgtttgg

* ' caagcacgge

gaaagcaacg
atgcaataat
gcgagesatt
aagaggctaa
ceteccaacee
tggctagagg
tatatttaat
tgectggatta
caggagacaa
c€ggcgegttg
aggtgtecat
!;gagatcg
<210> 59
211>
12> PADN
<213>

<220>
¢223>

<400> 59

1797

cgacgcagga
agagagasag
gtcgtaagaa
taaggcctce
gtaagaataa
gaagcaagct
tcggegtgat
q§§gtgténa
;tgcatagta
gcgggcatat
tcagggaatt
ttccgeacte
aatcctetcc
ttcegatttt
tcgtatgagy
aaggacaggc
ttactaaatc
gtagggcatt
cccatacatce
ggtéctcaag
agecttcttet

Ccry3ADS55 gene

caaccgtcaa
tacaaaggat
ggteccatcat
atatatgatt
attaagFaga
aggccaattt
gatgatgctc

tggcgtccat

tatgtatage”

é;gtcagtgg
cgtcagccaa
aggagggcta
ttatttaatet
atggctcteca
ttgttaatag
azagtattac
gaasatggacg
ggaccggtte
atgcctceoat
ctcagccaag

gcaccacaag

Artificial Seguence

atgacgqccg acaacaacac cgaggccctg

aagggcatca gcgtggtggg cgacctgctg

ctggtgagct tctacaccaa cttcctgaac

gccttcatgg agcaggtgga ggccctgatg

aacgggtget
gcatttgtgt
gcgtogageg
gtegteggge
gatatttgte
cttgccggea
ctagctagaa

Cccttccatca

‘ttgétttagt

ctgtagettt

ttgaggtagc_

gtttgagagt
ttaaataagt
aactagcatt
catagctagc
ttacaaataa
taatattcca
ttgcaagcaa
cgitgatcca
caaataagac

gtcgag

gacagcagea
ggcgtggtygg
accatectgge
gaccagaaga

17

ttaatatagt
ctgcatatga
agcccatttg
ccataacagc
gtegggeaga
agaggaagat
atgagagaag
gatcagaacg
gtgécnttgc
caggctgaaa
tagtcaactt
ccaaazacta
agtgtatttg
cagtctaatg
tacaagttaa
agaataaage
ggcaagaata
gagcqtatgg
tcectcacttg

gacttgtttc

ccaccaagga
getteoooott
cecagcgagga

tegecgacta

PCTRUS2M5/01H7%) -
agatatatat 1380
tcggagtatt 1440
gttggttgte 1500
atctcctcca 1560
agaaacttgg 1620
agtggcétct 1680
aaasaacggac 1740
atgaasaagt 1800
tYgacgaat 1660
gagacgtgge 1920
gtacattggt 1980
taggagatta ?040
tatc:Faac: 2100
catgcatébt 2160
cegggtcttEt 2220
taggacgaac 2280
attgttcgat 2340
cgtggtgaca 2400
ctataaaaaqg 2460
attgattctt 2520

2556
cgtgatccag 60
cgycggecgec 120
ccectggaag 180
cgccasgaac 240_

wa
d
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saggcactgg
agcagctgge
f

cgcgagetgt
agcggctacg
ctgctgaagg
gagttctaca
tacaaégtgg
cgctacegee
- gacgtgegec
cccatcgtgg
tacltécgca
cagcccgget
cgccccagca
gageccecgtge
aacctggecg
tacaacgacc
gccgtgaget
aagggctaca
accatccceyg
aagaagatca
\v}?gcaggcc
gccaccatet
tacgccagég
tactactteg
gccagcttea
ctgagcgecg
<210> 60

<211> 253

<{12>
<213>

220>

ADN . )
Agrobacrerium tumifaciens

ccgagetaca
agaagaaccc
tcagecagge
aggtgctgtt

acgcccaaat

agcgccagct

gtctagacaa

gcgagatgac

aggectccag
cgctgcaccg
cgagagccac
cctgaccace
ctacggagag
gaagctgacc
gctocegegge

cctgaccgtg

tgtaccccaa—ggaggtgaag

gcgtgaacaa cctgegegge

agccceacct ‘gttegactac

actacggcaa
tcggcagcas
agaaccttga
tgtggcectc
agaccgacga
gggacagcat
geccaccaget
tgctgacctg
cccagectgec
ceceqgettcac
acétgacccc
ccagccagat
acaagaccat
gcaccecettt

gcgacaaggt

cgacagcttce
cgacatcitc
gttcaacggc
tgcagtgtac
ggccagecace
cgaccagctg
gaactacgtg

gacccacaag

cctggtgaag

cggcggegac
cgacgtgege
caccttcace
caacaaggge
cgagctgage

gtacatcgac

aacaacgtgg
ttcecgoaace
ttccgcaaca
tacgcccagg
gagtggggct
caggagtaca

agcagctacg

aggactatgt
cccacageca
gcatgccecag
cogocaacac
acgagaagga
ccgaccactg

dagagctgggt

ctggacctga tcgccctgtt

-Ecgagctga
tncggcaé;;
ctgcaccgca
aactactgga
accagcccct
gagaaggtgt
agcggcgtga
cagacctacg
ccccccgaga
atgtgcttce
agcgtcgact
gcctacaage
atcatccagt
tacngccug;
ctgagectgg
gacaccctga
ggcaacaacc

aagatcgagt

18

ccogegacgt
ccttcagcaa
tccagttcca
gcggcaacta
tctacggcaa
acegecgeogt
ccaaggtgga
acagcaagcg
ccaccgacga
tgatgeagag
tcttcaacat
teeagagegy
gcaccgagaa
Igéaccgcgc
acggggecee
cctacaacag
tccagategg

tcatccecgt

PCT/USZO05MNAT90
gagcgeectyg 300
gggccgeate 360
cttecgecate 420
ccacctgtte 480
ggacatcgce 540
cgtgaagtgg 600
gaacttcaac 660
ccccctgtac 720
gé:gaccgéé 780
éatcgagnlc 840
cacgegtttc 900
cgtgagcacc 360
caagagcagce 1020
ggctaacacc 1080
gttcagccag 1140
caacgtggac 1200
geccoceckggag 1260
cagcegogge 1329
gatcgacagc 1380
cgccagegty 1440
cggcageygce 1500
ccgeatccac 1560
cttcaaccas 1620
cttcaacetg 1680
cgtgaccgge 1740
gaactag 1787

]
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«221> misc_feature

<22§P {1)..1{253}

<2235 NOS terminator

<400> 60

gatcgttcaa acatttggca ataaagtttc ttaagattga atcetgttge cggtettgeg 60

atgattatca tataatttct gttgaattac gttaagcatg taataattaa catgtaatgce 120

atgacgttat ttatgagatg ggtttttatg attagagtcc cgcaattata catttaatac 180

gcgatagaaa acaasatata gcgcgcaaac taggataaat tatcgecgege ggtgtcatct 240

atgttaciag atc . 253
" e210> 61 _ - - EEUEEL

<211> 19953 —_

<2)}2> ADN

<213> Zea mays

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1953)

<2235 ZmUbInt promoter

<400> 681

ctgcagtgca gegtgacccg gtcgtgocce tctctagaga taatgagcat tgcatqgteta 60

agttataaaa aattaccaca tatttttttt gtcacacttg tttgaagtge agrttatcta 120

tetttatace tatatttaaa ctttactkcta cgaataatat aatctatagt actacaataa 180

tatcagtgtt ttsgagaatc atataaatga acagttagac atggtctaam ggacaattga 240

gtattttgac aacaggactc tacagtttta tctttttagt gtgeatgtgt tctcottttt 200

tEttgcaaat agcttcacct atataatact tcatccattt tattagtaca tccatttagg 360
\ jettagggtt aatggttttt atagactaat ttttttagta catctatttt attctatttt 420

agectctaaa ttaagaaaac'taaaactcta ttttagtttt tttatttaat aatttagata 480

taaaatagaé taaaataaag tgactaaaaa ttaaacaaat accctttaag amattaaaaa 540

aactaaggaa acatttttct tgtttcgagt agatastgce agcctgttdd "acgcegtoga 600

cgagtctaac ggacaccidac cagegaacca goagegtege gtogggoccas gogaagcaga 660

cggcacggeca tetectgtege tgectctgga cocectctecga gagttccget ccaccgttyg 720

acttgctceg ctgtcggcat ccagaaattg cgtggcggag cggcagacgt gagccggcac 780

ggcaggegge ctectectce totoacggca ccggcageta.cgggggatte cttteccace 840

gérccttcgc tttecccttee tcgeccgecg taataaatag iclceccctc cacaccctct 900

ttccecceace tegtgttgtt cggagegeac acacacacaa ccagatctce eccaaatcea 960

¥ L4
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cccgtecggea cctcegeotte
ttctctagat cggegttccg
ttgtgtt;gn tccgtgtetg
ctgtacgtca gacacgttet
gatggctcta gcecgttcege
agggtttggt ttgcectttt

atcttttcat gotttttttt

tagatcggag tagaattctg

tgtgtgtgcc-atacatatte

aggataggE:-tacatgttga

cgcttgyttg
gaatactgtt
acatettcat
gttgatgtag
tctaaccttg
tgatatactt
catacgctat
gttacttctg
«210>» 62

<321l>

<212»
<3X3>

o

Te222>

<220>
¢c221>

<221> pmi

«<400> &2
atgcaaaaac

gaactttatcg
catccgaaaa
gtgattgaga
ctgcctttee

ascaaacaca

tgatgatgtg
tcaaactace
agttacgagt
gttttactga
agtacctatc
ggatgatggc
ttatttgett

cag

1176
ADN
E.coll

misc_feature -
(1)..{1176)

tcattaactc
gtatggaaaa
gcagttcacg
gtgataasate
tgttcaaagt

attctgaaat

aaggtacgce
gtccatggtt
tgttagatcé

gattgctaac

agacgggatc

cctttattte

gtcttggttg

tttcaaacta

gctcgtccte
agggceeggt
gtgctgetag
ttgccagté:
gatttcatga
aatatatgcc
tgatgatgtg

cctggtggat

atagttacga attgaagatg

tgcgggtttt
gtgtggttgg
tggtgtattt
:kaagntgga
tgcatataca
tattataata
atatgcagca

ggtactgttt

agtgcaaaac
tccgtecage
agtgcagaat
gactctgete
attatgcgca

cggttttgee

actgatgoat
gcggtegtte
attaattttg
tggaaatate
tgatggcata
aacaagtatg
gctatatgtg

cttttgtcga

tatgcectggg
cagccgatgg
gccgeocggag
9§¢9l99°°9
gcacagccac

aaagaaaatg
20
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ccceccoeccce coctctctace 1030
agFtctactt ctgttcatgt lo80
cgttegtaca cggatgcgac 1140
ttctectttgg ggaatcctgg 1200
ttttttttgt ttcgttgecat 1260
gtgcacttgt ttgtcgggte 1320
gtctggttgg geggtegtte 1380
ttattaattt tg?atctgta 1440
atggstggaa atatcgatct 1500
ltacagagat“gctttttgtt .;550
attegrteta gatcggagta 1620
gaactgtatg tgtgtgtcat® 1600
gatctaggat aggtatacat 1740
tgcagcatct attcatatge 1!&0
ttttataatt attttgatct 1860
gattttttta gccetgeett 15920
tgctcaccct gttgtttggt - 18980

1593
gcagcaaaac ggcgttgact 60 .
cegagetgth gatgggegea 120
atatcgttte actgcgtgat 180
ttgccaaacg ctttggcgaa 240
tetccattca ggttcatcca 300

360

ccgcaggtat cccgatégnt



 ——

. «221>»
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gccgecgage
ccttteccttg
étcg&aggtg
agcgaactgt
attttaaaat
tctgaatttt
ttgaaccctg

gtggcgctag

'Eacattglta.

ttgttgacec
tetgectict
gccattttgt
cttasaccgg
cacggceegtt
<210> &3

<2]11>» 13123
<212>
¢213{
<220>

222>
<223>

\_Ak400> 63

gatcgttcaa
atgattatca
atgacgttat
gcgatagaaa
atgtg;ctlg

cgtatccgea

ADN
Agrobacterium tumifacien

3

gtaactataa
cgatgaacgc
cedhtccggc
tcgccagect
cggcectega
acccggaaga

gcgaagcgat

"aagtgatgge
‘ttcecggaact

agccggtgaa

€gctgcatga
tctgcgtcoga
gtgaatcagce

tagcgegtgt

.misc_feature
{1}..(323)
Left border region

acatttggca
tataatttct
ttatgagatg
acaaaatata
itc:gctlgc

atgtgttatt

agatecctaac
étttcgtgaa
gattgctcac
gttga;tatg
tagccagcag
cagcggtctg
gttcétgttc
.saaactccgat
ggttgcélac
acaaggtgca
ccttagtgat
aggcgatgca
gtttattgec

ttacaacaag

ataaagtitc
gttgaattac
ggtttttatg
gcgcécaaac
cctgcaggaa

cacaagccgg agctggtttt
ttttccgaga ttgtetecct
tttttacaac.agcctgatgc
cagggtgaag aaa;atcccg
ggtgaaccgt ggcaaacgat
ttcteccege tattgetgaa
gctgaaacac cgcacgctta
nécgtgctgc gtgcgggtct
gtgailttcé a;gccalacc
gaactggact tcccgattec
aaagaaacca ccattageca
ncgtégtéga aaggttctca
gccaacgaat caccggtgac

ctgtaa .

-ttaagattga atcctgttge

gttaagcatg taataattaa

attagagtcc cgcaattata

‘taggataaat tchgegcgc

atttacecggt gecegggcegg

21
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tgcgetgacyg 420
actccagecg 480
cgaacgttta 540
cgcgetggcg 600
tcgtttaatt 660
tgtggtgaaa 720
cctgcaaggce 780
gacgcctaaa 840
ggctalccng-‘ 900
agtggatgat 860
gcagagtgcc 1020
géagttacag 1060
tgtcaaaggc 1140

1{15
cggtcttgeqg 60
catgtaatgc 120-
catttaatac 1980
ggtgtcatct 240
ccagcatgge’ 300

323

23
U
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o)

)

)

fiv)

)

If inanyofihe Boxes, except Buxes Nas FIHIf) io (v) for whick
o special conimuanion bos is provded, the space isinsufJicienr
o furnish oli the \information* insuch cuse, write “Continuaiion

Box No. " (indicate the number of the Bov) and furnish the
injormanon 1 the same manner as required according io the
caphions uf the Box in which rhe space was insufficient. in
parucular

if more than twe persons are to be indicated a5 licanty
anul/or inventors and no “conninuahon sheei 15 avatlable in
such case, write “Cantinugiton of Bax No 11" and indicare for
eachuddinonal peraon the same type ofinformanion as required
in Box No Il The countryof the adddress indicaied wn this Box
o the applicani s Stare (thut 15, couniry) of revidence if no Siate
of rendence is indicated below,

if. tn Box Na Il or 1n any of the sub-boxes of Box No 1li, the
tndivanion “‘tha Statey indicated in the Supplementol Box™ 15
thecked 1 such case. wriie “Continuatinn of Box No 1™ or
"Continugiion of Bax No Iil " or “Continuation of Boxer No I
and No lI1“ fas the cuze may be), indheaie the nnme of the
applicanifs} invalved and. nextio feach) such name, the Stote(i)
(and/or, whare apphcable, ARIPO, Eurasian, Eurgpean ar
QAPl paieniy for the purpases of wiuch the named perion 15

apphicant;

if. im Box No Il or in any of the sub-boxes of Box No 11l the
inventor or the inventor/applicant is nor inventor for the
purpvses of all designated States or for tha purposes of the
Unired Stasas of America- in such case, wrie “Conunuaiion uf
Bax No 11" or “Connnunnon of Box No 1™ or "Continuation
of Boxes No. i1 ond No 1I1” (as the case may be). indicate the
numie ofthe inventar(s) and, neat to feack) such name, the Starefs)
{and/or, wkere cpphicable, ARIPO, Eurasian, European or
QAP! pateni} for the purposes of which the named person 15
inventor;

i, in adchiton to the agent(s} indhcoted in Box No 1V, thereare

Jurther agents in such cose, wruc “Contnuanon of
Rox Na IV" and indicare for each further agent the sume type
of information as required in Box No [V,

if.tn Bax No Vi, thereare morethan three eurlier applications
whoae priority isclaimed insuch cose. wrie "Conninvation of
Bax No Vi~ and indicare for each addinonal earher apphcanon
the rome type of nformation ay required in Bax No V!

If the applicant intends ta make an indicenaon of the wish that
the internationc! applicanon be treated, 1n certain designated
Stoies. as an apphcanon for a patent of addition, cernficare of
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of oddinon  in such a case, write the name or hwo-letter corfe
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in-part” and the number and the filing dote of the perent
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CONTINUATION OF BOX IV:

YATES, Michael
STULTS, Larry
VRANA, Bruce
KAKEFUDA, Mary
LEBEL, Edouard

All of Syngenta Biotechnology. Inc.

3054 Cornwalhs Road

Research Triangle Park, North Carolina 27709
United States of America

Telephone Number: 919-541-8501

Facsimile Number: 919-541-8689

Form PCT/RO/101 (supplemenial sheet) (Junuary 2004))

See Noies to ihe requesi form
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Box No.V  DESIGNATIONS

The filing of this sequest tanstitutes under Rule £,%(s), the designation of all Coniracung Suaies bound by the PCT on the internationa)
filing date, for Lhe gran of every kind of proleciion available and, where appheable, for the grant of bath regional and nauons| paienis

However.
D DE Germany is not designated for any kind of netional protechion

D KR Republic of Korea Is not designated for uny kind of nationsl protecnon
D RU Rusuian Federstion is not designated foe any kind of national protccnon

{The check-boxes above may be used 1o exclude (irrevocably) 1he designanons concerned 1n order io avord the ceasing of the effect, under
the nationol law, of an earher nanonal application from which priority u claimed. See the Notes io Box No. ¥ as to the consequences of

such nationsl law provisions in these and ceriain other Siares )

Bur No. VI PRIORITY CLAIM

The pnority of the following earlier application{s) 15 hereby claimed

] Filing dTle ] lNumh:I:. Where earlier applicanon is:
of earlier upphication of earher application -
{daymunthivear) ";ﬂ:g :': "f::{;': regienal application** | internauonal spplication
of WTO regional Office receiving Office
itemn (1)
25 March 2004 60/556,260 Us
nem{2)
nem ()

D Further prionity clums are indicated 1n the Supplemental Box

The receiving Office 15 requesied (o prepare and transemit 1o the [niernational Buresu s certified copy of the earhier application(s) fonly of
the eariver opphcanion was filed nith the Office which for the purposes of ik internanonel application i the recervng Office} sdenufied

above a3

all iterns [ nem) 0 wem ] wem(@® [] other, see Supplemenial Box

* Where the earhier application 15 an ARIPO apphcaneon, indicare at least one country party 1o the Paris Convention for the Protection of
Induzirial Property or ane Member of the World Trade Organizaton for which that earlier appheation wes filed (Rule 4 10(B)(u)). .

Box Ng. VI  INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Choice of International Searching Authority (18A) {if wo or mory internanional Searching Awthoriues are compeient o carry oul the
iniernanonel search, indicate the Authority chalen, the hwo-laiier code may be used):

Isasvs . .. e e e e e e e e e e
Request to nst results of earller search; reference to that search (if on eorhier search hag been carried our by or requesied from the
Internavonal Searching Authority)

Date (day/month/year) Number Country (or ragional Office)
Box No. VII] DECLARATIONS
The lollowing declarations ace contsined 1n Boaes Nos VI (1) 10 (v) (mark the gpphcoble Number of
check-boxes below and indicate mn the right column ithe number of eack rype of declaranon). declarations
[] ®ea Neo.vIlI{1) Declaration as te the identity of the invemior
D Box Na VI (i1) Declamation as to the applicant's entitlement, 8 at the iniemational filing

dale, to apply for and be granted a paient
D Boa Na VIII (1) Declaranhon as 1o the applicant’s entitlement, as at the internstianal filing

dae, (o claum the priority of the earlier spphicanan
m Box No VIl (iv) Declaration of inventorship (only for the purposes of the designanhon of the

Uniled States of Amenca) : 3
D Box No VI (v} Declaration a5 to non-prejudicial disclosures or excephons to lack of novelty

Sex Notes 1o the request form

Form PCT/RO/10) (second sheet) (January 2004)
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Box No, VIl {iv) DECLARATION: INVENTQRSHIP (only for the purposes of the designation of the United States vl Amencs)

The declaration must conform io the Jollowing siandardized wording provided for in Section 214, see Notes 1o Baxes Nos VI, VI 1) w (v)
{in general) and the specific Notes ta Box No Vill (iv) If this Box s not used, this sheet should not be included wn the requevt

Declaration of inventorship (Rules 4.17(iv) and 514ix.1{a}{iv))
for the purposes of the designation of the United States of America:

I hercby declare thai [ believe 1am the enginal, first and sole (1f only one inventor 18 histed below) or joint {if more than one inventor
13 hited below) inventor of the subject matier which 15 claimed and for which a patent 15 sought
This declaranon s directed to the internatunal application of which it forms a part (if filing declaralion wiih applicazion)

This declaration s directed Lo iniemanianal apphication No PCT? (f furmishsng declaranion pursvant

to Rule 26rer)

I hereby declare that my residence, mailing address, end citizenship are as stated neal 10 my name

1 hereby state thai | have reviewed and undetstand the contents al the above-idcnified inlemanional applicanion, including the cluims
ofsmdapphicahon have dennlied in the request ol sand application, incomplhance wath PCT Ruie 3 10, any claimio foreign prionty,
and | have identified beiow, under the heading “Prior Applicanions,” by application number, couniry or Member of the World Trade
Orgamzanon, day, mounth and year of (iling, any application fur a patent or inventor's certificate filed in 2 couniry other than the Unied
States of Amenica, including any PCT mtermational apphication designating at least one country ather thar the United Sutes af America,

having & filing date before that of the applieation on which loreagn prionty 1s claimed
Pnior Applicaions: 60/556,26Q filed March 25, 2004 ..

I hercby acknowledge the duty o disclase information thut 13 known by me 1o be malcnal 1o paicntabihty as defined by
J?CFR §1 38, including for conisnuation-1n-pant apphcanons. matenial informanon which became available between the filing date

of the prior apphcation and the PCT international ihng daze of the connaualion-in-part appheanon

1 hereby declare that all slatements made herern of my ow n knowledge are true and thai all staiements made on information and behel
are behieved 10 be true, and Jurthee 1hat these stalements were made with the inowledge that waliful false sialements and the hike so
made are pumshable by dine or imprisonmen, or both, under Section 1001 of Title 1B of the Umied Staies Code and that such willlul

false statements may jeopardize the valwny of the applicanon or any paient 1ssued thereon

Name STEINER, Henry-York
Residence Research Triangle Park, North Carolina
teuty and eather US state, il applicable, or country)

Mailing Address 3054 Cornwallis Road
Research Tnangle Park, North Caroina 27709

Cinizenship United Siales ol Amenfa ' .
Xl’— \?gn 6\.—0 Datwc )Fl\ ',é %U)

{of signature which 15 nol contained i the requesl, o nl' the
declaration that 15 conecied or added under Rule 264e: alier the

filing of the nternational applicaiion)

Inventor's Signarure |
{1l not contained n :hc reque-l, or N declaration 15 comecied or

added under Rule 26ier alter the filing of the imernational
apphcation The signuure must be thal of the invenltor, not thatel

the agent)

CHEN Erlc
Residence- I_Qesearch Tnangle Park North Carolma 27709
{city and enher US state. of applicable, or couniry)

Maiing Adcress: S04 Cornwallis Road
Research Trrangle Park Norih Carolma 27709

Name

Cmzenship Taw.am.

Date. ’-}\“ Ig 2-005

(of signature which 15 not com;med n uw rcquesl or ul’ the
declaration that is corrected or added under Rule 26Grer sfier the

filing nf the international application)

Invenior’s Signature . B
(f ngt cantamed n the 1 1, or f declaratian ¢ corrected or

added under Rule 28fer alter ihe filing of the inicrmational
apphcotion The signalure must be that of the inventor, not thal of

the agent)

This declaration is cantinued an the following sheet, "Continuanton of Box No VI (iv)”

Form PCTROND) (declaranion shect (1v)) {January 2004) Sex Nowes 10 the request form
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should nor be included in the request

Conmtinusation of Boa No. VIl (ifto (v) DECLARATION

ifthe spac aiy insufficient inanv-of Bares Nos Vill (i) ta (v) tefurmshall the infarmanon, ing huding in the care where more than two inveniors
ore (v be mamed in Box No. VIl fiv} wn such cate, wrte “"Continzotion of Bin o VIFl = findicate the iiem numbes of the Bas) erd furrish
the informuion in the same manner es required for the purpases of the Bos in which the spore was insufficiear Ifadchhonnl space 15 needed
1 respect of hwo or more declareions, o separate continuation bios musi be used for each yuch decloreon I thsy Bac i not used, this sheet

MEGHJI, MOEZ
14658 East 925 North Road
Bloomington, IL 61704-5989
United Stales of America
Citizenship: US

£
Signature: o}

1
Plb_th -‘/J_". a—

Form PCT/RO/101 (canunuanion shect for declaratign) (January 2004)

See Notes 1o the request form

\b



Sheet No 7
Box No.1X CHECK LIST; LANGUAGF OF FILING
This intematonal apphicaton contuing Tllls'mlcml:;onll apphcauon 15 accompanied by the fallowing Number
1 form, liem{s} fmark the apphcable check-dores below and indicaie in of vems
{a) 'lrlu |:'plr ‘orm, the follow ing number of rrht eolamn the muribes of bach demy)
request {includin ' OB feecalculauon sheel 1
declaration sheets, 7 2 [ onginal scparsie power of uttorney ’ 1
f:ﬁ:':;‘:ﬂ s‘:::,:'::lngr 3 [J engmal gencral pawer of atiarney
tables related thereta) 42 | « O c;lpy of gencral power of attommey; referenee number,
claims 7 1 .ﬂy . . - “aae - -
absiraet . 1 | 5 O swtement explaiming lack of signature
drawings 21 & (] pnor(il? documeni(s} idenufied in Boa No ¥1as
R memfsy .. .. ... . .. L. ..
i‘;:::::'l::'::‘rd'hu“ : g? 7. O irenshetion of intemanonal applicauon nto
tables related thereto . 2 O separmic ndications concerming deposiied microorganism
m}kjgml munber of or other biotogical maienal
¥ 1 paper jore, 9 O sequence listing In computer readuble form
Mﬂ"ﬂ,’::ﬂ:b";: g,’é " :'l‘llqdlﬂlr! type n‘nd number of carners) -
see () below} i —_— (1) O copy submuited for the purposes ol iniemationsl search undet
Rule 1 3rer only {and nor as part of the micmational applicatian) .
Total number of sheets : 80 i) O (:nd’r '*ﬂ:h“‘-”‘l (i) or (c) (i) s marked in ’!ﬁt‘dl‘l}lfu "
additional copies including, where applicable. the copy for the
) O :'s"‘:g'::n";';ﬂ:;a;)"'d“" form purposes of international s%m:h nder Rule | rer Py :
o) BB together with relevant statement as to the idenuty of the copy or
() CF sequence hsting copies will the sequence hsting mentioned sn u'ﬁ column Yo, 1
(n) O ubles relaied thereto 10 O bl e
(c) J slsoin computer readabdle form 'r": ;:::‘:;;P::;’;:#ﬂr: f:r.l:l’l':!:?d tosequence Listing

(Scction 801{a)(n))

(i) [ sequence listing (1) J copy submitted for the purpases of memational search under

Secuon 802(b-gwater) only (and not as pan of the intemarionai

(u) [ 1ables related therio applicanon)
Tvpe and number of carricrs (¢iikenie, () [ tontv wherecheck-box (b)) or w marked 1n legft column)
CD-ROM, CD-R or other) on which are gdditional capies |nt|udmg. wlfzglfpplltuble. Ill:fﬂp}' for the
contmned the puspases of iniernanional search under Secnon B02{b-quaier}
08 sequence loung: diskelle . (m) [3 ropether with celevani statement as1a the identity of the copy or
[ tables related thereto L copies with the iables mentioned in lefi column .
("Jd"mn‘f capies o be indheored unde I D other (specyy} Credit card Form; Retyrn posicard, . ' 2
stems Ofn) undior 10f1), in right column) .
Figure of the drawings which Language of filing of the lish
should accompany the abstacy: intematianal apphcanon Englis

Bax No. X SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Next io vach sipnanure, inchourc the mame of the persom sipmng und the caparily in which the per son sgrg ff uch capaciy i nol olnvous fiom reading the reques)

g
(Reg. No. 48,385)

I. Date of actual receipt of the purported 2. Drawings.
miemational apphcation.
l:l received.

3. Corrected daie of aciual reecipt due to Iater but
umely reccived papers or drawings compleung
the purporicd inlemanonal apphestion

D not received

4 Date of umely receipl of the required

corrections under Arucle 11(2)"
5. 1 [ Searching Autho 6 T | of h del
(4F twa o more arc competent) | ISA / [ foesearch foess pand > e

For Internauronal Bureau use only

Date of receipt of the recard copy
by the Internationa) Bureau®

Form PCT/RO/ID] (last shest) (January 2004) See Notes to the requesi form

For recerving Office use only -—
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2005/00475

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT “’

NOTIFICATION CONCERNING
TRANSMITTAL OF COPY OF INTERNATIONAL m’::'nff:hs i:?,:’ﬁ.:vg, e
] 9 Y ¥ . .
APPLICATION AS PUBLISHED OR REPUBLISHED S e
Research Triangle Park, NC 27709
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Daie of maihing (denAmontliivcar)

03 November 2005 (03 11 2005)

Apphcam's ur agenr's [ilc relference
70227WOPCT IMPORTANT NOTICE
lniernanione] apphiczion No Imemanonal Hhing daie (dovimontivhear) Priory dawe (day/monihA ear )
PCTAIS2005/004790 16 February 2005 (16.02.2005) 25 March 2004 (25.03.2004)
Apphican

SYNGENTA PARTICIPATIONS AG et al

The Internatonal Bureau transmits herewth the following documents

copy of the miemanonal apphcauon as published by the Intemanonal Bureay an 03 Novemnber 2005 (03 11 2005) under
No W() 2005/10330!

D copy of imernationat apphication as republished by the Iniemationat Bureau on under

No WO
For an explaninion as to the reason for this republicalion of the unernaponal applicaion reference 1= made 1o INID codes (15), (48)

oy (88} \ay 7he vase miny bed on the [rom pagye of ihe altached document,

The Iniemanonal Bureau of WIPO Authonzed ofhcer

34, chemin des Colombenies . o .
11 G:::I:,. ap, swoillnmllnd Athina Nickitas-Etienne

Facsimila N 441 7 740 14 16 Cameuwe. e Rin . 41 91 390 BN 2



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

{19) World IntcDectoal Property
Organization

Iniemational Burcau M

& OMDLE

| T 51 0 0 IR R

(43) International Publication Date (10) International Publication Number
3 November 2005 (03.11.2005) PCT WO 2005/103301 A2
(151} Inlernutional Patent Classilication”: C120 1/68, (81) Designuted Stales (unless otherwise indicaied, for every
ADLBE 140, C12N 15/82, AGIH 500 Rind of nononal proieviion available): AE, AG, Al AM,
AT, AU, AZ.BA.BB, BG. BR,BW, BY, BZ, CA.CH. CN,
(21) Internativasl Applicetion Nunber: CO, CR. CU, CZ_ DE. DK, DM, DZ, I:C, EE, LG. BS, I,
PCTUS2005/004790 GR. GD, GE, GH, GM, IR, N, ID, IL, IN, 1§, JI*. KE.

(22) Internutional Flling Datc: 16 Februnry 2005 (16 02 2005)

(25) Filing Lunguage: English

126) Publication Languupe: Lnghsh
{30) Privrity Dala:

60/556,260 uUs

25 March 2004 (2503 2004)

(71) Applicant {for all designated Siates except US): SYN-
GENTA PARTICIPATIONS AG |CH/CII). Schwarzwal-
dalice 215. CH-4058 Basel (CH).

171} Inveniors: and

(75) Invemuors/Applicants (for US only): STEINER, Henry-
York [US/AUS). 3U54 Camwalhs Road, Research Triangle
Pak, NC 17709 (US) CHEN, Eric |- - /US|, Svnpenia
Biotechnelogy, Inc , 3054 Comwallis Road, Research Tn-
angle Pmk, NC 27709 (US) MEGHL)IL, Mocz [US/US],
Syagenu Bioieehnology, Inc |, 305¢ Cornwalhis Road. Re-
scurch Triangle Park, NC 27709 (US)

Agents: \WARREN, Gregory, W. el al. Synpenta
Bictechnology, Inc.. 3054 Comwallis Rosd, Research

Trnangle Pack, NC 27709 (US)

{74)

KG. KF. KK, KZ. LC. LK, LR, 1.5, LT. LU. LV, MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, RA, N1, NO. NZ, OM, PG,
P, PL., PT, RO, RU, SC. 8D, SE, 5G. SK, 81, SM. SY. T,
T™, TN, TR, TT, TZ. UA, UG, US, UZ, ¥C, VN, Y1), ZA,
M, ZW -

(84) Designaied States (uniess otheneise inshrated. for every
kind of regional protecuion avarlable): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL. §Z, TZ, UG, ZM,

ZW}, Butasian (AM, AZ, BY. KG, KZ, MD. RU, TJ, TM),

European (AT, BE, BG.CH, CY.CZ. DE.DK. i, S, F1,
IR, GR.GR, HU._IE. IS.IT. LT, LU, MC, NL, PL., PT, RO
SI4, 81, SK. TR). OAPI (BF. Bl. CF.CG, CI, CM, GA, GN.
GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Declurution under Rule 4.17:
= of invamiorship {Rulr 4 17(1v)} Jor US only

Published:
— wuhout miemanonal search report and to be republished

upon receipt of that report

For wo-lener codes and other abbreviauons. refer io the “Guud-
ance Notes rn Codes and Abbieviotions ™ appearg ar the begin-
ming of euch regular issue of the PCT Gazene

(54) Title: CORN EVENT MIRGM

05/103301 A2

& (57) Abstract: A novel Lransgenic com evenl designated MIRG04, is disclosed. The invention relates 10 DNA sequences of the re-

€3 combinant construcis inserted into the com genome and of genomic sequences [lanking the insertion site (hat resuhed in the MIRG04
event. The invention further relates 1o assays for detecting the presence of the DNA sequences of MIRS04, 1o comn plants and corn

seeds comprising the genotype of MIR604 and 1o methods for producing a com plant by crossing a com plant comprising the MIR604

genolype with irself or another corn variety

|3F
\’6’7
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. WO 2005/103301
> 6 . PATENT COOPERATION TRE/ ™Y PCT/US2005/004790

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:
PCT REGEIVED
NOTIFICATION CONCERNING MAY 1/ 7006
TRANSMITTAL OF COPY OF INTERNATIONAL gﬁ::ﬁ:h i‘r:g::‘vo"‘:\;y Inc. BYNG
\ INC. ENTA
APPLICATION AS PUBLISHED OR REPUBLISHED 3054 Cornwaliis Road PATEN' & LICENSING (RIP, NC)
Research Triangle Park, NC 27709
ETATS-UNIS D)AMERIQUE
Daie of mailing (duy/month/ enr)
04 May 2006 (04.05.2006)
Applicant’s or agent's file reference
70227WOPCT IMPORTANT NOTICE
Incmational application No. Intemational filing dale (day/month/yenr) Priority dale {duy/month/ ear)
PCTAJS2005/004 790 16 February 2005 (16.02.2005) 25 March 2004 (25.03.2004)
Applicant

SYNGENTA PARTICIPATIONS AG et al

.murnaliuml Bureau trangmits herewith the following documents:

D copy of the inemational applicaon as published by the Inicmationa) Bureau on under
No. WQ

copy of intlcrnational application us republished by the Intiemational Burcau on 04 May 2006 (04.05.2006) under

Nu. WO 20057103301
Fur an explanation as o the reason for this republication of the ;nlemational application, reference is made 10 INID codes (13), (48)

or (KK) (ax the cuse may be) on the fronl page of the auached docunent.

The Intermational Burean of WIPO Authorized officer
f:i' X hcmm\'r:?o.cﬂ?:;:ﬁ'd Athina Nickitas-Etienne
Pacsimile No.+41 2 740 14 35 Facsimile No.+41 22 338 89 95

Form PCT/IB/311 (Januarv 2004}



{12) INTERNATIONAL AFPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

S\
(19) World Intelleciual Property Organization 2] ':;

PCT

Intcmatonal Burcan

(43) International Publication Date
3 November 2005 (03.11.2005)

(10} International Publication Number

WO 2005/103301 A3

{51) Inicrnntionu! Patenl Classilkcatlon:
AQLH 500 (2006.01) C12Q 1768 (2006.01)
CI2N 15711 (2006.01) GOIN 33/53 (20006.01)

Internationel Application Numbher:

(21)
PCTAUS2005/004790

(22) Internetional Flling Date:
16 February 2005 (16.02.2005)

Fnglish

(25) Filing Languuge:

(26) Publication Language: Cnglish
Priority Data:

6W5506,260

(30)
uUs

25 March 2004 (25.03.2004)
Applicent {for all designated States excepr US): SYN-
GENTA PARTICIPATIONS AG [CII/CH); Schwarawal-
dallec 215, CH-4058 Base] {CH).

(71)

Inventors; und

Inventors/Applicants {for US anly): STEINER, Henry-
York [US/US]: 3054 Comwallis Road, Research Triangle
Park, NC 27709 (US). CHEN, Erk {—/US], Syngenta
Biotechnology, Inc., 3054 Comwalhs Road. Rescarch Tri-
angle Park, NC 27709 (US). MEGHLII, Moer |US/US],
Syngcmia Biolechnology, Inc.. 3054 Comwallis Road, Re-
scarch Trangk: Park, NC 27709 (UIS).

(12)
(75)

Agenils:  WARREN, Gregory, W. o al.; Syngenta
Bintechnolagy, Inc., 3054 Comwalls Road, Rescarch
Trisngle Park, NC 27709 (L]S).

(T4}

(8)) Desipmated Stules (wnless athenvise mdiated, for every
Lind of natienal proweciion available): AE, AG, AL, AM,
AT, AU,AZ BA, BB.BG, BR,BW,BY, BZ,CA,CH.CN,
CO. CR. CU, CZ, DE, DK. DM, DZ, EC, EE, IG. ES, F1.
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE,
KG,KP. KR, KZ, LC. LK, LR, LS, LT, LU. LV. MA, MD,
MG, MK. MN, MW, MX. MZ, NA. N1, NO, NZ, OM, I'G,
PH. PL. I'T. RO, RU. SC, SD, SL, SG, SK, SL, SM, SY.
T1. ™™, TN. TR. TT, TZ, UA. UG, US, UZ, VC, VN, YU,
ZA,7M, ZW.

Designuted States (unless otherwise indicaied, for every
kind of mgiunal proeciion avuilable): ARIPO (BW. G,
GM. KE, LS, MW, MZ, NA, SD. SL, SZ, TZ, UG. 7M.,
ZW), Eunasian (AM, AZ. BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, T™M),
European (AT. BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EI;, ES, 1,
FR. GB, GR, HU, IE. IS, IT. LT, LU. MC, NL, PL, PT. RO,
SE. Si, SK. TR). OAPI (BF. B). CF, CG, C1. CM. GA. GN,
GQ, GW, ML. MR, NE, SN, TD, TG).

(W)

Decturation under Rule 4.17:
— of invenvorsiup (Rule 4.17iv})

Published:
— with imiernglional search report

(88) Daie of publication of the international search report:
4 May 2U6

For iwo-irtter cades and aiher ablireviatinns, refer 1o the “Guid-
ance Notes on Codes and Abbrevianons® appeaning ai the hegin-
ning of each regular issue of the PCT Guzene,

(54) Tile: CORN EVENT MIRG04

57} Absirnel: A novel transpenic com event designated MIR

C Invention reliles W

Scquences of 1he ro- [

@<
(3”

;ombinam constructs insericd into the com gemame and of genomic weyuenees Nanking the insertion site that rexulied in the MIR604
svenl. The invention further relates ke assays for detecting the presence of 1he DNA sequences al’ MIRGD4, 10 com plants and com
feeds comprising the genod ype of MIRAOS and 10 methods for producing o com plant by crossing a com plant comprising the MIRGOS
eenaype with itsell’ or another corn varicly

WO 2005/103301 A3 1110V 00N A 0 0 G0 o



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Iniematwanal spplication No.

PCT/USD5/04790

A CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC(B) ADIH 500, CI2N 158/11; C12Q 1/68; GOIN 33/53
USCL $00/320.1; 435/6,7.); 536724.3

According 1 |ntemations} Patest Classification {IPC) ox 1 both natma! class fication and 1PC

FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (clagsification system followed by classification symbols)
U.S. : 500/320.1; 435/6, 7.1; 536724.3; 424150

Documentation searched othey than mimimum docurnentation to the cxtent thai such docursents are included in the ficlds sewrched

Sewrch term. MIR604; crydADSS; phosphomannose isomerase, pZM2

Electronic data bese consuited during the intcmational search {(name of data busc and, where practiesbie, search fermu wied)
US-PGpub; JPO, EFO, Derwent; USPat, Agricola, Biosis, Caplus, CABA:

C.

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category *

Cittion of document, with indication, where appropriste, of the relevant passages

Relevant o.clum Na.

I

US 2003/0120054 A1 (CHEN et ol) 26 June 2003 (26.06.2003) sce entire documnent.

24,7, 12,21, 23, 25,
33,37

D Further documents are listed in the continuation of Box C. D See patent fumily annex.

A"

Spuestl cllegones of cilad decumenia T

docemest definp the groeml st of the sn sdoch is sl omsaderad 1o by of
patcalar relevansn

Iotur docamos! prblahed sher (he isermaiensl SLog due or pnanty date
snd met 10 conitisg wnth fhe application e cied 1o nedertand the
s iple or theory uadariyag the mvesias

- docwnesd of pan scater relevapes, the chamed syveslon cnot be
T endur gppleaios o potenl publsbied ou or sfter the wtematiomn| (ilog day sssaxiored ceval or esunot be comudered to mvolve 20 wvmUve gep
whue e deneo! & ke Xons
1" donewret which sy throw doubly an po— ity dum(s) o wind is ad e
esishinh the publiconos daie of inather cistion or ciler special wes (m - Upcwrost of partycbr pelevance, U chated wymshon cannot be
spesifird) onmidered 10 Evolve 3 wecative siop when U docoomwnt i combined
with o o vy whey such dacsenents, sah werkansdl s heing obwious
0" dorwrest refemag o an oral dischmwy, e, ealuletos or other owms 0 ¢ pram sltkled im G et
‘P docwmgt pubhshed prior 00 the smeratynsl Filmg dete but beer thew Ore “a~ dorusmel mutter of e sate petest family
pronty date clasred

Date of the uctual completion of the intemations] search

30 Decemnber 2005
Naroe and meiling address of the ISA/US

Facsimile No. {571) 273-3201

.12.2005)

Dete of mailing of the international search report /

AN

Wi
Mail Swop PCT, Atn: BAUS C
Commmissioncy (bt Paimis
P.O. Box 1450
Alausndria, Virginis 22313-1450

No. (571) 272-0547

Form PCTASA/Z10 (secand sheet) (April 2005)
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i lication No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT biternational spplication
PCT/USQ3/04750

Box No. 1 Observations where certain claims were found ungéarchable (Conlinuation of item 2 of first sheet)
This intemations] search report has not been cstablished in respect of ceriain claims under Article 17(2)(s) for the following reascns:

1. L—_l Claims Nos.:

because they retate to subject matier not required to be searched by this Autharity, ramely:

2, g Claima Noa.: 1, 5-6, 8-11, 13-20, 22, 24, 26-32, 34-36 and 38-43
becanse they relate o parts of the intcmationa] application that do not comply with the prescribed requirements Lo such
an extent that no meaningfia) intemational search can be carried out, specifically:
The computer readable form of the sequence listing is not in the oarrect fmat; the “n"s are not defined. Thus, claims

drawn 1o speeific sequences could not be ult:hul

3 D Cluims Noa.:

because they are dependont cluims and are not drafled in accordanoe with the aecond and third semences of Rule 6.4(a).

Box No. I Observations where unity of invention is Iacking (Continuatien of item 3 of first sheet)

‘This Internationsl Searching Authmly found multiple inventions in this international application, us follows:
Pleuse See Conlinustion Sheet

D As all required additions} scarch fees were limely paid by the applicant, this internations] senrch repart covers all
searchable claims.
2. E As all searchable claims could be searched without effon justifying additional fees, this Authority did not invite
peyment of any additional fees.

D As anly some of the required additions] search fies were timely poid by the applicant, this internationa] search report
covers only those claims for which fees were paid, sperifically claims Nos.:

4 D No required additiona] search fees were timely paid by the applicanL. Consequently, this internatianal search report is
reslricied 10 the invention first mentioned in the claims; it is covered by claimse Nos.:

Remark on Protest D The sadditicsal search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
psyment of s protest fee,
D The sdditional search fees ware sccompanied by the applicant's protest but the npphnblepm:sl feo
was not paid within the time limil specified in the imvitation.
D No protest scoompanied the payment of additional search feca.

Form PCT/ISA/210 (contimuation of Gret sheet(2)) (April 200S)




| 34
INTERNATIONAL SEARCH REPORT :‘;"‘n'}:;";;‘ l::;iﬂlim Vo

X 111. OBSERVATIONS WHERE UNITY OF INVENTION IS LACKING
is spplication cantaios the fliowing inventians or groups of inventions which are not 50 linked a5 1o farm a single general inventive
eunuept under PCT Rule 11.1. In arder for all inventions to be examined, the appropriste sdditions! examination fees must be paid.

Group |, claim(s) 2-4, 7, 12, 21, 23, 33 and 37, drawn to nucleic acids comprising junction sequenoes of com event MIR604; primers that
sre disgnostic for com event MIRG604; and & method of detecting cam event MIRED4 by using the primers.

Group I, claim(s) 25, drawn to a method of detecting com event MIR604 by using antibodies to cry3A0SS.

The mventions listed as Groups I-11 do not relate to & single geneyal inventive concept under PCT Rule 13.1 becavse, under PCT Rule
13.2, they Ilnck the same or coeresponding special technical keatures for the following reasons: The techaical feature linking the Groups is
cry3ADSS, which is present in com evens MIR604. CHEN et sl (US 2003/0120034) teaches cry3ADSS (SEQ ID NOS). Tia, the

technical festure linking the graups is not special.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (April 2005)
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PATENT COOPERATION TREATY RE@ E
From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY FEB 02 2006
To:
GREGORY W. WARREN PCT SYNGENIA
SYNGENTA BIOTECHNOLOGY, INC. NOTIFICATION OF TRANSMFRRALIICENSING (RIP, O
;gmmsog?m NC 27709 THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
g THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL

SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION
(PCT Rule 44.1) /

Duie of mailing ] |4
sy 9 0 JAN 2005
. oS Gl referemes FOR FURTHER ACTION  Sce paragraphs 1 and 4 below
Tiiemational application No. International Sling date
PCTAIS0S/04750 (daymenthéyear) 16 February 2005 (16.02.2005) ]
N licam
A NTA PARTICIATIONS AG Iaﬁ ' H]’

o

E The applicant is bereby nolified that the inlernational search report and the written cpinion of the International Searching Authority
hawe beeo established and are tmpsmitied herewith.
Filing of s mendments apd statement usder Article 19:
The applicant is entitled, il he so wishes, 4 amend the clsims of the international application (see Ruls 46):
When? The time linut for filing such amendments is normally two months from the dats of transmirtal of the ipisrnational
search report.
Where? Directly to the Int=mations] Bureau of WIPO, 34 chemin des Colombetias r
1211 Geneva 20, Switzerland, Facsimile No.: (41-22) 338.82.70.

For more detalled instrurtjons, see the notes on the socompanying sheel,

The applicant is herehy noufied that no international search report will be established and that the declaration under
Article 17(2)(n) 1o that effect and the wrilten opinion of the Inlernationsl Searching Authority sre transmilted herewith.

D With regard to the protest againat payment of (u) additiona] fee{s) under Rule 40.2, the applicant is notified that:

D the protest together with hdﬂnwh-bﬂmmmmm Intemational Bureau together with the appheant’s
request fo ferward the texis of both Lhe protest and (he decision thereon (o the desipnated Offices.

D no decition has besn mude yet on the protest; the applicant will be notified as poon a3 & decinen is made.

Reminders

Shortly after the expimtion of 1% monthe from the pricrity dale, the inicrnational application will be published by the International
Bureau. If the applicant wishes Lo avoid or postpoae publication, a notics of withdrawal of Lhe international applicatios, or of the priarity
claim, mus! reach the International Bureau as provided in Rules 90bis.] and 905is.3, respectively, before the completion of the technica)
prepanations for international publication.

The applicant may submit comaments op aa informal basis on the written opinion of the Inlerpatiopal Searching Anthority (o the
International Bureau. The International Burcay will send a copy of such comunents to all desipnated Offices unlcss an international
preliminary examination repart has bemn or is to be eamblished. These comments would also be made available to the public but not
before the expimtion of 30 months Fom the pnority date.

Within 19 menths fom the priosity date, bul aply in respect of some designated Offices, & demapd for intemational prelirminary
examipation must be filed if the applicant wishes io posipone the entry inio the pational phase until 38 mmnths from the priority date (in
sorne Offices even later); otherwise, the applicant mmst, withio 20 months from the priority date, perform the prescribed acts for entry
into the pational phase before those designated Offices.

In respect of other designated Offices, the time Fimit of 30 months {or later) will apply even if no demand is filed within 19 months.

See the Annex to Form PCT/IBA0] sad, for details about the spplicable time limis, Office by Officw, sco the PCT Appiicant 's Guide,

Name and mailing address of the ISA/ US

Facsimile No. (571) 273-3201

Volume II, National Chaptars and the WIPO Internet site. "\ _ L/) r

No. (571) 172-0347

Mail Siop PCT, Atm: ISAUS (_

P.0. Box 1450
Almsadria, Virginia 223131458

Farm PCT/ISA/220 (Janoary 2004)

(See noiex on ackyinpenying shesr)



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER see Form PCTASAZ220

70227WOPCT ACTION 23 well an, whese applicable, item S below

Interational applicstiion No. Imternational filing date (daymonrh/year) (Earlicst) Priority Date (daymontk/year)
PCT/US05/04790 16 February 2005 (16.02.2005) 25 March 2004 (25.02.2004)

Applicant

SYNGENTA PARTICIPATIONS AG

This internutiopal sesrch report has been preparcd by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18, A copy is being transmitted to the Interaational Bureau.

This inlernational search report consists of a total of 5 sheets.
It is also accompanied by a copy of each prior art docurnent cited in this report.

1. DBasis of the Report
5. With mani 1o the language, the intemnational search was earried out on the basis of:

the international application in the language in which it was fled.

D a translation of the internaticnal application into , which is the language
of a trunslation fumished for the purposes of international sesrch (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

b g With regard 1o any nuclestide and/er amine ueid sequence disclosed in the intemational application, see Boa No. 1,

2. E Certain ciaims were found unsearchable (See Box No. I)
3. E Unity of invention is lacking (See Box No, 1)
4. With regard 10 the title,
the teat is spproved s submitted by the applicant
the tex! has been established by this Authanty to read as follows:

.. With regard to the abstraet,
the text is approved as submitted by the applicant.
the text has been established, acoording 10 Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Ban No. [V. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this intenational search report, submit comments to thiz Authority.
6.  With regard to the drawings,
a. the of the drawingp 10 be publiched with the abstract is Figure No. __
ﬁﬁ‘ us supgested by the applicant.
D an sclected by this Authority, because the applicant failed Lo suggest a figure.
as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention.
b E none of the figures is 1o be published with the sbstract.

Farm PCT/ISA/210 (first sheet) (April 2005)
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INTERNATI NAL SEARCH REPORT Intenational application No.
PCT/US0S04790

Box No. I Nucleolide and/or amino acid sequence(s) (Continusilon of Item 1.b of the first sheet)

o

1. With regard 10 any nuclectide and/ar amino acid sequence disclased in the international application and necesgary to the claimed

inventian, the international search was carried out on the basis of:
8. type of material

E » sequence listing
l:l table(s) related to the scquence Jisting

b format of material
on paper
Lv‘ in electronic farm
e. time of Bling/furmishing
contained in the international application as filed
E filed wogrther with the intcrnational application i electronic form
D furnished subscquently to this Authority for the purpases of search
g In sddition, in the case that more than one version or capy of a sequence listing and/or table relating thereta has been

filed or furnished, the required staternents that the information in the subsequent or additicnal copies is identical to that
in the applicstion s filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were farnished.

Additiona] comments: The computer readable form of the sequence Jisting is not in the carrect formst; the "n"s are not

deﬁned Thus, claims drawn 10 specific scquences could not be pearched.

Form PCT/ISA/210 (continuation of firs sheet(1)) (April 2005)



Y ATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
To:
GREGORY W. WARREN P CT
SYNGENTA BIOTECHNOLOGY, INC.
3054 CORNWALLIS ROAD
WRITTEN OPINION OF THE
RESEARCH TRIANGLE P. NC 27709
ARG INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
[ Date of mailing T
| (dawtnontiyear) 3. o HpnEs
Applicant’s or agent's file reference FOR FURTHER ACTION el
See paragraph 2 below
70227WOPCT
Irterrational application No. Irternatiorn) filing date (dawwonthivear) Prionity date (day/wonth/year)
PCTAUSQ304790 16 Fetruury 2003 { 16.02.2005) 25 March 2004 (25.03.2004)

Imernational Patent Clasi(ieation (IPC) or both national classificatian and IPC

IPC(B): AOIH S00; CI2N 15711, CI_Z_Q 1/6§; GOIN 33/53; AOIN 6500 and US CL: B00/320.1; 435/6, 7.1; 536724.3; 424/750
Applicant .

SYNGENTA PARTICIPATIONS AG

‘ 1. This opinion comains indicatinn relating to the following items:

3. For further details, see notes to Form PCT/ISA/220. ﬂ

E BoaNo. 1 Baxis of the opinion

D Bax No. il Priarity

Box No. Il Noz-establishment of opinion with regard 10 navehy, inventive step and industrial applicsbility
Box No. IV Lack of unity of imvention

Box No. V Ressoned staternent under Rule 435is.1{a)(i) with regard to noveRty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such staiemem

Box No. V] Certain documents cited

BoxNo. VI[  Certain defects in the imermtional spplication

QOO0 XXKK

BoaNo. VIII  Certain observations on the infermtiom| application

2. FURTHER ACTION

If a demand for imternational preliminary examination is made, this opinion will be comsidered to be a wnitten opinion of the
Internationa] Preliminary Examining Authority ("IPEA") encept that this does not apply where the applicant chooses an
Authority other than this one 10 be the JPEA and the chosen IPEA has notified the Internationa]l Bureau under Rule 66.15is(2)
that written opimons of this Intermational Searching Authority will not be so considered.

If this epinion is, as provided shove, considered to be & written opinion of the IPEA, the applicart is invited to submit 1o the
IPEA a written reply together, where appropriste, with amendments, befare the expiration of 3 months from the date of maiting
of Form PCT/ISA7220 or before the expiration of 22 months fram the priority date, whichever expires later.

For further aptions, see Form PCT/ISA/220.

_ Facaimile Ne. (571) 273-3201
Form PCT/ISA/237 (cover sheet) (April 2005) U

Name and mailing address of the ISA/ US Date of completion of this gpinion | A ;S
Mail Stop PCT, Atln: SA/US .
Commissicner for Pateals 1B Januery 2006 (18.01.

P.O. Box 1450

Alsmandvis, Virginia 22313-1450 elephone No. (571)272-0547

T




International application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCTAISONO4790

X 111. OBSERVATIONS WHERE UNITY OF INVENTION 1S LACKING
his application contains the following inventions or groups of inventions which are not o linked as to form a single general inventive
concepl undes PCT Rule 13.1. In ander fir all inventions 1o be examined, the appropriste additional examination fees mum be paid.

Group |, claim(e) 2-4, 7, 12, 21, 23, 33 and 37, drawn to nucleic acids camprising junction sequences of cam event MIRS04; primers that
are diagnostic for cam event MIR604; and a method of detecting corn event MIRS04 by using the primers.

Group I, claim{s) 25, drawn to a method of detecting com event MIR604 by using antibodies to cry3ADSS.

The inventions listed as Groups I-11 do not relale to a single peneral mventive concept under PCT Rule 13.] because, under PCT Rule
13 2, they lack the same or corresponding epecial technica! features for the following reasons: The technical feature linking the Groaps ia
yIA05S, which is present in com evem MIR604. CHEN ot st (US 2003/0120054) teaches cry3 AQ55 (SEQ ID NO:8). Thus, the

technical feature linking the groups is not special.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (April 2009)

\\Xb



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International applicatian No.

ding 10 Intemational
B. FIELDS SEARCHED

PCT/US03/04790
A CLASSIFICATION OF SUBIECT MATTER
IPC(8) AD1H $/00; CI2N 15/1]); C12Q 1/68; GOIN 33/53
USCL 800/320.1; 435/6,7.1; 536/24.3
1ent Clazsilicati or 1o both nahyonsl classification and

U.S. : 800/320.); 4356, 7.1, 536/24.3; 4247750

Minimum documentation searched (clasgification systemn followed by classification symbols)

Documentation searched other than minirmum documentatian 1o the extent that such documents are included in the fields searched

Elecuonic data base consulied during the international search (naume of dais base and, where practicable, search terms used)
US-PGpuly, JPO, EPO, Derwent; USPat, Agricols, Biosis, Caplus, CABA:

Search ten: MIR604; cry3A05S; phospbomamose womerase, pZM?2

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Citation of document, with indication, where appropriate, of the rolevant passages

Relevant 1o claim No.

| Catcgary *

L

A US 2003/0120054 At (CHEN et al) 26 June 2003 (26.06.2003) see entirc document.

2-4,7,12,21, 23, 25,
Ny

D Further documcnts are listed in the continuation of Box C.

J

See patent family annex.

. Special cataporms af caed documents

decwrnst defiamg the pearent stuln of U 3% winch = nor commtiered 18 be of
putciler relyvmooe

warlur applvation or patest peblnbed o or eller the wtermaticmal Gling date

-

1®  docsmest which mey teow doubis aa pronty clam(s) or wiudh n eitedto
evipbiwh the publualion dets of maother eyabion o mbar special vesm (m

rperafind)
0"  docwment refemiag 10 ap anl dockege, tie, sxhibihen or other ress

“F"  doacmenl pohlished priorio the mnwestinual fling dute bot bter tha the
oty dete clainmsd

.i:

=

Inter docrevest publylied sfler the utsrnatumal Gling dets or pnanty dete
and mot in soaflict wyth the sppl et bat crind te undenlad the
precgh or heery tedwinay he wesplre

docurnent of pusisciier selevasca, the eluned mvestion e b
oansdezed myvel or cusaat be consdanad 1o mvaive as avEntive siep
when the docomest w taen slone

docarmeat of pantushe slevancs, the elaaved wvension omaot be
cepidered lo invalve ws svesive styp when the docmest is combined
with ooe or oo ey such docurnants, such combisstxn being obvios
ton paron skilled 1u the o

docament ceember of the fmtm putent araly

Daie of the sctual completion of the inlemational search
30 December 2005 (30.12.2005

Date of

-milinsoélhjnlmtimllmnhmpt /

Name and mailing address of the ISALS
Mail Siop PCT, Ata: ISAE
Commissiener for Pajeaty
P.O. Box 1450
Alaxagdsis, Virginia 22313-1450

Facsimile No, (571) 273-3201

Farm PCT/AISA/Z210 (second sheet) (April 2005)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
PCT/US05/04790

BaxNo.II  Observations where certain clalms were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)
This international search repart has not been established in respect af certain claims under Asticle 17{2)(a) for the following ressons:

L D Claims Nos.: ’

because they relate to subject matier not required to be searched by this Autharity, numely:

2 E Claims Nos.: 1, 5-6, 8-1], 13-20, 22, 24, 26-32, 34-36 and 38-43
because they relate 1o parts of the internatianal application that do not comply with the presaribed requirements to such
an exient that no meaningfitl international search can be carried out, specifically:
The computer readable form of the sequence listing is not in the correet format; 1he "n"s are not defined. Thus, claims

drawn 16 specific sequences could not be searched.

R D Claims Nos.:
becsuse they are dependent cleims and are nat drafled in accordanoe with the second and thind sentences of Rule 8.4(a).

BoxNo.IIl QObservations where unity of invention is Iscking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found muliiple inventions in this internationsl application, as follows:
Plesse See Continuation Sheet

1. D As wl] required additional search fees were limely paid by the applicant, this international scarch repart covers ali
scarchable claims.

2 E As all searchable claims could be searched withou) effort justi fying sdditional fees, this Authority did not invite
peyment of sny additional fees.

3 D As only some of the required additional search fees were timely paid by the spplicant, this international scarch repart

cavers anly those claims for which fees were paid, specifically claims Nos:

4 D No required additional search fees were timely paid by the applioant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by elaima Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees weve accompanied by the applicant’s protest and, where applicsble, the
payment of a protest fee.
D The additional search fees were accompenied by the spplicant’s protest but the applicable protest fee
was not paid within the time limit specified in the invitation.
D No protest scoompanied the psyment of additional search fees.
Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet(2)) (Agpril 2005)




Imermational spplication No.
WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/USD304750

Box Ne. 1V Lack of unity of invention

1. D In responae w0 the invitation (Form PCT/ISA/206) 10 pay additinna] fees the applicant has, within the applicable time limit:
paid additioma] fees
D paid additional fees under protest and, where applicable, the pratest fee
E paid additions| fees under protest but the applicable protest fee was not paid
D not paid additionsl fees
2. g This Authority found thu the requirement of unity of invention is not complied with and chose not to invile the applicant o
pey additioral feen.
3. This Authority considers that the requirement of unity of invertion in socordance with Rule 13,1, 13.2 and 133 is
D complied with
E not complied with for the following reasons: .
Sce the Inck of anity section of the [ntermational Search Repori(Form PCT/ISA/210)

4. Consequerily, this opinion has been estahlished in respect of the following parts of the isternational applicstion:
all pans.
DX the pars relnting 1o cluiros Now. 2:47,12.21.23.2533 and 37

Form PCT/1SA/237 (Bor No. IV) (Apxil 2005)

[ ‘M—’*@



Inmternaticnal application No.
WRITTEN OPINION OF THE .
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US05/04790

Box Na. I Basis of this opinien

3.[]

e .

1. With regard 1o the language, this apinion has been established an the begis of:

E the international application in the language in which it was filed
D a transiation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the purposes of
inematio! search (Rules 12.3() and 23.1(b)).

2. With regard to any nucleotide and/or amine acid sequence disclosed m 1he international appheation and necessary to the chaimed
invention, this opimon has been established on the besis of:

type of material
D & sequence listing
(7] rable(s) related 1o the sequence listing

format of material
D ©on paper
D in elecironic farm

time of filing/furnishing

[ comained inthe imernational application s fild.

] filed together with the intemations! application in electronic form.
[] fumished subsequently to this Authorwy for the purposes of search.

In addition, in the case that more than one version or copy of & sequence listing and/or table(s) relating thereto has been filed
or furnished, the required sistements that the information m the subsequent or additional capies is idemtical 1o that in the
application as filed or does not go bevond the spplication s filed, as appropriste, were furnished,

4. Additiora] comments:

Form PCT/ISA/237(Box No. ) (April 2005)



International application Na.
WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US0504790

Box No. IIT Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

‘ in a form and manner acceptable (o it.

“The questions whether the claimed mvention appears 1o be novel, t0 involve an inventive siep (10 be non-obvious), or 1o be
industrially spplicable have not been eaamined in respect of:

D the entire infernational application
DX cinims Nos. 1.5.6.8-11.13-2022.24 and 26-43

because:
D the said internationa] applicatium, or the said clsim Nos, _____ relate 1o the bllowing subject matier whith doet not require
an international search (spacify):

—

D the description, cleine or drewings (indicate particular elements below) or said elaims Nos. are sO unclear that no
meaningful opinion could be formed (specifi):

DA the claims, or said claims Nos. 1,5,6,8-11,13-20.22,24,26-32 3436 and 38-43 are 20 inadequately supported by the
description that no meaningful opinion could be formed (specify):
The comyuter readable form of the sequence lisling is not in the correet farmat; the "n"s are not defined. Thus, claims dr-u-nnl
specific sequencen could not be searched,

0 intermticnal scarch report has been established for said claims Nos. 1,5,6.8-11.13-0.22.24.26-32,34-36 ang 38-43

a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing, the applicant did not, within the

prescribed time linst: .

D] fumish a sequence listing on paper complying with the siandard provided for in Annex C of the
Adminisirative Instructions, and such listing was not available 1o the International Searching Authority

X X

[__—] fumish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C of
the Administrative Instructions, and such listing was not available to the Intemnational Searching

. Authority in a form and mammer acceptable to it.

D pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response 10 an invitation
under Rules 137er.1(a) or (b).

D a meaningful opinion could not be farmed without the tables related (o the sequence listings; the applicam did
not, within the prescnibed time limit, fumnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not available
10 the Internstional Searching Authority in a form and manner acceptahle to it.

[] the tables related to the mucleotide and/or amina acid sequence listing, if in electronic form anly, do not comply
with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

[ See Suppiemental Box for further details.

Form PCTAISA/237 (Bax No. 111} (Apni 2005)



International application No.
WRITTEN OFINION OF THE PCT/USDS04790
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Box No. V Reasoned siatement under Rule 43 bis.1{a){i) with regard to novelty, inventive slep or industrial
applicability; citations and explanations supporting such siatement

1. Statement
Novelly (N) Claims 2-4. 7, 12, 21, 23, 25 33, 37 YES
Claims NONE NO
Inventive step (IS) Claims 2.4,7,12, 21, 23, 25, 33, 37 YES
Claims NONE _ NO
Industrial applicability (lA) Claims 2.4,7, 12, 21, 23,25, 33,37 YES
Claims NONE NO

2 Citations and explanations: -

Claims 2-4, 7, 12, 21, 23, 25, 33 and 37 meet the criteria set out in PCT Asticle 33(2){3), because the prior art does not teach or fairly

supgest corm evens MIR 604,

Claim 52-4, 7, 12, 21, 23, 25, 33 and 37 mee1 the criteria sct out in PCT Article 33(4), and thus have indvstris] applicability because the

subject marter clsimed can be made or used in industry.

Fonn PCT/ISA/237 (Bax No. V) (April 2008)

18P
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The demeoard munt be filed diracth vath the compesent luernaucnal Prefemunary Examinng Authoruy or, if rwo or more Authgnises are comperend,
wath the one thouen by the applicams  The Jull neme or two-leiter code of that Authortty may be indieoied by the applicani an the hine below

IPEAs LIS
PCT CHAPTER 11

DEMAND

under Article 31 of the Patent Cooperation Treaty:
The undersigned requests that the internanionsl apphication specified below be the subyect of
mnternationzl prelimiary exam:nanon according o the Patent Cooperanon Treaty.

For Intemational Prehminary Exsmmining Authonty use only

ldentificanon of IPEA Date of receipt of DEMAND

Rex No.1  IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION | \PPicanc’s or agent’s file reference
- 70227 WOPCT

Intermanonal applicanon Ne, Inernationsl filng date (dawmonthAear) (Earhesi) Pronty dute (daywmanih/year)
16 February 2005 25 March 2004

PCT/US05/04790 (16,02 01 g

Tnle of mnvention

CORN EVENT MIR604

Bos Nu. 11 AFPLICANT(S)

Name and addrexs- _.ﬂ::n m m :h.uil":;r ?‘n ,}H affical dengnanan ;’:I:Eh;n;zﬂao1 111

SYNGENTA PARTICIPATIONS AG Facsmile No

Schwarzwaldallee 215 41 61 3235044

4058 Basel/CH Telepnnter No

Applicant's registrabiem No with the Office

St {rhat 15, couniry) of nationality- Su frhat s, country) of resdence:
CH CH

Name und address (Fomdy sme fillowed by gron nome, v ¢ feged cnity, Sl officed dengroton  The adiress sund uupﬁe&ﬂmu{-mw
STEINER, Henry-York s
Syngenta Biotechnology, Inc.

3054 Cornwallis Road
Research Triangle Park, North Carolina 27709

United States of America

State (rhat u, couniry) of naticoslny- State (thet is, couniry) of residence
Us ) us

Name and address* [Fomdy nome faliowed by gven nome, jor o icpal entwy, full offcaal devpresron  The ardrest amest incliudy ponil code and nome of comiry )

CHEN, Eric
Syngenta Biotechnology. Inc.
3054 Comwallis Road
Research Triangle Park, North Carolina 27709

United States of America

State (thai 1, country) of pationality: Swiz fihat i5. couniry) of repsdence:
TW Us
E Further applicants are indicated on s continustion sheet

Form PCTAPEA/4D) (first sheet) (Apnil 2005) See Notes 10 the demand form



International apphcanon No

Sheet No. . .2 PCT/IUS05/04790

Continuatien of Box No. 11 APPLICANT(S)
{f none of the follevang sub-boxes 15 usad, ths sheet shouid not be wnchadexd in the demand

Name and sddress (Faouh nowr fllowrd by, protn nome, jor o ltgal erinty. full officed designarnn  The cekiress, s v hude pniad code ol noeme of counry)

MEGHIJI, Moez

Syngenta Seeds, Inc.

New Traits Development
14658 East 925 North Road
Bioomington, IL 61704-5989
United States of America

Swie fihat i3, cowntry) of nanonality Susle fthai is, cownrry) of resudence:
us Uus

Name snd sddiess M;-nﬁ-db-ymm. for o iegal emtiy, foll officood desgrenon The aublven wmst s postal code ond nowe of

Suic (that u. coumiry) of nav:onahiy. State {that 13, cowntry) of residence.

Name and lddreu.mu-ﬁﬁ-diymm. Jor o lepel ey, Al offica! drssgnoran  The widress st mchuste prasl code ord name of

Siate {that &, comnry) of nationality: Suaig fthot is, cowniry) of resxdence.

Name and address. (Fomily nowe folimerd by grven none; for o lagal ey, Al offasol desigration  The axkivess st snchade prstod code ond nony of wowniry )

Sute (that 5, cowry) of nationality: State (that is, couniry) of residence:

|:] Further applicants are indicated on another conhnuation sheet.

Form PCTAPEA/401 (connnuation sheet) {April 2005)

Sew Noies 1o the demand form

AENF



Internationa) application No

SheetNo 3 PCT/US05/04790

Box Na. J1]l AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The lollowmg person 1s E agent D COmmon represcalabve
and m has been appointed earlier and represents the spplicany(s) also for internationsl prehminary exanunation
D 18 hereby sppomnted and any earlier sppomtment of (an) sgent{s)/common represenuative 18 hercby revoked

D 15 hercby appomied, specifically flor the procedure before the Intemationsl Prehminary Examining Authonty, in addiion lo
the ageni(s)/common representauve appownted carlier.

Name and address ;’;ﬂl n::f;l!ﬂ;rd hz 5;::, nomr. .{l‘r :.l:'n:j m {;I}l offivial dessgnanion 1;?;'2‘4 :‘:8645

WARREN, Gregory W. Facumile No

Syngenta Biotechnotogy, Inc. 919-541-8689

3054 Cornwallis Road Telepnnter No.

Research Triangle Park, North Carolina 27709

United States of America AgenTsregistmbon Na with the Ofhice
48,385

D Address for correspondence: Mark this check-boa where no sgent or common 1epresentative whas been appoiated snd the
space sbove 1s used insiesd to mdicate a special sddress to whach conespondence should be senl

Box No.IV BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Statement concerning amendments:*

1. The applicant wishes the international prelminary examinatian i siart on the basis of:
m the miemanons)] application as ongnally filed
the descnption as ongmally filed

as smended under Arucle 34

as ongmnally filed
as amended under Artxcle 19 (together with any accompanying suiement)
as amended under Aricle 34

the claims

a5 origunally filed
as amended under Article 34

the drawings

00 000 00O

D The applicant wishes any amendment to the elaims under Anicle 19 10 be congidered as revened.

D Where the IPEA wishes 10 sun the nternaniona] prelimimary exarminanon at the same nme ss the intermnanonsl search in
accordance with Rule 69.1(b), the applicant requests the IPEA 1o postpone the sl of the mtermational prelimunary
cxaminalion until the expirstion of the applicable time Jimit under Rule 69 1(d). .

4 D The applicant expressly wishes the inemational prelimmary examination to start esrller than at the espiration of the

applicable ume hmit unda Rule 545 1{a)

bl

*  Where no check-box is marked, iniemauonal preliminary exampation will sart on the basis of the intemational applhication
a5 origimally filed or, where a copy of amendments 1o the clnms under Arncle 19 and/or smendmenis of the inlernational applicaton
under Article 34 are received by ihe Iniemationa) Preliminary Examimng Autharity before it s begun 1o draw up a wnnien omnion
o1 the inicrmanonal prehnunary exammation reporl, as 56 amended

Langusge for the purposes of Internations] preliminsry examination: English ... .... fer e e eeeaiiaeees aeaaas
m which is the language in which the imiernational application was filed.
D which is the langusge of s transistion fumished for the purposes of iniernational search.
D which is the langusge of publication of the internationat application.
D which is the langusge of the translation (10 be) fumished for the purposes of intemational preliminary examination.

Box No.V ELECTION OF STATES

The filing of this demand constituies the election of all Contracting Siates which are designated and are bonnd by Chapier 11 of the
PCT.

Forin PCT/IPEA/40] (second sheet) (April 2005) See Notes 10 the demand Jorm



SheatNo @ Internunonal applicavon No °
t]
PCT/AUS05/04790
Box No. V] CHECK LIST
The demand s accompanied by the following elements, in the lanpuage refigved 10 m For Interoanonal Prelimiman
Rox Na IV, for the purposes of niemauonal prelimmary examination Examunng Authonty use only
reeaved net reueived
| menslabon of internations] application shees D D
2 amendments under Arhcle 34 sheels D D
) copy (or, where required, mansistion) of
amendments under Article 19 : sheets D G
4 capy (o1, where requized, gansiation) of
sutement under Article 19 . sheets D ]
5 lene : sheen D D
§ other frpecify) Credit card form : 7 sheens D D
The demand is also sccompanied by the 1lem(s) masked below
1 fez calculation sheet 5 [] stuiement explaramg lack of signamre
2. D ongmnal separaie power of silomey é D sequence hsung in clectromc form
3 D onpnal general powes of stiomey ? D isbles 1n clectronic form relsted 1o
4 [7] copy of general pow & of anomey sequence litiog
el P . 8. other fspecify

reference number, if any

Box No. VII SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Next tu cack signaiwre, aniicote the nowe nf e person sigring aml the copacity m which the perion Jigru {if suth cupecsy o rl vbesors from reashing dhe deseamd)

Lot Wose

Registration Number 48,385

For [niemauonal Prelimunary Examining Aothonty use only

1 Dare of actual receipt of DEMAND.

2 Adjusted date of receipt of demand due
to CORRECTIONS under Rule 60.1(b)

3. D The date of receipt of the demand 15 AFTER the 6. D The date of recespl of the demand is AFTER the
expiration of 19 monihs from the pnonty dee and expration of'the ime limil under Rule 54545.1(2) and
nem 4 or 5, belaw, doey pot apply. stem 7 or §, below, does not apply.

(-] Theappiicant bas beea informed accardingly 7. [[] Thedstcofreceptolts demandis WITHIN ke ime
limit undes Rule S4bis.1(a) as exiended by virtue of

4 D Thedate of receipt of the demnand is WITHIN (hetime Rule 80.5.
lizait of 19 manths from the priority daie a8 exiended
by virtue of Rule 80 5 ] D Although the date pf recespt of the demand is sfier the
5 D Although the date of receipt of the demand is after the expiration af the time Limit undex Rule 544is 1{n), the
expiration of 19 months from the pnonty date, the delay in amval is EXCUSED pursuant o Rule 81.

dely in arrival is EXCUSED pursuani 10 Rule 82,

For lniermational Bureau use only

Demand received from IPEA on'

Form PCT/IPEA/AQL (last sheet) (April 2005) See Notes 1o the demand form



SUPERINTENDENCIA OF INDUSTRIA Y \6
Rad: 06-085570- -00000-0000
: 2008-08-22 14:3305 Dep. 2020 NUECREACIONE

Foe:
Ta. i1 PATEHTEI'I'II

AE:t. 4?1 PRESENTACION . Follos; 158
ANQusIna y wmerdo

SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION H/ MODELO DE UTILIDAD [ }
¢ Indicacién de que se solicita la concesion de una patente (1,
4 Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [(
@ Descripcién de la invencion [A/
¢ Dibujos de ser estos pertinentes [,V
¢ Comprobants de pago de las tasas establecidas
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

DISERNO INDUSTRIAL [ ]

¢ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio industrial {1

¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]

¢ Representacion gréfica y fotografica det Disefio Industrial 0 ‘muestra del 1]
material que Incorpora el disefio

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [}

COMPLETA [ ] - INCOMPLETA | ]

ESQUEMA DE TRAZADO { ]

4 Indicacidn de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

¢ Datos de identificacion del solicitante o de ia persona que presenta la solicitud
¢ Representacion grafica del esquema trezado .

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas

—— gumny pEmny peemy ey

]
]
]
]
]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA
A
¢
Firma ReTov( aple
Fecha) 20~ N <ef zcog Carrere 13 No. 27-00 Plso 5, 7 y 10
Conmutador: 38208 40
_ Fex: 350 5220
E-mall: [ifof@slo.gov,co
www.slc.gov.co

Bogoté, D.C., Colombla




REPUBLICA DE COLOMBIA ’7‘

SUPERINTENDENCIA DE IMDUSTRIA Y COMERCIO \6
Bogoté,
2020
Doctor {a)

ESCOBAR URIBE JIMENA
Apoderado(a) y/o Representante de
SYNGENTA PARTICIPATIONMB AG

REFERENCTA Radicacién No. 6 95570
Solicitud internacional PCT/U8B2005/004790
Facha inicio fase naclonal 25/10/2006

Trémite 11
Evento 379
Actuaciém

Oficio No. v 0 04104 2 7 0

Camo resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decigifm 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperaclifn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le commica que:

1. 81 fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccién de los anexos del
reporte de examen preliminar intermacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. La 8olicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486.

En cumplimiento de 1lo dispueasto por el articulo 39 de la Decisifm 486, ee le
requierse para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente emunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente regquerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perderd su prelacién.

Notifiquese el
e), del capit

benoficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
defl titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

anterior jequarimito " fue notificado por fljacién en lista de

adpatl 15 Dic, 2005




