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DIRECTOR DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. S. D.

REF: Expediente No. 07.136194- solicitud de patente de invencion a
favor de MONSANTO TECHNOLOGY LLC Titulo EVENTO
MON89788 DE SOYA Y METODOS PARA LA DETECCION DEL
MISMO

RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, portador de la tarjeta profesional No. 57.492 del
C.S.)., reasumo como apoderado de la sociedad solicitante dando respuesta al oficio
numero 11164 relacionado con la patentabilidad de la presente invencién y notificado por
fijacion en lista el 27 de Junio de 2012.

Con relacion a las reivindicaciones, nos permitimos modificar la reivindicacién 1 a las
secuencias 1,2,3,4 0 9. Las nuevas secuencias 3 y 4 corresponden a regiones flanqueantes
y las secuencia NO: 9 es la secuencia del inserto transgénico que encierra el ADN
gendmico en donde cada una de estas secuencias comprende las secuencias SEQ ID NO:
1 y 2. Estas modificaciones se encuentran debidamente sustentadas en la figura 1 de la
presente solicitud. Adicionalmente, la nueva reivindicacion 1 ha sido modificada para
indicar una molécula de acido nucleico en lugar de una secuencia de &cido nucleico.

Con relacion a las excepciones de patentabilidad, hemos eliminado las reivindicaciones en

cuestion.

No compartimos la objecidn de su despacho segln la cual la descripcién no presenta
informacion suficiente los productos alimenticios (...). Especificamente la descripcidn

establece lo siguiente:
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“Otro aspecto de la invencidn es una planta de soya, o semilla o producto
derivado de una planta o semilla que comprende el evento MON89788, en donde el
ADN gendmico cuando se aisla de la planta de soya, o semilla, o producto produce
un amplicon en un método de amplificacion de ADN que comprende SEQ ID NO: 1
0 SEQ ID NO: 2”.

"Otro aspecto todavia de la invencién es una planta de soya, o semilla, o producto
derivado de una planta o semilla que comprende MON89788, en donde el ADN
genodmico cuando se aisla de la planta de soya, o semilla, 0 producto produce un
amplicon en un método de amplificacion de ADN, en donde las moléculas de
cebador de ADN SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6 se usan en el método de
amplificacion de ADN",

“Aun otro aspecto de la invencién es una planta de soya, semilla, producto, o
mercancia derivada de la planta o semilla, que comprende MON89788, en donde el
ADN gendmico cuando se aisla de la planta de soya, o semilla, o producto produce
un amplicon en un método de amplificacion de ADN, en dondé las moléculas de
cebador de ADN SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8 se usan en el método de
amplificacion de ADN. El producto o mercancia puede comprender, sin limitacidn,
un alimento o producto alimenticio que comprende o se deriva de uno o
mas de los siguientes productos de una planta de soya que comprende el
evento MON89788: lecitina, acidos grasos, glicerol, esterol, aceite
comestible, hojuelas de soya desengrasada, alimentos de soya
incluyendo alimentos de soya desengrasados y tostados, leche de soya
cuajada, tofu, harina de soya, concentrado de proteina de soya, proteina
de soya aislada, proteina vegetal hidrolizada, proteina de soya
texturizada, y fibra de proteina de soya”. (negrilla fuera de texto)

Adicionalmente las figuras 2Ay 2B presentan diagramas de procesamiento de diferentes
tipos de productos de soya.

En vista de lo anterior y teniendo en cuenta los conocimientos basicos de una persona
versada en la materia consideramos que existe el sustento suficiente para reivindicar los
productos alimenticos de la presente invencién. Sin embargo, teniendo en cuenta las
politicas restrictivas de su despacho las reivindicaciones de productos alimenticos han sido

eliminadas.



TEL: (571) 744 22 00
FAX: (571) 742 22 00
www.bc.com.co

» Calle 70 A No. 4 - 41
B R I GA R D BOGOTA - COLOMBIA
PROPIEDAD INTELECTUAL

Con relacion a la definicion del evento MON89788, se ha definido en términos de las
secuencias SEQ ID NO: 1,2,3,4 0 9.

Solicitud divisional

Presentamos a consideracion de su Despacho una solicitud divisional dirigida a las
reivindicaciones 2-5, 11, 22-23.

En cuanto al equipo de deteccién, notamos que es importante para proteger una de las
modalidades de la invencién en donde dicho equipo es (til para identificar ADN del evento
de soya en una muestra y donde se puede aplicar a métodos para la procreacién de
plantas de soya que contienen ADN. Este equipo se encuentra debidamente sustentado en
la descripcién como sigue:

“Los equipos de deteccién de ADN se pueden desarrollar usando las composiciones
descritas en la presente y los métodos descritos o conocidos en la técnica de
deteccion de ADN. Los equipos son Utiles para la identificacion de ADN del evento
de soya en una muestra y se pueden aplicar a métodos para la procreacion de
plantas de soya que contienen ADN. Los equipos pueden contener cebadores o
sondas de ADN que son homdlogos o complementarios a SEQ ID NOs:1-4 y 9 o
cebadores o sondas de ADN homdlogos o complementarios a ADN contenido en los
elementos genéticos transgénicos de ADN, estas secuencias de ADN se pueden
usar en reacciones de amplificacion de ADN o como sondas en un método de
hibridacion de ADN”

Consideramos que la reivindicacion 14 es clara por si misma y en vista de las ensefianzas
de la descripcion.

En cuanto a las reivindicaciones 11,15,18 y 19 notamos que las reivindicaciones 11 y 15
han sido eliminadas. Con relacidn a las reivindicaciones 18 y 19 no vemos como pueden
interpretarse como resultados a alcanzar. La reivindicacién 18 esta dirigida a un método
definido por 3 etapas claramente definidas:

a) Poner en contacto una muestra
b) Realizar una reaccion de amplificacion para producir un amplicén diagndstico y
) Detectar el amplicén diagnostico
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Su despacho sugiere que se deberian indicar los cebadores a emplear y las condiciones
necesarias para llevar a cabo el método de amplificacion. Con relacion a esta sugerencia,
consideramos que seria una restriccion muy excesiva definir el método por etapas
especificas teniendo en cuenta el espiritu de la invencion. Creemos que una persona
versada en la materia estéd en la capacidad de utilizar el método reivindicado en vista de la

totalidad de las ensefianzas de la descripcion.
De la misma manera la reivindicacién 19 define las siguientes etapas:

a) Obtener una muestra de soya y
b) Analizar la muestra para la presencia de una secuencia de ADN del evento

Consideramos que restringir la materia de esta reivindicacién a condiciones especificas
afectaria en gran medida el alcance de la invencién. Como en el caso del método de la
reivindicacién 18 consideramos que el mismo es claro para una persona versada en la

materia en vista de las ensefianzas de la descripcion.

En cuanto a la novedad de la reivindicacién 18 la damos por superada teniendo en cuenta
que se ha especificado las secuencias del evento MON89788.

En cuanto al nivel inventivo de las reivindicaciones 19 y 20 notamos que ninguna de los
antecedentes hacen referencia al evento reivindicado especificamente el evento que
comprende el trasngen revelado en una ubicacidn especifica del genoma ni tampoco
métodos para reivindicar el mismo. Ahora bien, si bien es cierto el estado de la técnica
revela métodos de deteccidn de eventos diferentes al reivindicado pero que comprenden
el inserto CP4 EPSPS, la ubicacién exacta de este trasngen en el genoma de soya que
resulta en el evento reivindicado solamente se describe en la presente invencién por lo
que una persona versada en la materia no habria podido llegar de manera evidente a la
invencion. Esto solamente lo vemos posible mediante un andlisis en retrospectiva en
donde la materia reivindicada sirve como punto de partida para seleccionar secciones
particulares del estado de la técnica para llegar el acido nucleico y al método de deteccidn

reivindicado.
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Particularmente, si una persona versada en la materia utilizara el trasngen CP4 EPSPS
revelado en los antecedentes para transformar plantas de soya, seria practicamente
imposible producir y seleccionar el mismo evento. Para sustentar esta afirmacion,

proponemos el siguiente argumento:

La planta de soya presenta un genoma haploide de un tamafio aproximado de 1,100 MB
equivalente a 1,100 millones de bases. Por lo tanto, asumiendo que Unicamente el 10 %
de dicho genoma fuera adecuado para llevar a cabo una transformacion transgénica se
tendria tan solo una oportunidad de 1 en 110 millones de obtener el evento reivindicado
asi como el método de deteccién del mismo.

Como indicio adicional del nivel inventivo de la presente invencion hacemos referencia a
los efectos inesperados conseguidos con las plantas transgénicas modificadas con el
evento reivindicado. Por ejemplo, las pantas que comprenden el evento de la invencién
MON89788 producen rendimientos mucho mas elevados en comparacion a plantas que
han sido modificadas con otros eventos. Para sustentar este efecto inesperado,
adjuntamos al presente memorial una declaracion de uno de los inventores de la invencion
Nancy Taylor en donde se demuestra el salto sobre el estado de la técnica de la presente
invencion.

En dicha declaracién, las plantas de soya que comprenden el evento reivindicado,
presentaron un incremento del 7 % en comparacion a las plantas de soya reveladas en D1
las cuales comprenden el evento 40-3-2 el cual comprende un trasngen resistente al
glifosato en una ubicacion diferente en el genoma. Estos dos eventos tanto el de la
invencién como el de D1 presentan antecedentes genéticos similares (A3244) y por lo
tanto, el estudio adjunto representa una comparacién entre lineas isogenicas muy
cercanas (aproximadamente 94 %) de identidad genética en donde la principal diferencia

recae en el constructo transgénico asi como su ubicacion en el genoma de soya.

Lo anterior permite concluir sin discusion alguna que el incremento en el rendimiento de la
planta de soya con el evento reivindicado puede atribuirse precisamente al evento
novedoso e inventivo de la invencion pero de ninguna manera a alguna diferencia en los
antecedentes gendmicos de la soya.
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Como sustento adicional del excelente rendimiento obtenido con las plantas de la
invencion, tenemos el del ejemplo 3 de la solicitud US 60/685,584 (adjunto al presente
memorial) que es la solicitud prioritaria de la presente invencién. En dicho ejemplo el
evento 40-3-2 produjo un rendimiento de 60.7 Bu/acre mientras que el evento
reivindicado produjo un rendimiento de 65.6 bu/acre lo cual demuestra un claro

incremento de 8 %.

En este orden de ideas, los métodos para detectar el evento especifico de la presente
invencion son novedosos e inventivos. Especificamente, serfa practicamente imposible
disefiar cebadores o iniciadores apropiados (primers) para identificar la presencia del

evento reivindicado sin tener conocimiento del sitio de insercion especifico.

Contrario a lo afirmado por su despacho en el oficio técnico, el simple conocimiento de la
secuencia del inserto revelado en D1 y D2 no seria suficiente para producir los cebadores
o iniciadores necesarios requeridos para identificar la presencia del evento reivindicado

mas aun sin conocer el sitio de insercion especifico.

Asi, a la hora de disefiar un par de cebadores o iniciadores que sean (tiles para la
deteccion de un evento, uno de dichos iniciadores debe disefiarse para que corresponda
con la secuencia gendmica flanqueante del sitio de insercién. Es asi como el disefio de un
método diagndstico de la presencia de un evento especifico requiere de un profundo
conocimiento del sitio de empalme en donde el DNA insertado se une al DNA gendmico.

En este orden de ideas, el disefio de un cebador o iniciador seria imposible sin conocer el
sitio en donde ocurre la insercidn, o las secuencias del ADN gendmico flanqueante o las
secuencias del sitio de empalme.

En consecuencia, el disefio de los métodos reivindicados implica actividad inventiva
mediante el uso de cebadores especificos. Consideramos que el conocimiento general de
dichos métodos de deteccidn de eventos no es suficiente para afectar el nivel inventivo del

método reivindicado.

Finalmente, deseamos resaltar que patentes con similar alcance al de la presente
invencién han sido concedidas en Estados Unidos, Ucrania, Nueva Zelanda, Australia,

Rusia y Republica de Corea.
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En vista de lo anteriormente expuesto, respetuosamente solicitamos el retiro de las
objeciones de la presente solicitud y la concesion del privilegio solicitado, ya que en
opinion del solicitante cumple con todos los requisitos establecidos en la decision 486.

Del sefior director,

o A

AN PABLO CADENA SARMIENTO
T.P. No. 57.492 del C.SJ.
C.C. 80.410.337 de Usaquén
Calle 70 A No. 4 - 41



REIVINDICACIONES

1.- Una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de

SEQID NOs:1,2,34009.

2.- Una molécula cebadora polinucleotidica de ADN que comprende
al menos 11 nucleétidos contiguos de SEQ ID NO: 3, o su complemento que es
util en un metodo de amplificacion de ADN para producir un amplicon diagnéstico
para el evento MON89788 definido mediante las secuencias SEQ ID NOs: 1, 2,3,4

09.

3.- Una molécula cebadora polinucleotidica de ADN aislada que
comprende al menos 11 nucledtidos contiguos de SEQ ID NO: 4, o su
complemento que es util en un método de amplificacion de ADN para producir un
amplicon diagnostico para el evento MON89788 definido mediante las secuencias

SEQID NOs: 1,2,340 9.

4.- Un ‘equipo de deteccién de ADN especifico para el evento
MONB89788 definido mediante las secuencias SEQ: 1,2,3,4 0 9 que comprende al
menos un acido nucleico que comprende 11 o mas nucledtidos contiguos

homologos o complementarios a SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4.

3.- Un método para detectar la presencia de ADN correspondiente al
evento MONB89788 de soya definido mediante las secuencias SEQ ID NOs: 1,2,3,4
0 9 en una muestra, el método comprendiendo: (a) poner en contacto una muestra

que comprende ADN de soya con un conjunto de cebadores, que cuando se usan



‘en una reaccion de amplificacién de acido nucleico con ADN genémico del evento
MONB89788 de soya definido mediante las secuencias SEQ ID NOs: 1,2,3,4 o0 9,
produce un amplicon diagnéstico para el evento MON89788 de soya definido

mediante las secuencias SEQ ID NOs: 1,2,3409;y

(b) realizar una reaccion de amplificacion de acido nucleico, produciendo de este

modo el amplicén diagnostico; y (c) detectar el amplicén diagnostico.

6.- Un método para detectar la presencia de un &cido nucleico
correspondiente al evento MON89788 definido mediante las secuencias SEQ ID
NOs: 1,2,3,4 0 9 en una muestra, el método comprendiendo: (a) obtener una
muestra de ADN de soya; y (b) analizar la muestra para la presencia de una
secuencia de ADN del evento MON89788 definido mediante las secuencias SEQ

IDNOs: 1,2,3,4009.

7.- El método de conformidad con la reivindicacién 6, caracterizado
ademas porque el analisis de fa muestra de ADN comprende la deteccidn de la
presencia de la secuencia de acido nucleico de al menos una de SEQ ID NO: 1 o

SEQ ID NO: 2, o sus complementos.
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haplotype C8W6HS and the relative affect of these haplotypes measured as illustrated in

Table 2. This represents the predicted population change in mean value for the trait listed

if the haplotype was fixed in the germplasm, everything else staying the same.

Example 3

Comparison of the yield of glyphosate tolerant soybeans events having mapped T-type

genomic regions relative to the parent line conversion with 40-3-2 transgene insert.

The inventors of the present invention have discovered that a line comprising the

19788 T-type genomic region in its genome has an improved yield than the line
comprising the previous 40-3-2 T-type genomic region. This was demonstrated in

replicated field trials including yield data collected from seventeen locations in the

United States. A3244 (US5,659,114, ATCC 97549) is an elite soybean germplasm from

Asgrow (Monsanto, St Louis, MO) that was used as the parent line for transformation to

generate the new glyphosate tolerant soybean events 17194, 17426, 19703, and 19788.

For the purpose of comparison the A3244 was converted to glyphosate tolerance by line

_conversion with a line containing the 40-3—2__T-typé genomic region to produce _
A3244RR. The results of the yield study showed that A3244RR yielded an average of
60.7 bu/acre, 19788 an average of 65.6 bu/acre, 19703 an average of 65.7 bu/acre, 1742

an average of 65.3 bu/acre, and 17194 an average of 65.8 bu/acre. The four new lines

have an approximate yield advantage of 5 bu/acre over the same genotype with the
introgressed 40-3-2 T-type genomic region (A3244RR). The increase in yield of the
lines with the four new events over the 40-3-2 T-type genomic region is due in part to
haplotype § identified in Table 2.

This result demonstrates that the haplotype genome region associated with
transgene insertions have measurable phenotypic effects on the lines in which they are
introgressed. In particular, the lines with events 17194, 17426, 19703 and 19788 are
improved with respect to yield over the 40-3-2 event. The haplotype regions associated
with each of the T-type genomic regions of these events have their own value in the

soybean germplasm and in a soybean breeding program.

6
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Example 4

Use of glyphosate for disease control with soybean event MON19788. The
present invention provides a method for preventing a disease in a soybean plant
comprising identifying a soybean plant as being at risk of disease caused by a pathogen,
the soybean plant identified as event MON19788 comprising haplotype 1 in a T-type
genomic region, the transgene of the region encodes a polypeptide that confers plant
tolerance to glyphosate; and applying a composition having glyphosate to the soybean
plant, whereby the disease is prevented in the soybean plant.

Application of glyphosate compositions to foliage of plants is preferably
accomplished by spraying, using any conventional means for spraying liquids, such as
spray nozzles or spinning-disk atomizers. Compositions of the present invention can be
used in precision farming techniques, in which apparatus is employed to vary the amount
of exogenous chemical substance applied to different parts of a field, depending on
variables such as the particular plant species present, plant growth stage, soil moisture
status, etc. In one aspect of such techniques, a global positioning system operated with

the spraying apparatus can be used to control application of the composition in desired

amounts to different parts of a field.
A glyphosate composition is preferably dilute enough to be readily sprayed using
standard agricultural spray equipment. Suitable application rates for the present invention
vary depending upon a number of factors, including the type and concentration of active
ingredient and the plant species involved. Useful rates for applying an aqueous
composition to a field of foliage can range from about 25 to about 1,000 liters per hectare

(I/ha), preferably about 50 to about 300 I/ha, by spray application.

A deposit of Monsanto Technology LLC, soybean seed 19788 disclosed above
and recited in the claims, has been made under the Budapest Treaty with the American
Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110.
The ATCC accession number is PTA-xxxx. The deposit will be maintained in the

depository for a period of 30 years, or S years after the last request, or for the effective

37
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in the name of MONSANTO TECHNOLOGY, LLC

For: Soybean cvent MON89788 and methods for detestion thereof

DECLARATION OF NANCY TAYLOR

* By this declaration, ], Nancy Taylor, hereby attest to the following;

1. That I am an inventof of the above-captioned patent application, the ownership of

which is assigned to Monsanto Technology, LLC.
2, That I worked to create transgenic event MON89788.

3 That I have reviewed end am familiar with the document titled “MON89788 Event
Selection Process”, filed concurrently with this Declaration. It is my recollection and
usderstanding that this document accurately reflects the creation and selection of the

MONRB9788 Event.

In witness thereof, I sign this affidevit in SE. _Lowrs  Missouri USA, this
2 day of Febraary of two thousand and twelve, '

Date; _o2/u2¥ /20002

(j {$ignatiire of the Inventor]

NOTARIAL CERTIFICATE

UNITED STATES OF AMERICA )
STATE OF MISSOURI ) SS.
COUNTY OF ST. LOUIS )

Pagelof2
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1

In St. Louis, Missouri, United States of America, on Februaryﬂ_;{ 2012, before me Notary '
Public personally appeared Nancy Taylor, who proved to me on the basis of satisfactory
evidence to be the person who subscribed to the within instrument and its Schedule A titled
“MON89788 Event Selection Process” hereto, and acknowledged to me that he executed the
same in his authorized capacity of inveneor‘ of the MON89788 Event proprietary of Monsanto
Technology LLC, and that by her signature on the instminent Nancy Taylor, employee of

Meonsanto Company, executed the instrument,

GRACEEL. WiLLIAMe.
My Commission Expir.
July 9, 2013
S1. Lovis County
Commission #03403322

Notarial Seal)

Page 2 of 2
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MON89788 Event Selection Process

This Is a brief summary of the event selection process for the MON89788 event. Su mmarized is
the production and analysis of thousands of soybean plants representing hundreds of individual
events over six years through the rigorous molecular, phenotypic, and field tests that were
required for the ultimate selection of the commercial soybean event MON89788.

Expression Cassette Selection

At the beginning of this project, little was known about how to achieve optimal CP4-EPSPS
transgene expression in transgenic soybean plants. A first-generation Roundup Ready® soybean
event, 40-3-2, had already been produced and was commercially available. The challenge was to
produce a second-generation Roundup Ready soybean event with superior properties. In order to
produce such an event, studies were first required to identify transformation methods, genetic
elements, and expression cassette configurations that would be useful for achieving optimal CP4-
EPSPS transgene expression in transgenic soybean. To do this, 32 different plant transformation
vectors were constructed for testing in planta. These 32 vectors contained different
combinations of two different chioroplast transit peptides (CTP), two different CP4-EPSPS coding
sequences (native or codon-optomized), and 32 different enhancer/promoter/leader/intron
expression-regulation elements as well as double- and single-transgene expression cassette
configurations, The 32 vectors were each an individual, unique combination of genetic elements
and expression cassette configuration.

Event Generation

Transgenic soybean events were then produced from the 32 different plant transformation
vectors in four separate transformation phases. Transformation was into the elite soybean
germplasm Asgrow soybean variety A3244,

In Phase I, seven vectors were used for transformation. Each of the seven vectors had different
combinations of two different CTP elements with two different CP4-EPSPS coding sequences as
double- and single-transgene expression cassette configurations. Two different transformation
methods, particle bombardment and Agrobacterium-mediated transformation, were also tested.

In Phase Il, Phase lIl, and Phase IV, twenty-five vectors were used for transformation. The twenty-
five vectors varied by the expression-regulation elements driving the expression of the CP4-EPSPS
coding sequence, e.g., leaders, promoters, enhancers, and/or introns. The same CTP and codon-
optimized CP4-EPSPS coding sequence was used in all 25 constructs and Agrobacterium-
mediated transformation methods were used.

Initial Event Screening and Selection : ,

Following transformation, several thousand explants were generated for each of the individual
vectors. Shoots, each representing an individual transformation event, were generated from the
explants. For example, for 21 of the vectors data are presented in

Table 2 showing the number of explants and shoots produced for each vector. Transformation
efficiency, l.e. the number of shoots produced per total number of explants produced, ranged
from 0.24% to 2.43%. :

Pagelof 6
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Over 900 RO plants were grown from the shoots and tested for insert copy number. Each RO plant
was tested by TagMan® analysis to select for events with one or two insert copies as highest
priority for advancement. The RO plants were selfed and plants that set seed were then advanced
(see

Table 1).

R1 seed from approximately 500 events was collected and planted for greenhouse analysis
including phenotypic analysis, glyphosate vegetative tolerance testing, and leaf sampling for
biochemical and molecular analysis. The R1 event plants were sprayed at the V1 stage with
glyphosate at a rate of 1.5 Ib ae/acre to determine vegetative tolerance. An enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) was performed to determine the level of CP4-EPSPS expression in
each R1 event. The CP4-EPSPS ELISA analysis was used to select three positive and three negative
(isoline) events for further analysis in field trials for each event advanced. Molecular analysis at
R1 also included TagMan analysis to determine zygosity/copy number and polymerase chain
reaction (PCR) analysis to determine the intactness of the insert.

Using the vegetative glyphosate tolerance greenhouse testing, phenotypic analysis, and
molecular characterization, from the initial 500 independent R1 events, 158 events were selected
for advancement to first year field trials.

First year field trials
First year field trials were conducted with 158 independent R2 events. For each event, 3
homozygous and 3 negative isolines were tested. For each event, one field location was used for
seed increase only. A second field location was used to determine vegetative and reproductive
glyphosate tolerance. For this assessment, the events were planted in a split plot design, 2 row
plots per entry (5 feet) and one replication. The spray regimen included these three treatments:
[1] Unsprayed; [2] Glyphosate at 0.75 Ib acid equivalence (ae)/acre at stage V1 followed by (fb)
glyphosate at 1.5 Ib ae/acre at stage R1 (flowering); and [3) Glyphosate at 0.75 Ib ae/acre at stage
V1 followed by (fb) glyphosate at 3.0 Ib ae/acre at stage R1 (flowering). (Label rate for glyphosate
Is @ maximum single application of 1.5 Ib ae/acre and maximum in crop use not to exceed a total
of 2.25 Ib ae/acre.) Field observations for glyphosate tolerance included percent chlorosis and
percent necrosls at 5, 14, and 30 days after treatment (DAT) and pod set. Agronomic
observations taken during R2 field trials were seedling vigor, percent emergence, plant height,
lodging, maturity, and yleld. In addition to the phenotypic and tolerance measures from the R2
field trials, biochemical and molecular analyses were performed on each event. Western blot
analysis of extracts prepared from leaf and seed was performed to confirm correct processing of
the CP4-EPSPS protein. Southern blot analysis was performed to confirm single copy insert and to
, check for absence of vector backbone. Events were also assessed for normal pod set (i.e. equal to
the commercial comparator), no phenotypic effects due to glyphosate spray (i.e. chlorosis, ’
necrosis, growth reduction), no obvious agronomic issues, normal segregation, and single versus
double cassette.

The field, molecular, and biochemical data for each of the R2 events were analyzed and used to
select 28 events from the original 158 R2 events for advancement to second year field trials.

Second year field trials
Field trials were conducted with 28 R3 events to assess agronomic performance and trait
efficacy. A split.plot design was used, with a 2 row plot per entry (12 feet), 9 entries (6 events
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and 3 positive (40-3-2) controls, 2 replications. The glyphosate treatments included: [1] No
treatment, (2] 0.75 lb ae/acre at V3 fb 0.75 Ib aefacre at R1, {3] 1.5 Ib ae/acre at V3 fb 3.0 Ib
ae/acre at R1, and [4] 1.5 Ib ae/acre at V3 fb 3.0 Ib ae/acre at R4 (pod set). Field observations for
glyphosate tolerance included percent chlorosis and percent necrosis at 5, 14, and 30 days after
treatment (DAT) and pod set. Agronomic observations taken during R3 field trials were seedling
vigor, percent emergence, plant height, lodging, maturity and yield. Detalled biochemical and
molecular analyses were conducted on events that passed vegetative and reproductive
glyphosate tolerance criteria. Western blot analysis of extracts prepared from leaf and seed was
used to assess correct processing of the CP4-EPSPS protein. Quantitative ELISA was used to
measure the CP4-EPSPS expression level. Southern blot analysis was used to confirm single insert
and single copy of the CP4-EPSPS cassette, absence of backbone, 3’ UTR, and promoter
intactness. PCR analysis was done to determine 5 and 3/ flanking sequence at the insertion site.

A second glyphosate tolerance R3 field trial was conducted on a subset of the R3 events. These
efficacy trials were conducted using a split plot design, at 4 locations with 2 row plot per entry
(15 feet), 4 replications. The glyphosate treatments included: [1] No treatment, [2] 1.5 Ib ae/acre
atV1fb 1.5 Ib ae/acre at R1, [3) 2.25 Ib ae/acre at V1 fb 2.25 Ib ae/acre at R1, [4) 3.0 Ib ae/acre
at V1 fb 3.0 Ib ae/acre at R1 (pod set), and [5] 3.0 Ib ae/acre at R4. Field observations included
percent chlorosis and percent necrosis at 5, 14, and 30 days after treatment (DAT) and pod set,
Agronomic observations taken during R3 field trials were seed ling vigor, percent emergence,
flowering date, maturity date, plant height, lodging, shattering, seed moisture at harvest, and
yleld, '

The agronomic and efficacy field trial data and the molecular and biochemical data were
analyzed and used to select five events (representing 2 constructs) for advancement from the
original 28 R3 events. Of these five events, four lead events were then chosen for third year field
testing.

Third year fleld trials .

Agronomic field trials were conducted using the four lead events at 25 locations, which gave a

* 75% confidence to detect 5% yield difference at alpha 0.05. One location was dropped due to
harvesting error. The four events plus their negative isolines, the parental variety, and
commercial check (event 40-3-2) were included in the trials. The trial design was split plot with 2
replications, the plots were 2 rows (12 foot) with approx 8 seeds planted/row foot. Since these
were agronomic trials, there was no glyphosate spray. Production and management practices
were similar to those predominantly in the geographic area in which each trial was grown. Plots
were managed aggressively for pest control. Plots were maintained weed free. The data collected
included seedling vigor, percent emergence, flowering date, maturity date, plant helght, lodging,
shattering, seed moisture at harvest, and yleld.

Herbicide tolerance field trials were conducted using the four lead events at 19 locations (75%
confidence to detect 5% yield difference at alpha 0.05). The glyphosate (Roundup UltraMAX™)
treatments included: [1] No treatment, {2] 1.5 Ib ae/acre at V3 fb 3.0 Ib ae/acre at R1, {3] 3.0 tb
ae/acre at V3 fb 3.0 Ib ae/acre at R1, [4] 1.5 Ib ae/acre at V3 fb 3.0 Ib ae/acre at R4, and [5] 3.0 Ib
ae/acre at V3 fb 3.0 Ib ae/acre at R1fb 3.0 Ib ae/acre at R4. The trial design was split plot with 2
replications, the plots were 2 rows (12 foot) with approx 8 seeds planted/row foot. Phenotypic
data which was collected included seedling vigor, percent emergence, flowering date, maturity
date, plant height, lodging, shattering, seed moisture at harvest, and yield. Based on phenotypic
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response (chlorosis and necrosis made at 7, 14, and 21 DAT) the response of the events to
glyphosate spray was similar to commercial checks. At several locations, R1 and R4 glyphosate
spray induced some “yellow flash” across all entries. Yield at all glyphosate treatments for all
events tested in R4 field testing was equivalent to untreated control. In total, there were over
1000 total observations taken for both chlorosis and necrosis in these R4 efficacy field trials, and
of these 292% of the observations were at a level of <10% chlorosis or necrosis, which was not a
statistical difference.

Detailed molecular analysis of the four lead events was conducted and included southern blot
analysis to determine insert number and copy number, absence of backbone and cassette
intactness, and complete cassette insert sequence analysis, flanking sequence analysis, and
northern blot analysis for RNA transcript (CP4). ELISA analysis showed stable CP4-EPSPS

expression in numerous tissues (leaf and seed) at various stages (V3, R1, R4, and maturity) tested
throughout the growing season.

Based on R4 agronomic and efficacy field trials and molecular analysis for the four lead events,
two events (MON89788 and one backup event) were advanced for regulatory work and trait
introgression.

Subsequent analysis confirmed that the MON89788 event showed no agronomic differences
compared to the negative isoline and to the parental line and no significant difference in 3 out of
4 off-label glyphosate treatments at 17 of the 19 locations tested. The MON89788 event also had
a clean molecular profile. Using the multi-year, multi-location field testing data and the extensive
molecular analysis results, the MON89788 event was selected as the lead event based on its
superior phenotypic characteristics and the characteristics of the inserted genetic material.

Comparison of the MON89788 event with the 40-3-2 event

The MON89788 event was created as a second-generation glyphosate-tolerant soybean to
provide enhanced yield potential relative to the first-generation product, event 40-3-2. Although
the MON89788 event produces the same CP4-EPSPS protein as the 40-3-2 event, the MON89788
event Is a distinct and unique event with superior properties. The insert DNA in the MON89788
event is different from the insert DNA in the 40-3-2 event. The genomic location of the insert is
also different between these two events. Field experiments with MON89788 were conducted in
2001 to 2005 throughout the U.S. soybean growing regions. Results from multisite field trials
during 2004-05 demonstrated that MON89788 could produce up to 7% more soybean seed than
Roundup Ready soybean {event 40-3-2) in similar genetic background and grown under similar
environmental conditions and management. In comparison, the U.S. soybean yield increase
averaged 0.4 bushels per acre per year according to regional yield trends from 1960 to 2004
(USDA-ERS, 2005). This increase in yield is equivalent to 1% yleld gain per year based on national
average of 40 bushels per acre. Therefore, using varieties containing MON89788 is likely to
enhance soybean yields and provide more economlc benefits to the growers compared with
using event 40-3-2. In addition, MON89788 is equivalent to Roundup Ready soybean in its
tolerance to Roundup herbicide under the current label rate, which will provide the same weed
control benefits as the Roundup Ready soybean.
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Vector [ E-P-L| | CTP| CP4-EPSPS | #RO #R1 #R2 #R3 | #R4
Vegetative | Reproductive
Spray Spray
1 A b N 38 34 8 0
2 B a co 52 30 4 0
- 3 c b N 54 54 26 0
E 4 D a N 21 21 0 0
al s E aa| CO,CO 48 25 7 3 3
6 F a,a Co,co 19 9 2 0
7 G ab N,CO 35 35 9 0
8 H a co 5 1 0 0
_ 1.9 | a co 29 29 0 0
v | 10 J a co 56 52 7 0
§ 11 K a co 8 7 2 1
12 L a co 10 7 0 0
13 | MON89788 | a ) 72 72 41 2n | 2
14 M a co 5 3 0 0
15 N a co 124 43 4 3
16 0 a co 1 0 0 0
R P a co 19 10 5
5| 18 Q a co 21 5 0 0
8 19 R a co 55 27 2 0
[ 20 s a co 23 5 0 0
21 T a co 41 26 10
22 u a co 12 5
23 Vv a co 40 10
24 w a co 11 6 4
25 X a co 30 24 15
26 % a co 14 5
> 27 Z a co 8 0
“ | 28 AA a co 0 0
& 29 BB a co 17 19 12
30 cc a co 10
31 DD a co 22
32 EE a CO 14

Table 1: The number of events tested at each stage of the event selection process through R4
testing are given for each of the 32 vectors tested. The Phase of transformation is noted on the

left side. The expression-regulation elements (E-P-L-1), chloroplast transit peptide (CTP), and CP4-
EPSPS version (Native (N) or Codon Optomized (CO)) are noted for each vector.
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Vector - E-P-L: Explants | Shoots TE
3 c 11594 56 0.48%
1 A 13405 38 0.28%
8 H 2959 7 0.24%
9 ] 7029 20 0.28%
10 J 3437 61 1.77%
14 M 3092 5 0.16%
2 B 15691 64 0.34%
11 K 10603 27 0.25%
12 L 3125 8 0.26%
4 D 2826 22 0.78%
5 E 2422 26 1.07%
6 F 9680 19 0.20%
7 G 2478 35 1.41%
17 P 5903 26 0.44%
13 MON89788 9545 109 1.14%
15 N 16148 130 0.80%
23 v 5911 144 2.43%
18 Q 5842 21 0.36%
20 S 6245 26 0.42%
21 T 5746 97 1.69%
19 R 5891 60 1.02%

Table 2: The number of explants and shoots produced for 21 of the expression-regulation
elements (E-P-L-1) tested from Table 1 are provided. Explants are the number of total explants
produced from transformation; Shoots are the number of events which were transferred for
growth from the explants; TE is the transformation efficiency.
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EVENTO MON89788 DE SOYA Y METODOS PARA LA DETECCION DEL
MISMO

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama prioridad de la Solicitud Provisional U.S. No.
60/685,584, presentada el 27 de mayo de 2005, cuya descripcion total es

incorporada por tanto para referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un evento de transformacion de
soya transgénica novedoso y distintivo, designado como MONB89788, un cultivo de
soya derivado de éste, y partes vegetales, semillas y productos del mismo. La
invencion también se refiere a ensayos para detectar la presencia de una molécula
de ADN especifica para MON89788 en un extracto de parte de la planta o extracto

de la semilla.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La soya (Glycine max) es un cultivo importante en muchas areas del
mundo. Los métodos de biotecnologia se han aplicado a la soya para el
mejoramiento de las caracteristicas agronémicas y la calidad del producto. Una de
dicha caracteristica agronémica importante en la produccion de soya es la
tolerancia a herbicida, en particular, tolerancia al herbicida de glifosato. Un evento
de soya tolerante a herbicida puede ser una caracteristica util para el manejo de
malezas.

N-fosfonometilglicina, también conocida como glifosato, es un
herbicida bien conocido que tiene actividad en amplio espectro de especies
vegetales. Glifosato es el ingrediente activo de Roundup® (Monsanto Co., St.
Louis, MO), un herbicida seguro que tiene una vida media deseablemente corta en
el ambiente. Cuando se aplica a una superficie vegetal, el glifosato se mueve
sistémicamente a través de la planta. Glifosato es fitotoxico debido a su inhibicion
de la trayectoria de acido shikimico, que provee un precursor para la sintesis de
aminoacidos aromaticos. El glifosato inhibe la enzima 5-enolpiruvil-3-

fosfoshikimato sintasa (EPSPS) encontrada en las plantas.



La tolerancia a glifosato se puede lograr por medio de la expresion
de variantes de EPSPS que tienen afinidad mas baja para glifosato y por tanto
retienen su actividad catalitica en presencia de glifosato (Patente de E.U.A. Nos.
5,633,435; 5,094,945, 4535060 y 6,040,497). Las enzimas que degradan
glifosato en tejidos vegetales (Patente de E.U.A. No. 5,463,175) también tienen la
capacidad de conferir tolerancia celular a glifosato. Dichos genes se usan para la
produccion de cultivos transgénicos que sean tolerantes a glifosato, permitiendo
de este modo que se use glifosato para el control efectivo de la maleza con una
minima consecuencia en el dafio del cultivo. Por ejemplo, la tolerancia a glifosato
se ha disefiado genéticamente en maiz (Patente de E.U.A. No. 5,554,798), trigo
(Patente de E.U.A. No. 6,689,880), algodc’m' (Patente de E.U.A. No. 6,740,488),
soya (WO 9200377) y canola (Solicitud de Patente US 20040018518). Los
transgenes para tolerancia a glifosato y los transgenes para tolerancia a otros
herbicidas, por ejemplo, el gen bar (Toki et al., 1992; Thompson et al., 1987;
fosfinotricina acetiltransferasa (DeBlock et al., 1987), para tolerancia a herbicida
de glufosinato) también son Utiles como marcadores que se pueden seleccionar o
marcadores que se pueden marcar y pueden proveer un fenotipo atil para la
seleccion de plantas enlazadas con otras caracteristicas agronémicamente utiles.

La expresién de genes extrafios en plantas se sabe que es
influenciada por su posiciéon cromosomal, probablemente debido a la estructura de
cromatina (por ejemplo, heterocromatina) o la proximidad de elementos de
regulacién transcripcional (por ejemplo, potenciadores) cerca del sitio de
integracion (Weising et al., 1988). Por esta razon, a veces es necesario
seleccionar un nimero grande de eventos con el fin de identificar un evento
caracterizado por expresién 6ptima de un gen introducido de interés. Por ejemplo,
se ha observado en plantas y en otros organismos que puede existir una variacién
amplia en niveles de expresion de un gen introducido entre eventos. También
pueden existir diferencias en patrones espaciales o temporales de expresion, por
ejemplo, diferencias en la expresion relativa de un transgen en varios tejidos
vegetales, que no pueden corresponder a los patrones esperados de los
elementos reguladores transcripcionales presentes en la construccién génica
introducida. Por esta razén, es comun producir cientos a miles de diferentes
eventos y seleccionar aquellos eventos para un evento sencillo que tiene niveles
de expresion transgénica deseados y patrones para propositos comerciales. Un
evento que tiene niveles deseados o patrones deseados de expresion transgénica

es Util para introgresion del transgen en otros fondos genéticos por medio de



cruzamiento de distinto tipo pero de la misma raza sexual usando métodos
convencionales de reproducciéon. La progenie de dichas cruzas mantiene las
caracteristicas de expresion transgénica del transformante original. Esta estrategia
Se usa para asegurar una expresion génica confiable en un nimero de variedades
que se adaptan bien a condiciones locales de crecimiento.

Podria ser conveniente tener la capacidad de detectar la presencia
de un evento particular con el fin de determinar si la progenie de una cruza sexual
contiene un transgen de interés. Ademas, un método para detectar un evento
particular podria ser util para cumplir con las regulaciones que requieren la
aprobacion pre-mercado y etiquetado de alimentos derivados de plantas de cultivo
recombinante, por ejemplo. Es posible detectar la presencia de un transgen por
cualquier método de deteccion de acido polinucleico bien conocido tal como la
reaccion de cadena polimerasa (PCR) o hibridacién de ADN usando sondas de
acido polinucleico. Estos métodos de deteccion generalmente se enfocan en los
elementos genéticos frecuentemente usados, tales como promotores,
terminadores, genes marcadores, etc. Como un resultado, dichos métodos no
pueden ser utiles para discriminar entre diferentes eventos, particularmente
aquellos producidos usando la misma construcciéon de ADN a menos que la
secuencia de ADN cromosomal (“ADN de flanqueo”) adyacente al ADN
transgénico insertado se conozca. Se discute un ensayo de PCR especifico del
evento, por ejemplo, por Windels et al. (1999), que identifico el evento 40-3-2 de
soya tolerante a glifosato por PCR usando un conjunto de cebadores que
expanden la union entre el transgen inserto y ADN de flanqueo, especificamente
un cebador que incluye una secuencia desde el inserto y un segundo cebador que
incluye una secuencia del ADN de flanqueo. Los métodos de deteccion de ADN
especifico del evento de planta transgénica se han descrito también en la Patente
de E.U.A. Nos. 6,893,826; 6,825,400, 6,740,488, 6,733,974 y 6,689,880;
6,900,014 y 6,818,807, incorporadas aqui para referencia de manera integra.

Esta invencion se refiere al evento MON89788 de soya tolerante a
glifosato (también referido como MON19788 o GM_A19788) y a las moléculas de
ADN contenidas en estas plantas de soya que son (tiles en los métodos de

deteccién para la planta y su progenie y tejidos de planta derivados del
MONB89788.



BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn provee un evento transgénico de soya
designado como MON89788 (también referido como MON19788) y su progenie
que tiene semilla representativa depositada con Coleccién de Cultivos Tipo
Americana (ATCC) con No. de acceso No. PTA-6708. Otro aspecto de la
invencion son las células vegetales o partes regenerables de la planta y semillas
del evento MON89788 de soya. La invencién también incluye partes de plantas del
evento, pero no se limita a una célula, polen, évulo, flores, brotes, raices, hojas, y
productos derivados de MON89788, por ejemplo alimento, harina y aceite de soya.

Un aspecto de la invencion provee composiciones y métodos para
detectar la presencia de un ADN transgénico/region de unién genémica de un
evento MON89788 de soya, planta o semilla o productos derivados de partes de
plantas o semilla. Las moléculas de ADN se proveen comprendiendo al menos
una molécula de ADN transgénico/de unién gendémica seleccionada del grupo que
consta de SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2, y sus complementos, en donde la
molécula de unién extiende el sitio de insercion que comprende un ADN
heterdlogo insertado en el genoma de la célula de soya y el ADN genémico de la
célula de soya que flanquea el evento MON89788 de soya en sitio de insercion.
Dichas secuencias de unién pueden, en un aspecto de la invencién, definirse
como comprendiendo nucledtidos 1093-1113 o 5396-5416 de SEQ ID NO: 9,
respectivamente. En otros aspectos de la invencion, las uniones se pueden definir
como incluyendo porciones adicionales del genoma de flanqueo y transgen, por
ejemplo, y se pueden definir como comprendiendo una o mas secuencias segun
se proporciona por los nucleétidos 1073-1113, 1043-1113, 1093-1133, 1093-1163,
1043-1163, 5376-5416, 5346-5416, 5396-5436, 5396-5416, 5396-5466, 0 5346-
5466 de SEQ ID NO: 9. Dichas secuencias y plantas y semillas que comprenden
estas secuencias por tanto forman un aspecto de la invencion.

Se provee una molécula de ADN novedosa que es un transgen de
ADN/region gendémica SEQ ID NO: 3 o su complemento, del evento MON89788 de
soya. Una planta y semilla de soya que comprenden SEQ ID NO: 3 en su genoma
es un aspecto de esta invencion. SEQ ID NO: 3 comprende ademas SEQ ID NO: 1
de manera integra.

De acuerdo a otro aspecto de la invencién, se provee una molécula
de ADN que es un transgen de ADN/region genémica SEQ ID NO: 4, o su
complemento, en donde esta molécula de ADN es novedosa en el evento



MONB89788 de soya. Una planta y semilla de soya que comprenden SEQ ID NO: 4
en su genoma es un aspecto de esta invencién. SEQ ID NO: 4 comprende
ademas SEQ ID NO: 2 de manera integra.

De acuerdo a otro aspecto de la invencion, dos moléculas de acido
nucleico se proveen para usarse en un método de deteccion de ADN, en donde la
primera molécula de acido nucleico comprende al menos 11 0 mas polinucleétidos
contiguos de cualquier porcion de la regién transgénica de la molécula de ADN de
SEQ ID NO: 3 y el segundo acido nucleico es una molécula de longitud similar de
cualquier porcién de una region de ADN gendémico de soya de flanqueo 5’ de SEQ
ID NO: 3, en donde estas moléculas de &acido nucleico cuando se usan en
conjunto son utiles como cebadores en un método de amplificacion de ADN que
produce un amplicon. El amplicon producido usando estos cebadores en el
metodo de amplificacion de ADN es diagnostico para el ADN del evento
MONB89788 de soya. El amplicén producido por los cebadores descritos que es
homélogo o complementario a una porcién de SEQ ID NO: 3 que comprende SEQ
ID NO: 1 es un aspecto de la invencion.

Se proveen de acuerdo a otro aspecto de la invencién, dos moléculas
de acido nucleico para usarse en un método de deteccién de ADN, en donde la
primera molécula de acido nucleico comprende al menos 11 o0 mas polinucleétidos
contiguos de cualquier porcion de la regién transgénica de la molécula de ADN de
SEQ ID NO: 4 y una segunda molécula de acido nucleico de longitud similar de
cualquier porcion de ADN gendmico de soya de flanqueo 3’ de SEQ ID NO: 4, en
donde estas moléculas de acido nucleico cuando se usan en conjunto son Utiles
como cebadores en un método de amplificacion de ADN que produce un amplicon.
El amplicon producido usando estos cebadores en el método de amplificacién de
ADN es diagnéstico para el ADN del evento MON89788. El amplicén producido
por los cebadores descritos que es homélogo o complementario a una porcién de
SEQ ID NO: 4 que comprende SEQ ID NO: 2 es un aspecto de la invencién.

Cualquier par cebador de acido nucleico derivado de SEQ ID NO: 3 o
SEQ ID NO: 4, o SEQ ID NO: 9 o sus complementos, que cuando se usa en una
reaccion de amplificacion de ADN produce un amplicon diagdstico para el tejido
derivado del evento MON89788 de soya, tal como un amplicdn que comprende
SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o cualquier porcién de SEQ ID NO: 9,
respectivamente, es otra modalidad de la invencién. En una modalidad particular,
el par cebador puede consistir de cebador A (SEQ ID NO: 5) y cebador D (SEQ ID
NO: 8).



Otro aspecto de la invenciéon es una planta de soya, o semilla o
producto derivado de una planta o semilla que comprende el evento MON89788,
en donde el ADN genémico cuando se aisla de la planta de soya, o semilla, 0
producto produce un amplicon en un método de amplificacion de ADN que
comprende SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 2.

Otro aspecto todavia de la invencién es una planta de soya, o
semilla, o producto derivado de una planta o semilla que comprende MON89788,
en donde el ADN gendémico cuando se aisla de la planta de soya, o semilla, o
producto produce un amplicén en un método de amplificacion de ADN, en donde
las moleculas de cebador de ADN SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6 se usan en el
método de amplificacion de ADN.

Aun otro aspecto de la invencién es una planta de soya, semilla,
producto, o mercancia derivada de la planta o semilla, que comprende
MON89788, en donde el ADN genémico cuando se aisla de la planta de soya, o
semilla, o producto produce un amplicén en un método de amplificacion de ADN,
en donde las moléculas de cebador de ADN SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8 se
usan en el meétodo de amplificacion de ADN. El producto o mercancia puede
comprender, sin limitacién, un alimento o producto alimenticio que comprende o se
deriva de uno o mas de los siguientes productos de una planta de soya que
comprende el evento MON89788: lecitina, acidos grasos, glicerol, esterol, aceite
comestible, hojuelas de soya desengrasada, alimentos de soya incluyendo
alimentos de soya desengrasados y tostados, leche de soya cuajada, tofu, harina
de soya, concentrado de proteina de soya, proteina de soya aislada, proteina
vegetal hidrolizada, proteina de soya texturizada, y fibra de proteina de soya.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, un método para
detectar la presencia de ADN correspondiente especificamente al ADN del evento
MONB89788 de soya en una muestra se proporciona. Dicho método
comprendiendo: (a) poner en contacto una muestra que comprende ADN con un
par cebador de ADN; (b) realizar una reaccién de amplificacién de acido nucleico,
produciendo de este modo el amplicén, y (¢) detectar el amplicén, en donde dicho
amplicon comprende SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2. Un equipo que comprende
moléculas cebadoras de ADN que cuando se usa en un método de amplificacion
de ADN produce un amplicéon que comprende SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 es
un aspecto adicional de la invencion.

De acuerdo a otro aspecto de la invencién, un método para detectar
la presencia de ADN que corresponde especificamente al ADN del evento



MONB89788 de soya en una muestra se proporciona. Dicho método
comprendiendo: (a) poner en contacto una muestra que comprende ADN con una
sonda que hibrida bajo condiciones de hibridacién rigurosas con ADN genémico
del evento MON89788 de soya y no hibrida bajo las condiciones de hibridacion
rigurosas con un ADN de planta de soya de control; (b) someter la muestra y la
sonda a condiciones de hibridacion rigurosas; y (c) detectar la hibridacion de la
sonda al ADN del evento MON89788 de soya, en donde dicha sonda comprende
SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2. La muestra puede comprender una semilla de
progenie, planta, o parte de la planta que comprende el evento MON89788 de
soya, o cualquiera de los siguientes productos derivados de una planta que
comprende MON89788: lecitina, acidos grasos, glicerol, esterol, aceite comestible,
hojuelas de soya desengrasada, alimentos de soya incluyendo alimentos de soya
desengrasados y tostados, leche de soya cuajada, tofu, harina de soya,
concentrado de proteina de soya, proteina de soya aislada, proteina vegetal
hidrolizada, proteina de soya texturizada, y fibra de proteina de soya. Un equipo
que comprende una sonda de ADN que comprende una molécula de ADN que es
homologa o complementaria a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2, es un aspecto de la
invencion. Un equipo que comprende una molécula de ADN que comprende SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 0 SEQ ID NO: 20, o sus complementos, también es un
aspecto de la invencion.

De acuerdo a otro aspecto de la invencion, se proporciona un método
para producir una planta de soya que tolera una aplicacion de glifosato que
comprende las etapas de: (a) cruzar sexualmente una primera planta de soya
tolerante a glifosato parental que comprende el evento MON89788, y una segunda
planta de soya parental que carece de tolerancia a glifosato, produciendo de este
modo una pluralidad de plantas de progenie; y (b) seleccionar una planta de
progenie que tolera la aplicacion de glifosato. Los métodos de reproduccion
pueden comprender adicionalmente las etapas de cruzar la planta parental que
comprende el evento MON89788 de soya a una segunda planta de soya parental
que también es tolerante a glifosato y seleccionar la progenie tolerante a glifosato
por medio de ADN marcador molecular enlazado de manera genética al fenotipo
tolerante a glifostao encontrado en cada madre.

Otro aspecto de la invencion es un método para controlar las
malezas en un campo de plantas de soya que comprenden MON89788, en donde
dicho método comprende la plantacién de un campo con semilla de soya que
comprende el evento MON89788 dicha semilla representativa depositada como



No de acceso ATCC PTA-6708, permitiendo que dicha semilla germine y el
tratamiento de dichas plantas con una dosis efectiva de glifosato para controlar el
crecimiento de la maleza en dicho campo.

Los aspectos anteriores y otros de la invencion seran mas aparentes
de la siguiente descripcion detallada y dibujos anexos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra la organizacién de la insercidén transgénica en el
genoma de una planta de soya que comprende el evento MON89788.

Las figuras 2A-2B muestran el procesamiento de productos de
consumo de soya.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un evento de transformaciéon de
soya novedoso designado como MON89788 que provee tolerancia a glifosato, y
las partes de la planta y semilla y productos producidos a partir de las plantas,
partes de la planta, semillas, y productos que comprenden el evento. La invencion
provee moléculas de ADN que son novedosas en el genoma de células de soya
que comprenden MON89788 y moléculas de ADN que se pueden usar en varios
métodos de deteccidn de ADN para identificar el ADN de MON89788 en una
muestra. La invencién provee un método para controlar malezas en un campo de
plantas que contienen MON89788 al tratar las malezas en el campo que
comprende plantas que comprenden el evento MON89788 con un herbicida
glifosato.

Las siguientes definiciones y métodos se proporcionan para definir
mejor la presente invencién y guiar a aquellos con experiencia en la técnica en la
practica de la presente invencion. A menos que se indique lo contrario, los
términos son para ser entendidos de acuerdo al uso convencional para aquellos
con experiencia en la técnica relevante. Las definiciones de términos comunes en
la biologia molecular también se pueden encontrar en Rieger et al. (1991) y Lewin
(1994). La nomenclatura para bases de ADN se exponen en 37CFR§ 1.822, se
usa.

Como se usa en la presente, el término “soya” se refiere a glicina

max e incluye todas las variedades de la planta que se pueden procrear con soya.
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Como se usa aqui, el término “que comprende” se refiere a
“incluyendo pero sin limitarse a”.

“Glifosato” se refiere a N-fosfonometilglicina y sus sales, glifosato es
el ingrediente activo de herbicida Roundup® (Monsanto Co.). Tratamientos con
“herbicida glifosato” se refieren a tratamientos con el herbicida Roundup®,
Roundup Ultra®, Roundup Pro® o cualquier otra formulacién de herbicida que
contiene glifosato. Ejemplos de formulaciones comerciales de glifosato incluyen,
sin restriccion, aquellas comercializadas por Monsanto Company como herbicidas
ROUNDUP®, ROUNDUP® ULTRA, ROUNDUP® ULTRAMAX, ROUNDUP® CT,
ROUNDUP® EXTRA, ROUNDUP® BIACTIVE, ROUNDUP® BIOFORCE,
RODEO®, POLARIS®, SPARK® y ACCORD®, todos lo cuales contienen glifosato
como sus sal isopropilamonio; ROUNDUP®, WEATHERMAX (sal de potasio
glifosato), aquellos comercializadas por Monsanto Company como herbicidas
ROUNDUP® DRY y RIVAL®, que contienen glifosato como su sal de amonio; que
se comercializa por Monsanto Company como ROUNDUP® GEOFORCE, que
contiene glifosato como su sal de sodio; y que se comercializa por Syngenta Crop
Protection como el herbicida TOUCHDOWNR®, que contiene glifosato como su sal
trimetilsulfonio. El tratamiento de un campo que comprende plantas de soya
tolerantes a glifosato que comprenden el evento MON89788 con cualquiera de
estas formulaciones de herbicida de glifosato controlaran el crecimiento de Ila
maleza en el campo y no afectan el crecimiento o rendimiento de las plantas de
soya que comprenden MON89788.

Un “evento” transgénico se produce por la transformacion de células
vegetales con ADN heterélogo, por ejemplo, una construccion de acido nucleico
que incluye un transgen de interés, regeneracion de una poblacion de plantas que
resulta de la insercion del transgen en el genoma de la planta, y seleccion de una
planta particular caracterizada por medio de la insercion en un sitio de genoma
particular. El término “evento” se refiere al transformante original y progenie del
transformante que incluye el ADN heterélogo. El término “evento” también se
refiere a la progenie producida por un cruzamiento sexual entre el transformante y
otra variedad que incluye el ADN transgénico heter6logo y el ADN gendémico de
flanqueo. El término “evento” también se refiere al ADN del transformante original
que comprende el ADN insertado y secuencia genomica de flanqueo
inmediatamente adyacente al ADN insertado que podria esperarse se transfiera a
una progenie que recibe ADN insertado incluyendo el transgen de interés como el

resultado de un cruce sexual de una linea parental que incluye el ADN insertado
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(por ejemplo, el transformante original y progenie que resultan de auto-
polinizacidén)y una linea parental que no contiene el ADN insertado.

Una planta de soya tolerante a glifosato se puede procrear por medio
de un primer cruce sexualmente de una primera planta de soya parental que
consta de una planta de soya que se desarrolla de una planta de soya tolerante a
glifosato transgénica que comprende MON89788 o una planta de soya que es una
progenie de la cruza de dicha planta que expresa el fenotipo tolerante a glifosato,
y una segunda planta de soya parental que carece de tolerancia a glifosato,
produciendo de este modo una pluralidad de primeras plantas de progenie; y
después la seleccién de una planta de progenie que es tolerante a la aplicacion de
herbicida de glifosato. Estas etapas pueden incluir ademas el retro-cruzamiento de
la planta de progenie tolerante a glifosato a la segunda planta de soya parental o
una tercera planta de soya parental, después la seleccion de la progenie mediante
la aplicacion con glifosato o por medio de identificacion con marcadores
moleculares asociados con la caracteristica produciendo de este modo una planta
de soya que tolera la aplicacién de herbicida glifosato. Los marcadores
moleculares se pueden usar comprendiendo las moléculas de ADN de union
identificadas en los sitios 5" y 3’ de insercién del transgen en el evento MON89788.

También se entiende que dos diferentes plantas transgénicas se
pueden aparear también para producir descendencia que contiene dos transgenes
exogenos de segregacion independientemente. El retro-cruce a una planta
parental y un cruzamiento de distinto tipo pero de la misma raza con una planta no
transgénica como se describié previamente también se contempla, como es la
propagacion vegetativa. Descripciones de otros métodos de procreacion que son
comunmente usados para diferentes caracteristicas y cultivos se pueden encontrar
en una de las varias referencias, por ejemplo, Fehr, (1987).

Una “sonda” es un acido nucleico aislado al cual se une una etiqueta
detectable convencional o molécula reportera, por ejemplo, un isétopo radioactivo,
un ligando, un agente quimio-luminiscente, o una enzima. Dicha sonda es
complementaria a una cadena de un acido nucleico objetivo, en el caso de la
presente invencion, a una cadena de ADN genémico de una planta de soya que
comprende el evento MON89788 ya sea de una planta de soya o semilla o de una
muestra o extracto de la planta o semilla que incluye ADN del evento. Las sondas
de acuerdo a la presente invencion incluyen no solo acidos desoxirribonucleico o
ribonucleico, sino también poliamidas y otros materiales de sonda que se unen

especificamente a un a secuencia de ADN objetivo y se pueden usar para detectar
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la presencia de aquella secuencia de ADN objetivo.

“Cebadores” son acidos polinucleicos aislados que son fijados a una
cadena de &cido polinucleico objetivo complementario por medio de hibridacién de
acido nucleico para formar un hibrido entre el cebador y la cadena de acido
polinucleico objetivo, y después se extiende a lo largo de la cadena de acido
polinucleico objetivo por medio de polimerasa, por ejemplo, una ADN polimerasa.
Los pares de cebador de la presente invencion se refieren a su uso para la
amplificacion de una molécula de acido polinucleico objetivo, por ejemplo, por
medio de la reaccién en cadena de polimerasa (PCR) u otros métodos de
amplificacion de acido nucleico convencionales.

Las sondas y cebadores generalmente son 11 polinucleétidos 0 mas
en longitud, preferiblemente 18 polinucledtidos o mas, mas preferiblemente 24
polinucledtidos o 30 polinucleétidos o mas. Dichas sondas y cebadores hibridan
especificamente a una molécula objetivo bajo condiciones de hibridacion muy
rigurosas. Preferiblemente, las sondas y cebadores de acuerdo a la presente
invencion tienen identidad de secuencia completa con la molécula objetivo,
aunque las sondas que difieren de las condiciones severas y que retienen la
capacidad para hibridar a secuencias objetivo bajo condiciones muy rigurosas se
pueden disefar por medio de métodos convencionales.

Los métodos para la preparacion y uso de las sondas y cebadores se
describen, por ejemplo, en Sambrook et al. (1989); Ausubel et al. (1992): e Innis et
al. (1990). Los pares PCR-cebador (un conjunto de cebadores) se pude derivar de
una secuencia conocida, por ejemplo, al usar programas de computadora
destinados para aquel propésito tal como cebador (Versién 0.5, © 1991,
Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA).

Los cebadores y sondas basados en el ADN gendmico de flanqueo y
secuencias de inserto descritos aqui (SEQ ID NOs: 1-4 y 9) se pueden usar para
confirmar y, si es necesario, corregir las secuencias descritas por métodos
convencionales, por ejemplo, al aislar la molécula de ADN correspondiente de un
deposito de semilla que comprende MON89788, y determinar la secuencia de
acido nucleico de dichas moléculas. Las moléculas de ADN asociadas adicionales
se pueden aislar del genoma de una célula que comprende MON89788 que
comprende el inserto transgénico y regiones de flanqueo genoémicas, y fragmentos
de estas moléculas se pueden usar como cebadores o sondas.

Las sondas y cebadores de acido nucleico de la presente invencién

hibridan bajo condiciones rigurosas a una secuencia de ADN objetivo. Cualquier
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método de hibridacién o amplificacién de acido nucleico convencional se puede
usar para identificar la presencia de ADN del evento MON89788 en una muestra.
Las moléculas de acido nucleico o sus fragmentos tienen la capacidad de hibridar
especificamente a otras moléculas de acido nucleico bajo ciertas circunstancias.
Como se usa aqui, se dice que dos moléculas de acido nucleico son capaces de
hibridar especificamente a otra si las dos moléculas tienen la capacidad de formar
una estructura de acido nucleico de doble cadena, anti-paralela y son de suficiente
longitud para mantener esta estructura bajo condiciones muy rigurosas. Se dice
que una molécula de acido nucleico es el “complemento” de otra molécula de
acido nucleico si exhiben complementariedad completa. Como se usa en la
presente, se dice que las moléculas exhiben “‘complementariedad completa”
cuando cada nucleétido de una de las moléculas es complementaria a un
nucledtido de la otra. Se dice que dos moléculas son “complementarias como
minimo” si pueden hibridar a otra con suficiente estabilidad para permitir que
permanezcan fijas entre si bajo al menos condiciones “poco rigurosas”
convencionales. Similarmente, se dice que las moléculas son “complementarias” si
pueden hibridar a otra con suficiente estabilidad para permitir que permanezcan
fijas entre si bajo condiciones “muy rigurosas” convencionales. Condiciones de
rigurosidad convencional se describen por Sambrook et al., 1989, y por Haymes et
al. (1985). Salidas de complementariedad completa son por tanto permisibles, en
tanto dichas salidas no eviten completamente la capacidad de las moléculas para
formar una estructura de doble cadena. Con el fin de que una molécula de acido
nucleico sirva como un cebador o sonda necesita Unicamente ser complementaria
de manera suficiente en la secuencia para tener la capacidad de formar una
estructura estable de doble cadena bajo el solvente particular y concentraciones
de sal empleadas.

Como se wusa en la presente, una secuencia homologa
sustancialmente es una secuencia de &acido nucleico que especificamente
hibridard al complemento de la secuencia de acido nucleico a la cual se esta
comparando bajo condiciones muy rigurosas. Condiciones de rigurosidad
apropiada que promueven hibridacion de ADN, por ejemplo, 6.0 x cloruro de sodio/
citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45°C, seguido por un lavado de 2.0 x
SSC a 50°C, se conocen por aquellos con eXperiencia en la técnica o se pueden
encontrar en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y.
(1989), 6.3.1-6.3.6. Por ejemplo, la concentracion de sal en la etapa de lavado se
puede seleccionar de poco rigurosa de aproximadamente 2.0 x SSC a 50°C a muy

34
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rigurosa de aproximadamente 0.2 x SSC a 50°C. Ademas, la temperatura en la
etapa de lavado se puede incrementar desde condiciones poco rigurosas a
temperatura ambiente, aproximadamente 22°C, a condiciones muy rigurosas a
aproximadamente 65°C. Ambas la temperatura y la sal pueden variar, o la
temperatura o la concentracion de la sal se pueden mantener constantes mientras
la otra variable se cambia. En una modalidad preferida, un acido nucleico de la
presente invencion especificamente hibridara a una o mas moléculas de acido
nucleico expuestas en SEQ ID NOs: 1-4, y 9, sus complementos o fragmentos de
cualquiera bajo condiciones moderadamente rigurosas, por ejemplo a
aproximadamente 2.0 x SSC y aproximadamente 65°C. En una modalidad
particularmente preferida, un acido nucleico de la presente invencién hibridara
especificamente a una o mas de las moléculas de acido nucleico expuestas en
SEQ ID NOs: 1-4, y 9, sus complementos o fragmentos de cualquiera bajo
condiciones muy rigurosas. En un aspecto de la presente invencién, una molécula
de acido nucleico marcadora preferida de la presente invencién comprende la
secuencia de acido nucleico como se expone en SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 2 o
sus complementos o fragmentos de cualquiera. En otro aspecto de la presente
invencion, una molécula de acido nucleico marcadora preferida de la presente
invencién comparte entre el 80% y 100% o 90% y 100% de identidad de secuencia
con la secuencia de acido nucleico expuesta en SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 o
sus complementos o fragmentos de cualquiera. Moléculas de ADN marcadoras
moleculares que comprenden SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, o sus
complementos o fragmentos de cualquiera se puede usar como marcadores en
métodos de procreacion de plantas para identificar la progenie de cruces
genéticos similares a los métodos descritos para analisis de marcador de ADN de
repeticion de secuencia simple, en Cregan ét al. (1997); todas las cuales se
incorporan aqui para referencia en su totalidad. La hibridacién de la sonda a la
molecula de ADN objetivo se puede detectar por cualquier nimero de métodos
conocidos por aquellos con experiencia en la técnica, estos pueden incluir, pero
sin limitarse a: etiquetas fluorescentes, etiquetas radioactivas, etiquetas basadas
anticuerpo, y etiquetas quimio-luminiscentes.

Con respecto a la amplificacion de una secuencia de acido nucleico
objetivo (por ejemplo, por PCR) usando un par cebador de amplificacion particular,
“condiciones rigurosas” son condiciones que permiten que el par cebador hibridice
unicamente a la secuencia acido nucleico objetivo a la cual un cebador que tiene
la secuencia tipo salvaje correspondiente (o su complemento) se puede unir y
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preferiblemente producir un producto de amplificacién unico, el amplicén, en una
reaccion de amplificacion térmica de ADN.

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

Como se usa en la presente, “ADN amplificado” o “amplicon” se
refiere al producto de amplificacién de acido nucleico de una secuencia de acido
nucleico objetivo que es parte de un a plantilla de acido nucleico. Por ejemplo,
para determinar si la planta de soya que resuita de un cruce sexual contiene el
evento transgénico MON89788 o si una muestra de soya colectada de un campo
comprende MONB89788, o un extracto de soya, tal como alimento, harina o aceite
comprende MON89788. El ADN extraido de una muestra de tejido vegetal de soya
o extracto se puede someter a un método de amplificacién de acido nucleico
usando un par cebador que incluye un cebador derivado de la regién genémica
adyacente al sitio de insercion de ADN transgénico heterdlogo insertado, y un
segundo cebador derivado del ADN transgénico heterdlogo insertado para
producir un amplicén que es diagnéstico para la presencia del ADN del evento. El
amplicon es de una longitud y tiene una secuencia que también es diagndstico
para el evento. El amplicon puede variar en longitud de la longitud combinada de
los pares cebadores mas un par base nucledtido, o mas aproximadamente
cincuenta pares base nucleétido, o mas aproximadamente doscientos cincuenta
pares base nucleétidos, o mas aproximadamente trescientos cincuenta pares base
de nucleétidos o mas.

Alternativamente, un par cebador se puede derivar de secuencia
genomica de flanqueo en ambos lados del ADN insertado para producir un
amplicon que incluye la secuencia nucleotidica de inserto completo. Un miembro
de un par cebador derivado de la secuencia genémica vegetal se puede localizar a
distancia de la molécula de ADN transgénica insertada, esta distancia puede variar
de un par base nucleotidico hasta aproximadamente veinte mil pares base
nucleotidicos. El uso del término “amplicon” excluye especificamente dimeros
cebadores que se pueden formar en la reaccién de amplificacién térmica de ADN.

La amplificacién de &cido nucleico se puede realizar por cualquiera
de los varios métodos de reaccion de amplificacion de acido nucleico conocido en
la técnica, incluyendo la reaccion de cadena polimerasa (PCR). Una variedad de
métodos de amplificacion se conocen en la técnica y se describen, inter alia, en la
Patente de E.U.A. Nos. 4,683,195 y 4,683,202 y en Innis et al. (1990). Los
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métodos de amplificacion de PCR se han desarrollado para amplificar hasta 22kb
de ADN gendmico y hasta 42 kb de ADN bacteriéfago (Cheng et al., 1994). Estos
métodos asi como otros métodos conocidos en la técnica de amplificacion de ADN
se pueden usar en la practica de la presente invencion. La secuencia del inserto
de ADN heterélogo o secuencia de flanqueo del evento MON89788 de soya y se
puede verificar, y corregir si es necesario por medio de amplificacion de dichas
moléculas del genoma del evento usando cebadores derivados de las secuencias
provistas aqui seguido por métodos de secuenciacién de ADN estandares
aplicados al amplicon PCR o al ADN transgénico/genémico clonado aislado.

El amplicéon producido por estos métodos se puede detectar por
medio de una pluralidad de técnicas. Uno de dicho método es Genetic Bit Analysis
(Nikiforov, et al., 1994) donde un oligonucleétido de ADN se disefia para traslapar
tanto la secuencia de ADN genémico de flanqueo adyacente como la secuencia
transgénica de ADN insertado. El oligonucleétido se inmoviliza en pozos de una
placa de micropozo. Después de PCR de la regién de interés (usando un cebador
en la secuencia insertada y uno en la secuencia genémica de flanqueo
adyacente), un producto PCR de cadena sencilla se puede hibridar al
oligonucledtido inmovilizado y servir como una plantilla para una reacciéon de
extension base sencilla usando un ADN polimerasa y ddNTP especificos
etiquetados para la base siguiente esperada. La lectura puede ser fluorescente o
con base en ELISA. Una sefal indica la presencia de la secuencia genémica
inserto/flanqueo debido a la amplificacion exitosa, hibridacion, y extensién de base
sencilla.

Otro método es la técnica piro-sequenciacién como se describe por
Winge (2000). En este método un oligonuclettido se disefia para traslapar el ADN
genémico adyacente y la unién de ADN inserto. El oligonucleétido se hibrida a un
producto PCR de cadena sencilla de la region de interés (un cebador en la
secuencia insertada y uno en la secuencia genémica de flanqueo) y se incuba en
presencia de una ADN polimerasa, ATP, sulfurilasa, luciferasa, apirasa, adenosina
5" fosfosulfato y luciferina. Se afiaden DNTP de manera individual y la
incorporacién resulta en una sefial ligera que se mide. Una sefial ligera indica la
presencia de la secuencia inserto transgénico/flanqueo debido a la amplificacion
exitosa, hibridacion, y extension sencilla o multi-base.

La polarizacién de fluorescencia como se describe por Chen et al.
(1999) es un método que se puede usar para detectar el amplicon de la presente

invencion. Usando este método se designa un oligonucleétido para traslapar el
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flanqueo genémico y la unién de ADN insertado. El oligonucleétido se hibrida a un
producto PCR de cadena sencilla de la region de interés (un cebador en el ADN
insertado y uno en la secuencia de ADN gendmica de flanqueo) y se incuba en
presencia de un ADN polimerasa y un ddNTP etiquetado-fluorescente. La
extension de base sencilla resulta en la incorporacion del ddNTP. La incorporacion
se puede medir como un cambio en la polarizacion usando un fluorémetro. Un
cambio en la polarizacién indica la presencia del inserto transgénico/secuencia
gendomica de flanqueo debido a la amplificacion, hibridacién, y extensién de base
sencilla exitosas.

Tagman® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) se describe
como un método para detectar y cuantificar la presencia de una secuencia de ADN
y se entiende completamente en las instrucciones proporcionadas por el
fabricante. Brevemente, una sonda de oligonucledtido FRET se disefia para
traslapar el flanqueo gendémico y la unién de ADN inserto. La sonda FRET vy los
cebadores de PCR (un cebador en la secuencia de ADN inserto y uno en la
secuencia genomica de flanqueo) se ciclan en presencia de una polimerasa
termoestable y dNTP. La hibridacién de la sonda FRET resulta en la escision y
liberacion del radical fluorescente a distancia del radical de templado en la sonda
FRET. Una sefal fluorescente indica la presencia de la secuencia gendmica de
flanqueo/de inserto transgénico debido a amplificacion e hibridacion exitosas.

Guias moleculares se han descrito para usarse en deteccion de
secuencia como se describe en Tyangi et al (1996). Brevemente, una sonda de
oligonucledtido FRET se designa para traslapar la unién genémica de flanqueo y
ADN inserto. La estructura Unica de la sonda FRET resulta en ésta conteniendo
una estructura secundaria que mantienen los radicales fluorescentes y de
templado en proximidad cercana. La sonda FRET y cebadores PCR (un cebador
en la secuencia de ADN inserto y uno en la secuencia genémica de flanqueo) se
ciclan en presencia de una polimerasa termoestable y dNTP. Después de la
amplificacion de PCR exitosa, la hibridacion de la sonda FRET a la secuencia
objetivo resulta en la remocion de la estructura secundaria de la sonda y
separacion espacial de los radicales fluorescente y de templado. Una sefal
fluorescente resulta. Una sefial fluorescente indica la presencia de la secuencia
gendmica de flanqueo/de inserto transgénica debido a amplificacién e hibridacion
exitosas.

Otros métodos descritos, tales como, micro-fluidos (Publicacién de
Patente US 2006068398, Patente US No. 6,544,734) proveen métodos y
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dispositivos para separar y amplificar muestras de ADN. Colorantes 6pticos
usados para detectar y cuantificar moléculas de ADN especificas (WO/05017181).
Dispositivos de nanotubo (W0/06024023) que comprenden un sensor electronico
para la deteccion de moléculas de ADN o nanoperlas que unen moléculas de ADN
especificas y que pueden entonces ser detectadas son Utiles para detectar
moléculas de ADN de la presente invencion.

Los equipos de deteccion de ADN se pueden desarrollar usando las
composiciones descritas en la presente y los métodos descritos o conocidos en la
técnica de deteccioén de ADN. Los equipos son utiles para la identificacion de ADN
del evento de soya en una muestra y se pueden aplicar a métodos para la
procreacion de plantas de soya que contienen ADN. Los equipos pueden contener
cebadores o sondas de ADN que son homologos o complementarios a SEQ ID
NOs:1-4 y 9 o cebadores o sondas de ADN homologos o complementarios a ADN
contenido en los elementos genéticos transgénicos de ADN, estas secuencias de
ADN se pueden usar en reacciones de amplificaciéon de ADN o como sondas en
un metodo de hibridacion de ADN. La estructura del ADN de los elementos
genéticos transgénicos contenidos en el genoma de soya y que se ilustra en la
figura 1 comprende una regién genomica 5' del genoma A3244 de soya que
flanquea el inserto transgénico, el inserto comprendiendo una porcién de la region
de borde derecho (RB) de Agrobacterium tumefaciens, el promotor quimérico
FMV/Tsf1 y elementos enlazados relacionados (Patente US 6,660,911; también
referido como FMV/E1F1a) se conecta de manera operable a una secuencia de
codificacion de péptido transito de cloroplasto Arabidopsis EPSPS (en adelante
referida como CTP2 o TS-AtEPSPS CTP2, patente US 5,633,435, conectada
operablemente a un EPSPS resistente a glifosato (en adelante referido como CP4
EPSPS o aroA:CP4, aislado de la cepa CP4 Agrobacterium tumefaciens y
secuencia de codificacion modificada para expresién incrementada en células
vegetales, Patente de E.U.A. 5,633,435), conectada operablemente a la region de
terminacion 3’ de 1,5-bisfosfato carboxilasa ribulosa de arveja (en adelante
referida como E9 3’ o T-Ps.RbcS:E9, Coruzzi et al., (1984), una porcién de la
region (LB) de borde izquierdo de Agrobacterium tumefaciens, y la region
genomica 3' del genoma A3244 de soya que flanquea el inserto transgénico.
Moléculas de ADN Utiles como cebadores en métodos de amplificacion de ADN se
pueden derivar de la secuencia de los elementos genéticos del inserto transgénico
contenido en el evento MON89788 de soya. Estas moléculas cebadoras se

pueden usar como parte de un conjunto de cebadores que también incluye una
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molécula cebadora de ADN derivada del genoma de soya que flanquea el inserto
transgénico. El evento MONB89788 de soya se produce por medio de
transformacion de una linea de soya A3224 (Patente US 5,659,114).por medio de
un metodo mediado por Agrobacterium, por ejemplo, métodos descritos en las
Patentes US 6,384,301 y 7,002,058 (incorporada aqui para referencia en su
totalidad).

Los inventores de la presente invencién han descubierto que una
linea de soya que comprende la region genomica tipo T MON89788 (tipo T es una
combinacion de un transgen y la region haplotipo asociada de un genoma vegetat)
en su genoma tiene un rendimiento mejorado relativo a una linea que comprende
la region genémica tipo T 40-3-2 previa. Esto se demuestra en los ensayos de
campo replicados que incluyen datos de rendimiento colectados de locaciones
multiples en los Estados Unidos (solicitud de patente US 60/685584).

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar ejemplos de
ciertas modalidades de la invencién. Se podra apreciar por aquellos con
experiencia en la técnica que las técnicas descritas en los ejemplos que siguen
representan enfoques que los inventores han encontrado que funcionan bien en la
practica de la invencién, y de este modo se pueden considerar que constituyen
ejemplos de modos preferidos para su practica. Sin embargo, aquellos con
experiencia en la técnica podran, en vista de la presente descripcién, apreciar que
muchos cambios se pueden realizar en las modalidades especificas que se
describen y obtener todavia un resultado similar o parecido sin desviarse de la

esencia y alcance de la invencion.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1
Producciéon de amplicén diagndstico para ADN genémico MON89788

ADN del evento MON89788 de soya transgénica se extrae de tejido
que comprende semillas de soya, tejido vegetativo, o alimento. El ADN se aisla del
tejido usando un Equipo Miniprep PLant DNeasy de Qiagen de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Qiagen Corp. Valencia, CA).

Se produce un producto PCR que comprende una porcién del ADN
genémico que flanquea el extremo 5 de la insercidn de ADN-T (ADN de
transferencia que comprende el transgen) en el genoma de una planta que
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comprende MONB89788. Este producto de ADN comprende SEQ ID NO: 3. PCR se
puede realizar usando un cebador designado para hibridar a las secuencias de

ADN genomico que flanquean el extremo 3’ del inserto transgénico (cebador A de

ADN, SEQ ID NO: 5; ver la figura 1) que forma par con un segundo cebador
(cebador B de ADN, SEQ ID NO: 6) localizado en la regién promotora transgénica
(Patente US 6,660,911, SEQ ID NO: 28, incorporada aqui para referencia y
encontrada dentro de SEQ ID NO:9).

Se produce un producto PCR del extremo 3’ del inserto transgénico
que comprende una porcion del ADN gendmico que flanquea el extremo 3’ de la
insercién de ADN-T en el genoma de una planta que comprende MON89788. Este
producto de ADN comprende SEQ ID NO: 4. PCR se puede realizar usando un
cebador designado para hibridar a las secuencias de ADN genémico que
flanquean el extremo 3’ del inserto de cada evento (cebador D de ADN, SEQ ID
NO: 8) y forma par con un segundo cebador (cebador de ADN C, SEQ ID NO: 7)
localizado en la secuencia de terminacion de transcripcidn T-Ps.RbcS:E9 3’ en el
extremo 3’ del inserto.

La plantilla PCR incluye ~50 ng de ADN genémico. Como un control
negativo ~50 ng de ADN gendmico del cultivo de soya no transgénica se utiliza.
Cada reaccién PCR contiene 5 ul 10 X regulador de pH para REDAccutag™ LA
ADN Polimerasa Mix (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 200 uM de cada dNTP
(Sigma-Aldrich), 0.4 uM de cada cebador, y 2.5 Unidades de JumpStart™
REDTaq™ ADN Polimerasa (Sigma-Aldrich) en una reaccién con volumen total de
50 ul. Las reacciones PCR se llevan a cabo bajo las siguientes condiciones de
ciclacion; 1 ciclo a 94°C durante 3 minutos (min); 32 o 35 ciclos a 94°C durante 30
segundos (s), 58°C durante 30 segundos, 72°C durante 30 segundos o 1 minuto; 1
ciclo a 72°C durante 10 minutos.

Se usan los pares de cebadores del evento de ADN para producir un
amplicon diagndéstico para ADN genomico MON89788. Estos pares cebadores del
evento incluyen, pero no se limitan a cebadores A y B (SEQ ID NO: 5y 6) y pares
C y D de cebadores del evento (SEQ ID NO: 7 y 8), que se usan en el método de
amplificacion de ADN descrito. Ademas de estos pares cebadores, cualquier par
cebador derivado de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4, o los complementos de
estos, que cuando se usan en una reaccién de amplificacion de ADN produce un
amplicon que comprende SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO: 2 diagnéstico para el tejido
derivado del evento MON89788 de soya, respectivamente, se puede utilizar. Las

condiciones de amplificacién de ADN ilustradas en el cuadro 1 y cuadro 2 se

1
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pueden usar para producir un amplicon diagnostico para MON89788 usando los
pares de cebador de evento apropiados. Cualquier modificacién de estos métodos
usados para producir un amplicén diagnéstico para MON89788 se encuentra
dentro de la experiencia ordinaria de la técnica. Un extracto que contiene
putativamente ADN de una planta o semilla de soya que comprende MON89788, o
un producto derivado de una planta que comprende MON89788 que cuando se
analiza en un método de amplificacion de ADN produce un amplicén diagnéstico
para el evento de soya MON89788 se puede utilizar como una plantilla para la
amplificacion para determinar si esta presente MON89788.

El amplicon es producido por el uso de al menos una secuencia
cebadora derivada de SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4 que cuando se usa en un
método PCR produce un amplicon diagnostico para el evento MON89788. Por
ejemplo, la produccién de los amplicones MON89788 se puede realizar usando un
Stratagene Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700, o un termociclador
Eppendorf Mastercycler Gradient como se muestra en el cuadro 2, o por métodos

y aparatos conocidos por aquellos con experiencia en la técnica.

CUADRO 1

Procedimiento PCR y condiciones de mezclado de reaccidn para la

identificacion de inserto transgénicolregién de unién genémica 5’ MON89788

de soya
Etapa Reactivo Cantidad Comentarios
1 Agua libre de nucleasa | Agregar al-
volumen final
de 20 pl

2 Regulador de pH de|2.0pl Concentracion
reaccion 10X (con final 11X de
MgCl,) regulador de pH,

1.5 mM
concentracion
final de MgCl;

3 Solucion 10 mM de | 0.4 pl Concentracion
dATP, dCTP, dGTP, vy final 200 pM de
dTTP cada dNTP

4 Cebador A del evento| 0.2 pl Concentracion
(SEQ ID NO: 5 re- final 0.1 uM
suspendido en regulador
de pH TE 1X o agua
libre de nucleasa a una
concentracion de 10 uM)

5 Cebador A del evento | 0.2 pl Concentracién
(SEQ ID NO: 6 re- final 0.1 uM
suspendido en regulador
de pH TE 1X o agua
libre de nucleasa a una
concentracion de 10 uM)
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Etapa | reactivo cantidad Comentarios
6 RNasa, DNasa libre | 0.1 pl 50 ng/reaccion
(500 pg/ml)
7 REDTaq ADN | 1.0 pl (recomendado | 1
polimerasa (1 unidad/pl) | para cambiar pipetas | unidad/reaccion
antes de la siguiente
etapa)
8 ADN extraido (plantilla): -

- muestras a ser
analizadas:
*hojas individuales

*hojas agrupadas
(maximo de 10
hojas/grupo)

- control negativo

-control negativo

-control positivo

- 10-200 ng de ADN
genémico

-200 ng de ADN
genomico

50 ng de ADN
gendémico de soya no
transgénico

ADN no plantilla
(solucibn en donde
ADN se resuspende)

50 ng de ADN
gendémico de soya que
comprende
MONB89788

termociclador), agregar 1-2 gotas de aceite mineral en la parte superior de cada
reaccion. Proceder con el PCR en un Strategene Robocycler (Stratagene, La Jolla,
CA), MJ Engine (MJR-Biorad, Hercules, CA), Perkin Elmer 9700 (Perkin-Elmer,
Boeston, NA), o Termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) usando los siguientes parametros de ciclacion (cuadro 2). El
termociclador MJ Engine o Eppendorf Mastercycler Gradient se debe correr en el
modo calculado. Se corre el termociclador Perkin-Elmer 9700 con una velocidad

Si se necesita mezclado suave (sin calentar la parte superior en el

en rampa establecida en maximo.
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CUADRO 2
Condiciones del termociclador

No de ciclo Ajustes: Stratagene Robocycler
1 94°C 3 minutos
34 94°C 1 minuto

64°C 1 minuto
72°C 1 minuto y 30 segundos

1 72°C 10 minutos

No de ciclo Ajustes: Engine MJ o Perkin-Elmer 9700
1 94°C 3 minutos

34 94°C 30 segundos

64°C 30 segundos
72°C 1 minuto

1 72°C 10 minutos

No de ciclo Ajustes: Eppendorf Mastercycler Gradient
1 94°C 3 minutos

34 94°C 15 segundos

64°C 15 segundos
72°C 1 minuto
1 72°C 10 minutos

EJEMPLO 2

Determinacién de secuencia de reqién transgénica/genémica y analisis

Southern

La secuenciacion de ADN de los productos PCR provistos para ADN
que se puede usar para disefiar moléculas de ADN adicionales como cebadores y
sondas para la identificacion de plantas de soya o semillas que comprenden
MONB89788. Los productos PCR de los tamafios esperados que representan las
secuencias transgénicas/genémicas 5' y 3’ se aislan por medio de separacién de
los productos PCR en un gel de agarosa 2.0% por medio de electroféresis. Los
productos PCR se aislan incluyendo las regiones ADN 5’ y 3' que extienden la
union de inserto entre la insercion transgénica en el genoma de soya. Los
productos PCR 5’y 3' para MONB89788 se purifican por medio de electroféresis de
gel de agarosa seguido por aislamiento de la matriz de agarosa usando el equipo
de extraccion de gel QlAquick (catalogo # 28704, Quiagen Inc., Valencia, CA). Los
productos PCR purificados entonces se secuencian (por ejemplo, ABI Prism™
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377, PE Biosystems, Foster City, CA) y se analizan (por ejemplo, software de
analisis de secuencia DNASTAR Inc., Madison, WI).

Se determina una secuencia de ADN para el segmento par base de
nucledtido que representa la region transgénica/gendmica del evento MON89788
como se ilustra en la figura 1 y se identifica como SEQ ID NO: 9. los elementos
genomicos y transgénicos que estan contenidos en SEQ ID NO: 9 se describen en
el cuadro 3. Las regiones de flanqueo 5'y 3’ estan incluidas en SEQ ID NO: 9 y
se proporcionan en SEQ ID NOs: 21y 22.

Las secuencias de unién son moléculas de polinucleétido
relativamente cortas que son secuencias de ADN novedosas y son diagnéstico
para ADN de MON89788 cuando se detectan en un ensayo de deteccion de acido
polinucleico. Las secuencias de unién en SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2
representan 10 polinucleétidos en cada lado de un sitio de insercién del fragmento
transgénico y ADN gendmico de soya en MON89788. Las secuencias de unién de
polinucledtido mas largas o mas cortas se pueden seleccionar de SEQ ID NO: 3 o
SEQ ID NO: 4. Las moléculas de unién (region de unién 5° SEQ ID NO: 1, y region
de unién 3' SEQ ID NO: 2) son dtiles como sondas de ADN o como moléculas
cebadoras de ADN en métodos para la deteccion de ADN.

Los cebadores y sondas usados en un método Tagman® (Roche
Molecular Systems, Inc., Pleasenton, CA) para la deteccion de una molécula de
ADN de evento especifica se desarrolla para el evento MON89788. Las moléculas
cebadoras se refieren como SQ2824 (SEQ ID NO: 10), AQ2826 (SEQ ID NO: 11),
SQ1141 (SEQ ID NO: 12), SQ1142 (SEQ ID NO: 13), SQ5543 (SEQ ID NO: 14) y
las moleculas de sonda son referidas como PB871-6FAM (SEQ ID NO: 15),
PB2191-VIC (SEQ ID NO: 16), y PB57-VIC (SEQ ID NO: 17). Los cebadores y
sondas se usan en el método Tagman® de acuerdo a las instrucciones de los
fabricantes para proveer un amplicon diagnéstico para ADN que comprende
MONB89788. Los tejidos de soya que incluyen productos procesados, por ejemplo
alimento, son fuentes utiles de ADN para este método. Los cebadores adicionales
usados para producir un amplicon de alimento de soya incluyen SEQ ID NOs: 18-
20.

45
26
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CUADRO 3
Anotacién del elemento genémico y genético del fragmento de ADN

transgénico/ gendmico (SEQ ID NO: 9) contenido en el genoma de soya que

comprende MON89788
Elemento genético' | Locacion en | Funcién (referencia)
secuencia®
Secuencia de | 1-1103 ADN GENOMICO DE
flanqueo del extremo SOYA
5 delinserto
Regién de unién 5’ 1093-1113 Regibn de ADN que

expande la insercién
transgénica

Borde derecho-B° 1104-1145 Region de ADN de
Agrobacterium tumefaciens
que contiene la secuencia
borde derecha usada para
transferir del ADN-T
(Depicker et al., 1982)

Secuencia de | 1146-1215 Secuencias usadas en

intervencion clonacién de ADN

P*-FMV/Tsf1 1216-2255 Promotor quimérico que
consta de secuencias
incrementadotas del
promotor 35S del virus del
mosaico escrofularia

(Richins et al., 1987) y el
promotor del gen Tsfl de
Arabidopsis thaliana (que
codifica el factor de
alargamiento EF-1 alfa
(Axelos, et al., 1989)
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Elemento Locaciéon en | Funcidn (referencia)

| genético’ secuencia®

L>-Tsf1 2256-2301 Lider no traducido 5’ (exon
1) del gen Tsf1 de
Arabidopsis thaliana que
codifica el factor de
alargamiento EF-1  alfa
(Axelos et al., 1989)

L°-Tsf1 2302-2923 Intrén del gen Tsf1 de

Arabidopsis thaliana que
codifica el factor de
alargamiento EF-1  alfa
(Axelos et al., 1989)

intervencién

Secuencia de | 2924-2932

SECUENCIAS USADAS EN
CLONACION DE ADN

TS'-CTP2

2933-3160

Secuencias que codifican el
peptido de transito de
cloroplasto del gen ShkG de
Arabidopsis thaliana que
codifica EPSPS (Klee et al.,
1987)

CS°®-cp4 epsps

3161-4528

Secuencia de codificacién
optimizada de codén del gen
aroA de la cepa
Agrobacterium sp. CP4 que
codifica la proteina EPSPS
CP4 (Padgette et al., 1996;
Barry et al., 1997)

Secuencia de | 4529-4570

Secuencias usadas en la

intervencion clonacion de ADN

T°-E9 4571-5213 Secuencia no traducida 3’
del gen RbcS2 de Pisum
sativum que codifica la sub-
unidad pequefa Rubisco
(Coruzzi et al., 1984)

secuencia de | 5214-5256 Secuencias usadas en la

intervencion clonacién de ADN

borde izquierdo -B | 5257-5406

Region de ADN de
Agrobacterium tumefaciens
que contiene la secuencia
borde izquierdo usada para
transferencia del ADN-T

(Backer et al., 1983)

flanqueo del extremo
3’ del inserto

Elemento genético’ | Locacion en | Funcion (referencia)

secuencia’

Region de union 3’ 5396-5416 Region de ADN que
expande la insercion
transgeénica

Secuencia de | 5407-6466 ADN gendmico de

soya
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Analisis Southern Blot

ADN gendmico de una planta que comprende MON89788 y ADN
genomico de soya de control (~15 ug de cada uno) se digiere con varias enzimas
de restriccion (140 U) en un volumen total de 150 pl incluyendo 15ul del regulador
de pH del fabricante correspondiente (NEB, Beverly, MA). Las endonucleasas de
restriccion, por ejemplo, Bgl11, BamH1, Nco1, Hind111, y Be11, se usan en el
analisis Southern de MON89788. Las digestiones de endonucleasa se realizan a
la temperatura apropiada por al menos 6 horas. Después de la incubacion, el ADN
se precipita con acetato de sodio 3M y 2.5 volimenes de etanol. Posteriormente,
el ADN se lava con etanol al 70%, se seca, y se resuspende en 40 pn1 de TBE.
Regulador de pH de carga (0.2X) se afade a las muestras y después se somete a
electroféresis en geles de agarosa (0.8%) durante 16-18 horas a 30 volts. Los
geles se tifien con etidio-bromuro, después se tratan con una solucién de
despurinacién (0.125 N HCI) durante 10 minutos, con una solucion de
desnaturalizacion (hidréxido de sodio 0.5M, cloruro de sodio 1.5M) durante 30
minutos, y finalmente con una solucién de neutralizacion (base Trizima 0.5 M,
cloruro de sodio 1.5M) durante 30 minutos. EI ADN se transfiere a la membrana
Hybond-N (Amersham Pharmacia Biotech, Buckingamshire, Inglaterra) usando un
Turboblotter (Schleicher y Schuell, Dassel, Alemania) durante 4-6 horas y después
se fija a la membrana usando una luz UV.

Las membranas se pre-hibridan con 20 ml de solucién DIG Easy Hyb
(Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN; No. de cat. 1603558) durante 2-4
horas a 45°C. Las sondas de ADN radiactivas (**P dCTP) homoélogas o
complementarias a SEQ ID NO: 1, o SEQ ID NO: 2, SEQ o ID NO: 3, 0 SEQ ID
NO: 4, o una porcién de las mismas se hace usando un equipo de etiquetado de
ADN Radprime (Invitrogen, Carlsbad, CA; No. de cat. 18428-011). Los nucleétidos
no incorporados se remueven usando columnas SEPHADEX G-50 (Invitrogen). La
solucion de pre-hibridacién se reemplaza con 10 mls de solucion DIG Easy Hyb
pre-calentada que contiene la sonda desnaturalizada a una concentracion final de
1 millén de conteos por ml. Las manchas se hibridan a 45°C durante 16-18 horas.

Las manchas se lavan con una solucién poco severa (56X SSC, 0.1X
SDS) a 45°C y después se lava repetidamente con una solucién de severidad muy
alta (0.1X SSC, 0.1% SDS) a 65°C. Las manchas se exponen a un tamiz de
fésforo (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) por >2 horas y la lectura de
exposicion usando una maquina Data Storm 860 (Amersham Biosciences). Estos

métodos y condiciones ejemplificados pueden ser modificados por aquellos con

78



27

experiencia en la técnica de deteccion de ADN en una muestra.
EJEMPLO 3

Control de maleza

El control del crecimiento de maleza en un campo de soya que
comprende MON89788. Un campo se plénta con semillas de soya que
comprenden MON89788, las semillas se dejan germinar en plantas y el campo de
las plantas se trata con una formulacion herbicida que contiene glifosato. Una
dosis efectiva de una formulacién de glifosato a proporciones de tratamiento desde
aproximadamente 0.1 kg ae/A (kg de equivalente acido de glifosato/acre) a 1.36 o
mas kg ae/A se aplican al campo. Las proporciones aplicadas a veces varian
desde aproximadamente 0.34 kg ae/A a 0.68 kg ae/A a una frecuencia de uno o
mas tratamientos durante la temporada de crecimiento como sea necesario para
controlar el crecimiento de maleza en un campo. Las semillas de las plantas que
comprenden MON89788 se recolectan de las plantas tratadas.

Un depésito del Monsanto Technology LLC, la semilla de soya
representativa del evento MON89788 descrito anteriormente y recitado en las
reivindicaciones se ha realizado bajo el Tratado de Budapest con la Coleccién de
Cultivo Tipo Americana (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, Va.
20110. El nimero de acceso ATCC para el depdsito que comprende el evento
MON89788 (también conocido como MON19788 o GM_A19788) es PTA-6708,
depositado el 11 de mayo de 2005. El depésito se mantendra en el depositario
durante un periodo de 30 afios, o 5 afos después de la ultima solicitud, o durante
la vida efectiva de la patente, lo que sea mas duradero, y se reemplazara segun
sea necesario durante ese periodo.

Habiendo ilustrado y descrito los principios de la presente invencion,
sera aparente para aquellos con experiencia en la técnica que la invencion se
puede modificar en la disposicion y detalle sin desviarse de dichos principios.
Reclamamos todas las modificaciones que se encuentran dentro de la esencia y
alcance de las reivindicaciones anexas.

Todas las publicaciones y documentos de patente publicadas citadas
en esta especificacion se incorporan aqui para referencia al mismo grado como si
cada publicacién o solicitud de patente individual fuera especificamente e
individualmente indicada para ser incorporada para referencia.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a plantas de soya y semillas que
comprenden el evento de transformacion MON89788 y moléculas de ADN dnicas
para estos eventos; la invencién también se refiere a métodos para detectar la

presencia de estas moléculas de ADN en una muestra.
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REIVINDICACIONES DIVISIONAL

1 .- Una planta de soya o parte de la misma que comprende el evento MON89788,
en donde la semilla de soya representativa que comprende el evento MON89788 se han

depositado bajo el nimero de acceso ATCC PTA-6708.

2 .- Una semilla de la planta de conformidad con la reivindicacion 1, en donde Ia

semilla comprende un evento MON89788.

3 .- Un producto de consumo soya producido de la semilla de conformidad con la

reivindicacion 2.

4 .- El producto de consumo de soya de conformidad con la reivindicacién 3,

caracterizado ademas porque se define como alimento, harina, hojuelas, o aceite.

5.- El alimento, harina, hojuelas o aceite de conformidad con la reivindicacion 4,
caracterizado ademas porque se define comprendiendo un acido nucleico que produce un
amplicon diagndstico para el evento MON89788 cuando se analiza en un método de

amplificacion de ADN, dicho amplicén comprendiendo SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2.

6.- Un método para producir un producto de consumo de soya que comprende, (a)
obtener la planta de soya o parte de la misma de conformidad con la reivindicacion 1,y

(b) producir un producto de consumo de soya de la planta de soya o parte de la misma.

7.- El método de conformidad con la reivindicacién 6, caracterizado ademés

porque el producto de consumo se define como alimento, harina, hojuelas, aislado de

proteina, o aceite.



8.- Un método para el control del crecimiento de maleza en un campo que
comprende plantas de soya que comprenden el evento MON89788, el método
comprendiendo el tratamiento del campo con una cantidad de glifosato efectiva para
controlar el crecimiento de la maleza, en donde las plantas de soya exhiben tolerancia al

glifosato.

9.- El método de conformidad con la reivindicacion 8, caracterizado ademas porque

el tratamiento del campo se realiza desde la etapa V1 a R4 de crecimiento.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110>  Malven, Marianne
Rinehart, Jennifer
Taylor, Nancy
Dickinson, Ellen

<120> EVENTO MON89788 DE SOYA Y METODOS PARA LA DETECCION
DEL MISMO

<130> MONS:113WO

<140> DESCONOCIDO
<141>  2006-05-26

<180> 60/685,584
<150>  2005-05-27

<160> 22
<170> 3.3
<210> 1
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221>  caracteristica diversa

<222> (1)..(20)

<223>  molécula quimérica del genoma y transgene de la soya

<400> 1

tatcaagctc caaacactga 20
<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<221>  caracteristica diversa

<222>  (1)..(20)

<223>  molécula quimérica de la secuencia genémica y transgene de la soya

<400> 2
taataacgct cagactctag 20
<210> 3

<211> 1222
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<212> ADN
<213>  Secuencia artificial

<220>
<221>  caracteristica diversa
<222>  (1)..(1222)

<223>  molécula quimérica del ADN gendémico de soya e inserto transgénico

<400> 3

cctgtacttc ccaaaacttc gettcectga cccatcatat ccaggactgg acgattgget 60
tgattgatac cagatgggtg agtcgagtce acctcggtag cggcatttat ggcaacgatt 120
gcagccacgt tgacctccat cattttttct catgctcatc atggccteca teatggtggt 180
catttggtct ttcatggecet ccatgtcgge cttcatetge tcttgaactt catctatctc 240
actcatgatt ctagccttgg cacgtgtttg gtaagggtac cgtaaagcegc gttegttctt 300
ttttattact atgattacat tttgacgatg atgatgattg taggaaagaa tgaaatgagt 360
aatgaaacaa ctaaataaac gtgaatgcat gacaatgata agttgctgaa gtattataaa 420
tttacatagg acattcagtg gaacgtaggg tcgaatcaaa tcctatttca ttaaaaacaa 480
tattgttcat cttgacagag ccaaagcata actagaaata caacatggac acatcagcga 540
ttcctaatta tgtgggtcat tagttcgacce atgtgttggc agtaacttga aagactatga 600
acttcatcgg gagcagagta tgtgtcagtc accgecttgg ctctggctaa caaccttggg 660
atctcttggc tctcatttag agtaagagcea aatttgtcca tecatttcat ggcttettta 720
tgcaataact ctatcacccc ttetcttgct tecctttcaa cetgcaaggt cgacactttt 780

gcctgttegt cttetagect tegeccatga ctagecagcta ggttcacctt ctettcatat 840
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tggtcaatga ttatcaacat attttctttt gttttgctca actgttctct caaacttctc 900

ttcgatctct gacaactctt taacttatcce tctaacatca ggttttccat acttgatttg 960

tccetettgg cttttctaag tttgagceteg ttactgctge cccacaaagce cectecgaaac 1020

ttgttcctge tccactctte cttttgggcet tttttgtttc ccgcetctage gettcaatcg 1080

tgottatcaa gctccaaaca ctgatagttt aaactgaagg cgggaaacga caatctgatc 1140

cccatcaagc tctagctaga geggecgegt tatcaagett ctgcaggtec tgctcgagtg 1200

gaagctaatt ctcagtccaa ag 1222

<210> 4

<211> 675

<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<221>  caracteristica diversa

<222>  (1)..(675)

<223> molecula de ADN quimérica de ADN genémico de soya e inserto

transgénico

<400>

4

gccaattgat tgacaacatg catcaatcga cctgcageca ctcgaagegg cecgeatcgat 60

cgtgaagttt ctcatctaag cccccatttg gacgtgaatg tagacacgtc gaaataaaga 120

tttccgaatt agaataattt gtttattgct ttcgectata aatacgacgg atcgtaattt 180

gtcgttttat caaaatgtac tttcatttta taataacgct cagactctag tgactaccac 240

cttcactctc ctcaagcatt tcagectctt ccecgetecag actecttage tttgggagee 300

aaattatccc ttacgttctc gacttcaacc atatgtgata gctgcectatg ataccatgge 360

tacttccect tagttettta tctttecttt cegetttatt ccatgectta cecgatectet 420

gaagtgtctt tgcattagct tcattgaaac ctcacgcgat gaaaggtgtg atggtctcct 480

ccgatggcegce acttctcata gggtaaccta attgtcttac gaccaacata ggattataat 540

taatacaacc cctcgtcect ataaaaggga catttggaaa tecttcacat aagcataaca 600

ctectacceec tetttetttc cactgtggga accaactaat ggacgcetect atcatgectg 660

ccaagagttc ttccc 675

<210>

5
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<211> 21

<212> ADN

<213>  Glycine max

<400> 5

cctgtacttc ccaaaacttc g 21
<210> 6

<211> 22

<212> ADN

<213>  Virus mosaico de escrofularia

<400> 6

ctttccactg agaattagct cc 22
<210> 7

<211> 24

<212> ADN

<213>  Petunia hybrida

<400> 7

gccaattgat tgacaacatg catc 24
<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213>  Glycine max

<400> 8

gggaagaact cttggcaggc 20
<210> 9

<211> 6466

<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<221>  caracteristica diversa

<222>  (1)..(6466)

<223> Molecula de ADN quimérica de ADN genémico de soya e inserto
transgénico

<400> 9

tgggggctgc ctgtacttce caaaacttcg cttcectgac ceatcatatc caggactgga 60
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cgattggctt gattgatacc agatgggtga gtcgagtcea ccteggtage ggceatttatg 120
gcaacgattg cagccacgtt gacctccatc attttttctc atgctcatca tggectccat 180
catggtggtc atttggtctt tcatggcectce catgtcggcec ttcatctget cttgaacttc 240
atctatctca ctcatgattc tagecttgge acgtgtttgg taagggtacc gtaaagegeg 300
ttcgttcttt titattacta tgattacatt ttgacgatga tgatgattgt aggaaagaat 360
gaaatgagta atgaaacaac taaataaacg tgaatgcatg acaatgataa gttgctgaag 420
tattataaat ttacatagga cattcagtgg aacgtagggt cgaatcaaat cctatttcat 480
taaaaacaat attgttcatc ttgacagagc caaagcataa ctagaaatac aacatggaca 540
catcagcgat tcctaattat gtgggtcatt agttcgacca tgtgttggca gtaacttgaa 600
agactatgaa cttcatcggg agcagagtat gtgtcagtca ccgecttgge tctggctaac 660
aaccttggga tctcttggcet cteatttaga gtaagagcaa atttgtccat ccatttcatg 720
gcttctttat gcaataactc tatcaccect tetettgett cectttcaac ctgcaaggtc 780
gacacttttg cctgttcgtc ttctagectt cgeccatgac tagcagctag gttcaccttc 840
tcttcatatt ggtcaatgat tatcaacata ttttcttttg ttttgctcaa ctgttctctc 900

aaacttctct tcgatctctg acaactcttt aacttatcct ctaacatcag gttttccata 960
cttgatttgt ccetettggce ttttctaagt ttgagetegt tactgetgee ccacaaagec 1020
cctcgaaact tgttcctget cecactettee ttttgggctt ttttgttice cgctctageg 1080
cttcaatcgt ggttatcaag ctccaaacac tgatagttta aactgaagge gggaaacgac 1140
aatctgatcc ccatcaagcet ctagctagag cggecgegtt atcaagcette tgcaggtect 1200
gctcgagtgg aagctaattc tcagtccaaa gectcaacaa ggtcagggta cagagtetce 1260
aaaccattag ccaaaagcta caggagatca atgaagaatc ttcaatcaaa gtaaactact 1320
gttccagcac atgcatcatg gtcagtaagt ttcagaaaaa gacatccacc gaagacttaa 1380
agttagtggg catctttgaa agtaatcttg tcaacatcga gcagcetggct tgtggggacc 1440
agacaaaaaa ggaatggtgc agaattgtta ggcgcaccta ccaaaagcat ctitgcettt 1500
attgcaaaga taaagcagat tcctctagta caagtgggga acaaaataac gtggaaaaga 1560
getgtcctga cageccactce actaatgegt atgacgaacg cagtgacgac cacaaaagaa 1620

ttagcttgag ctcaggattt agcagcattc cagattgggt tcaatcaaca aggtacgage 1680
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catatcactt tattcaaatt ggtatcgcca aaaccaagaa ggaactccca tcctcaaagg 1740
tttgtaagga agaattcgat atcaagcttg atatcggaag tttctctctt gagggaggtt 1800
gctcgtggaa tgggacacat atggttgtta taataaacca tttccattgt catgagattt 1860

tgaggttaat atatacttta cttgttcatt attttatttg gtgtttgaat aaatgatata 1920
aatggctctt gataatctge attcattgag atatcaaata tttactctag agaagagtgt 1980

catatagatt gatggtccac aatcaatgaa atttttggga gacgaacatg tataaccatt 2040

tgcttgaata accttaatta aaaggtgtga ttaaatgatg tttgtaacat gtagtactaa 2100

acattcataa aacacaacca acccaagagg tattgagtat tcacggctaa acaggggcat 2160

aatggtaatt taaagaatga tattatttta tgttaaaccc taacattggt ttcggattca 2220
acgctataaa taaaaccact ctcgttgctg attccattta tegttcttat tgaccctage 2280
cgctacacac ttttctgcga tatctctgag gtaagcgtta acgtaccctt agatcgttct 2340
ttttcttttt cgtctgctga tegttgetea tattatttcg atgattgttg gattcgatge 2400
tctttgttga ttgatcgttc tgaaaattct gatctgttgt ttagatttta tcgattgtta 2460
atatcaacgt ttcactgctt ctaaacgata atttattcat gaaactattt tcccattctg 2520
atcgatcttg ttttgagatt ttaatttgtt cgattgattg ttggttggtg gatctatata 2580
cgagtgaact tgttgatttg cgtatttaag atgtatgtcg atttgaattg tgattgggta 2640
attctggagt agcataacaa atccagtgtt ccctttttct aagggtaatt ctcggattgt 2700
ttgctttata tctcttgaaa ttgecgattt gattgaattt agetegetta getcagatga 2760
tagagcacca caatttttgt ggtagaaatc ggtttgactc cgatagcggce tttttactat 2820
gattgttttg tgttaaagat gattttcata atggttatat atgtctactg titttattga 2880
ttcaatattt gattgttctt ttttttgcag atttgttgac cagagatcta ccatggcgca 2940
agttagcaga atctgcaatg gtgtgcagaa cccatctcett atctccaatc tctcgaaatc 3000
cagtcaacgc aaatctccct tatcggtttc tctgaagacg cagcagceatc cacgagctta 3060
tccgatttcg tegtcgtggg gattgaagaa gagtgggatg acgttaattg getetgaget 3120
tcgtectett aaggteatgt cttetgtttc cacggegtge atgettcacg gtgcaagcag 3180
ccgtccagea actgctegta agtectetgg tetttctgga accgtcegta ttccaggtga 3240
caagtctatc tcccacaggt ccttcatgtt tggaggtctc getageggtg aaactegtat 3300

caccggtctt ttggaaggtg aagatgttat caacactggt aaggctatge aagctatggg 3360

{0
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tgccagaatc cgtaaggaag gtgatacttg gatcattgat ggtgttggta acggtggact 3420
ccttgetect gaggctecte tegatttcgg taacgetgea actggttgece gtttgactat 3480
ggotcettgtt ggtgtttacg atttcgatag cactttcatt ggtgacgctt ctctcactaa 3540
gcgtccaatg ggtegtgtgt tgaacccact tcgcgaaatg ggtgtgcagg tgaagtctga 3600
agacggtgat cgtcttccag ttaccttgcg tggaccaaag actccaacge caatcaccta 3660
cagggtacct atggcttccg ctcaagtgaa gteegetgtt ctgcttgetg gtctcaacac 3720
cccaggtatc accactgtta tcgagccaat catgactcgt gaccacactg aaaagatgcet 3780
tcaaggtttt ggtgctaacc ttaccgttga gactgatgcet gacggtgtge gtaccatceg 3840
tcttgaaggt cgtggtaagce tcaccggtca agtgattgat gttccaggtg atccatecte 3900
tactgctttc ccattggttg ctgccttgct tgttccaggt tccgacgtca ceatecttaa 3960
cgttttgatg aacccaaccc gtactggtct catcttgact ctgcaggaaa tgggtgccga 4020
catcgaagtg atcaacccac gtcttgetgg tggagaagac gtggctgact tgegtgttcg 4080

ttcttctact ttgaagggtg ttactgttcc agaagaccgt getecttcta tgatcgacga 4140
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gtatccaatt ctcgctgttg cagetgceatt cgctgaaggt getacegtta tgaacggttt 4200
ggaagaactc cgtgttaagg aaagcgaccg tctttctget gtcgcaaacg gtctcaagcet 4260
caacggtgtt gattgcgatg aaggtgagac ttctctegtc gtgecgtggte gtcctgacgg 4320
taagggtctc ggtaacgctt ctggagceage tgtcgetace cacctcgate accgtatcge 4380
tatgagcttc ctegttatgg gtctegtttc tgaaaaccct gttactgttg atgatgctac 4440
tatgatcgct actagcttcc cagagttcat ggatttgatg getggtcettg gagctaagat 4500
cgaactctce gacactaagg ctgcttgatg agctcaagaa ttcgageteg gtaccggate 4560
ctctagctag agctttcgtt cgtatcateg gtttcgacaa cgttegtcaa gttcaatgca 4620
tcagtttcat tgcgcacaca ccagaatcct actgagtttg agtattatgg cattgggaaa 4680
actgtttttc tigtaccatt tgttgtgctt gtaatttact gtgtttttta ttcggttttc 4740

gctatcgaac tgtgaaatgg aaatggatgg agaagagtta atgaatgata tggtcctttt 4800
gttcattctc aaattaatat tatttgtttt ttctcttatt tgttgtgtgt tgaatttgaa 4860
attataagag atatgcaaac atttigtttt gagtaaaaat gtgtcaaatc gtggcctcta 4920
atgaccgaag ttaatatgag gagtaaaaca cttgtagttg taccattatg cttattcact 4980
aggcaacaaa tatattttca gacctagaaa agctgcaaat gttactgaat acaagtatgt 5040
cctettgtgt titagacatt tatgaacttt cctttatgta attttccaga atccttgtca 5100
gattctaatc attgctttat aattatagtt atactcatgg atttgtagtt gagtatgaaa 5160
atatttttta atgcatttta tgacttgcca attgattgac aacatgcatc aatcgacctg 5220

cagccactcg aagcggecgce atcgategtg aagtttctea tetaagecec catttggacg 5280
tgaatgtaga cacgtcgaaa taaagatttc cgaattagaa taatttgttt attgctttcg 5340

cctataaata cgacggatcg taatttgtcg ttttatcaaa atgtactttc attttataat 5400
aacgctcaga ctctagtgac taccaccttc actctcctca agcatttcag cetettcecc 5460
gctcagactc cttagctttg ggagccaaat tatcccttac gttctcgact tcaaccatat 5520
gtgatagctg cctatgatac catggctact tececttagt tetttatcett tectttccge 5580
tttattccat gecttaccga tectetgaag tgtctttgea ttagettcat tgaaacctca 5640
cgcgatgaaa ggtgtgatgg tctcctcega tggegeactt ctcatagggt aacctaattg 5700
tcttacgacc aacataggat tataattaat acaacccctc gtcectataa aagggacatt 5760

tggaaatcct tcacataage ataacactcc taccectctt tetttccact gtgggaacca 5820



actaatggac gctcctatca tgcctgecaa gagttcttce caatttgect cgtectttce 5880

tgagcacatg cgatgacctt gtatggggta gacagatcta ctttcatgat tgaagacgtg 5940

dgataccaac cacacataaa gagcaggcgc acaacagaaa atcctcgtag tgctcttctt 6000

gcatcttaag tcaaatgtat catacactta tgctaaaaca acaatgatcg ggctttcctt 6060

gctatggtga taagcaagaa aagcatcgat tgctactaga tccaccaact cgtctacatt 6120

cgaaaatagt actatcccaa acactagcag tgctaatacg tcgatgaatg atgcccactc 6180

tecttggcetg gecagagttt cegecttete ctecaateac ttecttggta tteccectac 6240

cctattccta ctttgcttca cteagtctaa ttetcatttc gagatcttga caactectge 6300

tattctcgcc atagaaggat agtacccaga aaaaaggtat ggcttccttc ctectatcgg 6360

gcatcctaag atcccttcga actectctat ggttggtget aactgaaagt ccccaaaagt 6420

gaagcatctg agtgattggt catagtattg ggtgagagat gcgatg

<210> 10

211> 22

<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<221> caracteristica diversa
<222> (1)..(22)

<223> molécula iniciadora sintética
<400> 10

ccttttgggc ttttttgttt cc

<210> 11

<<211> 20

<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<221> caracteristica diversa
<222> (1)..(20)

<223> molécula iniciadora sintética
<400> 11

cgtttccegce cttcagttta

22

20

6466
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<210> 12
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<221> caracteristica diversa
<222>  (1)..(20)

<223> molécula iniciadora sintética

<400> 12
tgtgtggtgt gacccattgg
<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221>  caracteristica diversa
<222> (1)..(25)

<223> molécula iniciadora sintética

<400> 13

cctcaattgg gagatactgce actta

<210> 14
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> caracteristica diversa
<222>  (1)..(29)

<223>  molécula iniciadora sintética

<400> 14

gtagtcacta gggtcagtaa agaatgtga

<210> 15
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221>  caracteristica diversa

<222>  (1)..(18)

<223> molécula iniciadora sintética

20

25

29

67
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<400> 15

ttatcaagct ccaaacac

<210> 16
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> caracteristica diversa
<222> (1)..(22)

<223> molécula iniciadora sintética

<400> 16

tgagctcaaa gatatcaaca tg

<210> 17
211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221>  caracteristica diversa
<222>  (1)..(22)

<223>  molécula iniciadora sintética

<400> 17

agttaaatca tagttaataa tc

<210> 18
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221>  caracteristica diversa
<222>  (1)..(20)

<223> molécula iniciadora sintética

<400> 18
tccegetcta gegcettcaat
<210> 19

<211> 19
<212> ADN

18

22

22

20

53
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<213>  Secuencia artificial

<220>

<221> caracteristica diversa

<222>  (1)..(19)

<223> molécula iniciadora sintética
<400> 19

tcgagcagga cctgcagaa 19
<210> 20

211> 24

<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (1)..(24)

<223> molécula iniciadora sintética
<400> 20

ctgaaggcgg gaaacgacaa tctg 24
<210> 21

<211> 1103

<212> ADN

<213> Glycine max

<400> 21

tgggggctge ctgtacttce caaaacttcg cttccctgac ceatcatate caggactgga 60
cgattggett gattgatacc agatgggtga gtcgagtcca cctcggtage ggeatttatg 120
gcaacgattg cagccacgtt gacctccatce attttttctc atgctcatca tggectccat 180
catggtggtc atttggtctt tcatggecte catgtcggec ttcatctget ctigaacttc 240
atctatctca ctcatgattc tagecttgge acgtgtttgg taagggtace gtaaagegeg 300
ttcgttcttt tttattacta tgattacatt ttgacgatga tgatgattgt aggaaagaat 360
gaaatgagta atgaaacaac taaataaacg tgaatgcatg acaatgataa gttgctgaag 420
tattataaat ttacatagga cattcagtgg aacgtagggt cgaatcaaat cctatttcat 480
taaaaacaat attgttcatc tigacagagc caaagcataa ctagaaatac aacatggaca 540
catcagcgat tcctaattat gtgggtcatt agttcgacca tgtgttggea gtaacttgaa 600
agactatgaa cttcatcggg agcagagtat gtgtcagtca ccgecttgge tetggcetaac 660
aaccttggga tctcttggct ctcatttaga gtaagagcaa atttgtccat ccatttcatg 720
gettctttat gcaataactc tatcaccect tetettgctt cectticaac ctgcaaggtc 780
gacacttttg cctgticgte ttctagectt cgeccatgac tagecagcetag gttcaccttc 840
tcttcatatt ggtcaatgat tatcaacata ttttcttttg ttttgctcaa ctgttctctc 900

aaacttctct tcgatctctg acaactcttt aacttatcct ctaacatcag gttttccata 960
cttgatttgt ccctcttggc ttttctaagt ttgagctegt tactgetgee ccacaaagec 1020
cctcgaaact tgttcetget ceactcettee ttttgggcett ttttgtttee cgetctageg 1080
cttcaatcgt ggttatcaag ctc 1103

§6
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<210> 22

<211> 1060

<212> ADN

<213> Glycine max

<400> 22

cagactctag tgactaccac cttcactcte ctcaagcatt tcagectcett cccegetcag 60
actccttagce tttgggagcc aaattatcece ttacgttctc gacttcaacc atatgtgata 120
gctgectatg ataccatggc tacttccect tagttettta tetttecttt cegctttatt 180
ccatgcctta ccgatectet gaagtgtctt tgcattaget tcattgaaac ctcacgegat 240
gaaaggtgtg atggtctcct ccgatggegce acttctcata gggtaaccta attgtcttac 300
gaccaacata ggattataat taatacaacc cctcgtcect ataaaaggga catttggaaa 360
tccttcacat aagcataaca ctectacccc tetttetttc cactgtggga accaactaat 420
ggacgctcct atcatgcctg ccaagagttc ttcccaattt gectegtect ttectgagea 480
catgcgatga ccttgtatgg ggtagacaga tctactttca tgattgaaga cgtgggatac 540
caaccacaca taaagagcag gcgcacaaca gaaaatcctc gtagtgctct tcttgcatct 600
taagtcaaat gtatcataca cttatgctaa aacaacaatg atcgggcttt ccttgctatg 660
gtgataagca agaaaagcat cgattgctac tagatccacc aactcgtcta cattcgaaaa 720
tagtactatc ccaaacacta gcagtgctaa tacgtcgatg aatgatgccc actetecttg 780
gctggccaga gtttcegect tetectecaa tcacttectt ggtattceece ctacectatt 840
cctactttgc ttcactcagt ctaattctca tttcgagate ttgacaactc ctgctattct 900
cgccatagaa ggatagtacc cagaaaaaag gtatggcttc cttcctecta tcgggceatce 960
taagatccct tcgaactcct ctatggttgg tgctaactga aagtccccaa aagtgaagea 1020
tctgagtgat tggtcatagt attgggtgag agatgcgatg 1060
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SEQ ID NO:4

NO:3

SEQ ID NO:2
6466

ADN del Flanco
genomico 3

a

opJainbz| splog |ap ouswbel] - g

i yuawboyy Jspiog o7-9
o 63594y *d~1

5dSd1 7dd

IG. 1

Inserto de ADN transgénico

JapIq + uoau|

oyoasaq aptog |ap ojuswbe.

Tre

3 + Uy
-~

boa) Japiog bu

ADN del Flanco
gendémico 5

1

PAGINA DE REEMPLAZO (REGLA 26)
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Molido en

Alimentacién de
Molino de Soya

: Producto para pienso

Cascaras de
producto para
pienso

Aceite de soya

Aceite

Extraccién de ,

- Limpieza, himedo
Frijol de soya { Secado,
Almacenamiento Rodillos de Coccion de
Trituracién Semilla entera, Decantacion
extrusion A ) '
Filtracién
Remocién de la Acondicionamiento Rodilios para - Rd ------- éldo ------
A Hojuelas : Residuo séli
gascara ’ Producto para producto para

pienso de
semilla entera

cocinada

pienso

Aceite de Soya
desgrasado

Removedor de
=colvante

Leche de frijol de
soya
Producto Alimenticio

Removedor de
solvente/
Tostador

Coagulacién

Productos Alimenticios
de lecitina, acidos
grasos, glicerol,
esterol

Productos
Alimenticios de
Aceite de Soya

Productos en
hojuelas de frijol
de Soya

desarasado

Pienso de Frijol
de Soya
Desgrasado/

Tostado

Queso de leche Tofu
Producto Alimenticio

—— Producto Alimenticio
- - - - Producto para pienso

€

S
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Productos Alimenticios

Hojuelas de frijol de soya
desgrasada
(Producto alimenticios)

Procesamiento

Agregar lecitina

Agregar aceite de

Adicional de soya soya
Harina de soya Harina de soya
con lecitina engrasada
Remover Extraccion de Hidrélisis acida Extrusion a Aislados de
Azucares Alcalina de enzima alta soya por
temperatura centrifugacién
Producto Alimenticio Proteina I_Drotema Proteina Proteina de Flbrz’as de
---- Producto para pienso concentrada aislada de _veggtal soya proteina de
de soya soya hidrolizada texturizada soya

€/t



Brigard & Castro

' BOGOTA - COLOMBIA

PODER

El Suscrito.

POWER OF ATTORNEY

The Undersigned.Bﬂf.‘ bﬂpﬂ Eunnlh *S‘(‘é Léf?$

s wTatiltactiad Pspacti-C ouma
sand n 2 1.C
o WMoasent D%d”?i"”&j{j st

Nombrolamos} a JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o
CARLOS H. PALACIO EASTMAN y/o MARTIN E. TORRES
CARDOZO, de Bogots, Colombia, apoderados verdaderos y

" legales con poder especial, amplio y suficiente, para recabar

de las oficinas y autoridades colombianas administrativas,
judiciales y de policf a, en cualquier instancia o recurso, la
obtenciér de patentes de invencid, registros de marcas,
disefos industriales, modelos de utilidad, depéitos de nombres
comerciales, lemas comerciales y ensefas, registros de
derechos de autor y contratos sobre los mismos, obtencih de
certificados de obtentor de variedades vegetales, asl como
sus prdrogas, renovaciones, anotaciones de traspaso, cambios
de nombre y/o domicilio y/o dirgcciy; elaborar, tramitar y
registrar contratos de licencia y licencias de cualesquiera
clases; intervenir como demandante o como demandada en
cualquier instancia y recurso ante cualquier juez, corporacit,
funcionario publico o autoridad en acciones judiciales,
administrativas y de poficf a tales como: oposiciones al
registro de marcas; acciones de caducidad, cancelacit y
nulidad; acciones reivindicatorias, acciones derivadas de la
obtencith o explotacié de licencias; acciones de compatencia
desleal; demandas penales; acciones de Indemnizacid de
perjuicios, reclamos y observaciones a solicitudes de patentes,

- disefos industriales, modelos de utilidad, en el ejercicio de

medidas cautelares y en otras acciones o medidas similares.

A este efecto, lo{s) facultolamos) para elevar solicitudes,
formular descripciones, enmiendas, protastas, declaraciones,
oposiciones, cancelaciones, nulidades, apelaciones y
reclamos; pagar impuestos, cuotas y gravd menes prescritos
por la ley; renunciar o desistir a derechos concedidos o en
curso de concesid; recibir toda clase de documentos Y
valores, dando el descargo respectivo, y, en general, para dar
ante dichas autoridades todos los pasos necesarios al efecto
indicado y tomar todas las medidas que creyeren conducentes
al resguardo de mis (nuestros intereses), con todas las demas
facultades legales necesarias.

Este poder comprende la facultad de ratificar o confirmar en
mi  (nuestro) nombre lo actuado asi como la facultad de
desistir, transigir, comprometer, vy la de sustituido en todo o
en parte y revocar sustituciones. Asimismo nombro(amos) a
JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o CARLOS H.
PALACIO EASTMAN y/o MARTIN E. TORRES CARDOZO,
domiciliadofs) en la Carrera 7 No. 71-21 Piso 4, mis
{nuestros) apoderados en Colombla, con facultades para
recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o
extrajudiciales.

domiciled mS‘\'La(.,USIM(.SSO(MKLuSA

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO and/or
CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or MARTIN E. TORRES
CARDOZO , of Bogots, Colombia, my {our) true and lawful
attorneys with special, ample and sufficient power to obtain
trom the Colombian administrative, judicial and police offices
and authorities, in any instance, privileges of patents of
invention, registration of trademarks, industrial designs and
utility models; registration of commercial names, slogans and
emblems, registration of copyright and contracts related
thereto, certificates of obtalners of vegetables varieties, as
well as extensions, renewals and recordal of assignments and
changes of name and domicile and/or address related to the
above; to prepare, prosecute and register licenses of any kind;
to act as plaintitf or defendant in any instance or recourse, and
before any judge, corporation, public official or authority in
judicial, administrative and police actions, such as: oppositions
to the registration of trademarks; caducity, cancellation and
nullity actions; claim actions derived from the obtaining or
oxploitation of licenses, action of unfair competition; criminat
proceedings, actions for payment of damages: claims or
observations on patent applications, modals, industrial deSIgns
and utility models; in the exercise of preventive measures and
in other actions or similar proceedings.

To that effect they hereby empowered to file applications,
formulate descriptions, amendments, protests, declarations,
oppositions, cancellations, nullities, appeals and claims; to
pay taxes, quotas and assessments prescribed by law,
renounce or waive the rights granted or in the process of
granting; to receive all kinds of documents and valuables,
giving the respective release of receipt, and, in general, to
take before said authorities the necessary steps to such
effect, and any measures that they may deem pertinent to
the safeguard of my {our) interest{s} with all the other
necessary legal powers,

This power includes the faculty to ratify or confirm desist,
settle and compromise on my (our) behalf, and to substitute
this power in whole or in part and to revoke substitutions. At
the same time | (We) hersby appoint JUAN PABLO CADENA
SARMIENTO and/or CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or
MARTIN E. TORRES CARDOZO, domiciled in Carrera 7 No. 71-
21, Piso 4, my {our) attorneyls) in fact, with powers to
recelve notifications and to designate judicial and extrajudicial
attorneys.

Granted and signed in S?é ZM{SW(/Q ..........
This /é .day of Wﬁ

Title. wr/\,lb 'Q,C\:’l |2




STATE OF MISSOURI

Office of
Secretary of State

Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by NICOLE M. ARENDALL

acting in the capacity of NOTARY PUBLIC - STATE OF MISSOURI

W

4. bears the seal/stamp of NICOLE M. ARENDALL - NOTARY PUBLIC - STATE OF MISSOURI

Certified

w

at Jefferson City, Missouri

. the 22nd day of APRIL 2008

6

7. by Robin Camahan, Secretary of State, State of Missouri
8. No. 188523

9

. Seal/Stamp ‘ 10. Signature: -

SISy
=4 SECRETA\R
*b o SR

o
% 5
o e

\n Mrssou

RS

V/ROWR

Secrelary of State

Comm. 27 (01-01)




CERTIFICAlsO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy de de
personalmente compareciéante mf

a quien conozco, y de quien me consta que firmé el
anterior documento, debidamente juramentado declar6y
dijo que él (ella) es

de

Sociedad legalmente constituida para un perf odo de
duracidy que aln no ha terminado; que el declarante

... ©stéd autorizado por dicha compail a para conferir este
* poder; que el sello estampado por él al pie de tal poder,

en nombre y representacié de la expresada compaii a,
es el sello oficial de ella; y que el objeto para el cual se
confiere este instrumento estd comprendido dentro del
objeto social de la sociedad.

El suscrito Notario hace constar que tuvo a la vista las
prusbas de la existencia de la sociedad.

4 Estado de

con fecha

Y que quien confiere el presente poder es su

representante.
72
Notario Pdblico (sello} _‘:}, NOTARY?’
4 SEAL 5
';{‘\QFM\ v
CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL
Hoy de de , comparecideron)
ante mi

a quien (es) conozco y me consta que es(son) la(s)
persona(s) firmante(s) del documento que precede y
quien(es) declaraln) que otorgan el mismo para los
fines y propé&itos que en &l se expresan.

Notario Pdblico (sello)

LEGALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA.

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

On this Ibf’“ day of A‘f?l(/vo

personaily appeared before me BMbﬁ' R&WNIW’SW@

to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument who being by me duly
sworn did depose and say that he (she) is the

Tadellechsd Propecky Covmtal
U s imdo Teohniology LG

Which is legally constituted for a term not yet expired,
that deponent is authorized by said Company to confer
this Power of Attorney: that the seal affixed hereunto
by the deponent in the name and on behalf of said
Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument is granted is included
within the corporate purpose of company.

The undersigned Notary Public attests that he has seen
the documents that prove the existence of the
company.

State of M(

under date of APM /(g Zmr

and that he (she) who grants the present power of
attorney is its Representative.

moomumennm W YA
My Commission Expire

March 18, 2010 Public Notary (Seal)

St Louis County
Commission 408434773

NOTARIAL CERTIFICATE
NATURAL PERSON
On this day of of

personally appeared before me

who is{are) known to me and who | attest executed the
foregoing document and he (they) declared he (they)
grant(s} the document for the uses and purposes therein
expressed.

Notary Public {Seal)

LEGALIZATION BY APOSTILLE IS REQUIRED.



AS A5 Y

s et s Y rr—

The 5* - @exas

Secretary of State

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

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

3. acting in the capacity of

4. and bears the seal/stamp of

5. at Austin, Texas

United States of America

LUIS M MONTES

Notary Public, State of Texas

LUIS M MONTES, Notary Public, State of
Texas, Commission Expires: 10-08-08

CERTIFIED

6. on March 19, 2008

7. by the Sécretary of State of Texas

8. Certificate No. N-635296

9. Seal

10. Signature:

PAL 1) itloon.

Phil Wilson
Secretary of State
ST/elk




L, Lori Dee, of Sonnenschein Nath & Rosenthal LLP, do hereby declare that the copy
attached hereto is a true photocopy of the assignment of United States Patent Application Serial
No. 11/441,914, which claims priority to U.S. Provisional Application No. 60/685,584, and of all
divisional, continuing, substitute, renewal, reissue and all other applications for patent which
have been or shall be filed in the United States and all foreign countries on any of such
improvements; all original and reissued patents which have been or shall be issued in the United
States and all foreign countries on such improvements; and specifically including the right to file
foreign applications under the provisions of any convention or treaty and claim priority based on

Lori Dee

such application in the United States
Paralegal

Sonnenschein Nath & Rosenthal

Subscribed and sworn to before me this 14th day of

o M. MONTES
S, Nonwlgublic. Stete of Texas
My Commission Expires

October 08, 2008

NN
S
I

s
3"’01

14699180




PATENT
FILE NO. MONS:113US

ASSIGNMENT

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

SELL, ASSIGN AND TRANSFER to MONSANTO TECHNOLOGY LLC (the
“Assignee”), having a place of business at 800 N. Lindbergh Blvd., St. Louis, Missouri 63167,
their entire right, title and interest for the United States and all foreign countries in and to any
and all improvements which are disclosed in the application for United States Letters Patent,
Serial No. 11/441,914 which has been filed on May 26, 2006 and is entitled “SOYBEAN
EVENT MON89788 AND METHODS FOR DETECTION THEREOF,” which
claims priority to U. S. Provisional Application No. 60/685,584 filed on May 27, 2005, such
application and all divisional, continuing, substitute, renewal, reissue and all other applications
for patent which have been or shall be filed in the United States and all foreign countries on any
of such improvements; all original and reissued patents which have been or shall be issued in the
United States and all foreign countries on such improvements; and specifically including the
right to file foreign applications under the provisions of any convention or treaty and claim
priority based on such application in the United States;

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

WARRANT AND COVENANT that no assignment, grant, mortgage, license or other
agreement affecting the rights and property herein conveyed has been or will be made to others

by the undersigned, and that the full right to convey the same as herein expressed is possessed by
the undersigned;

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

%



TO BE BINDING on the heirs, assigns, representatives and successors of the undersigned
and extend to the successors, assigns and nominees of the Assignee.

Signature: 7t ?Tabiier, Date: /- 3/-08

Name: Marianne Malven

STATEOF __ MY
COUNTY OF _S+.Loui s

BEFORE ME, the undersigned authority, on thisé l h day of % , 2006

personally appeared Marianne Malven, known to me to be the person whos€ name is subscribed
to the foregoing instrument and acknowledged to me that he/she executed the same of his/her

own free will for the purposes and consideration therein expressed.

Notary or Consular Officer
{SEAL]

" NOTARY SEAL"®
Darla D. Gault, Notary Public
St. Louis County, State of Missouri
My Commission Expires 10/1/2007
Commission Number 03385595




¥S

Signature: w Zw\.ﬁaﬁo Date:j/l ,/o 3

Name: Jennifer Rinchart

STATE OFM%)aMLQg_
COUNTY OF __1 0z ne-

BEFORE ME, the undersigned authority, on this Zﬁt_ day of Aﬁ_@;ﬁ 2006

personally appeared Jennifer Rinehart, known to me to be the person whose natw? is subscribed
to the foregoing instrument and acknowledged to me that he/she executed the same of his’her
own free will for the-purposes and consideration therein expressed.

5@7 %%%p )

Notary or Consulﬁbfﬂccr

[SEAL]




N

Signature: /7%/%/%\4 Date:_7- 3/ 0 &
an a

Name: /(I yl(?y
STATEOF _*_ MO ___
COUNTY OF _S+ Lot/s

<t —_
BEFORE ME, the undersigned authority, on this 5/ day of _J e/ , 2006
personally appeared Nancy Taylor, known to me to be the person whose name is subscribed to
the foregoing instrument and acknowledged to me that he/she executed the same of his/her own

free will for the purposes and consideration therein e_xiressed.

Notary' or Consular Officer

[SEAL]

. |" gjchv SEAL S
ra O. Gault, Notary P

St. Louis County, State c:fy Mlgs?)ﬂ?i
My Commlssfon Expires 10/1/2007
Commission Number 03385595




Signature: M () Date: y/ /0(9

Name: Ellen Dickinson

STATE OF __[Wissouc
COUNTY OF 5_};1@:5

BEFORE ME, the undersigned authority, on this /-5 day of ﬁfug 7+, 2006
personally appeared Ellen Dickinson, known to me to be the person whose name’is subscribed to
the foregoing instrument and acknowledged to me that-hefshe executed the same of his/her own
free will for the purposes and consideration therein expressed.

L%{/XJL//Q /Iﬂ(}/dd’(/'

Notar¥ or Consulal Qfficer
[SEAL}
\““"':, M‘OHEU_ELUDWIG
RO 23 My Comrission Explres
: '1’ P July 13,2009
o, SEALES Lowis County

4, SEAL, st
%"FW\ < Qormmisalon #0BEB0TAT

FULBRIGHT & JAWORSKI L.L.P.
600 Congress Avenue, Suite 2400
Austin, Texas 78701




TRADUCCION AL ESPANOL del documento de cesién de solicitud de Patente a

MONSANTO TECHNOLOGY LLC, firmado por los cedentes y el cesionario.

El Estado de Texas

Secretario de Estado
APOSTILLA

(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE JULIO DE 1961)
1. PAIS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. ESTE DOCUMENTO PUBLICO HA SIDO FIRMADO POR:
LUIS M. MONTES
3. ACTUANDO EN CAPACIDAD DE:
NOTARIO PUBLICO, ESTADO DE TEXAS
4. LLEVA EL SELLO/TIMBRE DE:
LUIS M. MONTES, NOTARIO PUBLICO, ESTADO DE TEXAS, LA
COMISION VENCE: 10 DE AGOSTO DE 2008

CERTIFICADO

5. EN AUSTIN, TEXAS
6. EL 19 DE MARZO DE 2008
7. POR EL SECRETARIO DE ESTADO DE TEXAS

8. CERTIFICADO NO. N-635296

9. SELLO 10. FIRMA
HAY UN SELLO QUE DICE: (FIRMA)
EL ESTADO DE TEXAS PHIL WILSON
SECRETARIO DE ESTADO

ST/CLK




Yo, Lori Dee, de Sonnenschein Nath & Rosenthal LLP, declaro que la copia anexa al
presente es una fotocopia verdadera de la cesién de la Solicitud de Patente de los Estados
Unidos con Serie No. 11/441/914, que reclama prioridad de la solicitud provisional en
Estados Unidos No. 60/685,584, y todas las solicitudes divisionales, que sean continuacién,
sustitutas o renovaciones, reexpediciones, y todas las otras solicitudes de patente que han
sido o seran presentadas en los Estados Unidos y en todos los demas palses de tales
mejoras; todas las patentes originales y reexpedidas que han sido o sera expedidas en los
Estados Unidos y en todos los demas paises sobre tales mejoras; y especificamente
incluyendo el derecho a presentar solicitudes extranjeras bajo las estipulaciones de

cualquier convencidn o tratado y reivindicar prioridad basada en tal solicitud en los Estados
Unidos.

(Firma)
Lori Dee
Paralegal
Sonnenschein Nath & Rosenthal

Suscrito y jurado ante mi este dia 14 de marzo de 2008.

(firma)
Notario Publico, Estado de Texas
Hay un Sello que Dice:

LUIS M. MONTES
NOTARIO PUBLICO, ESTADO DE TEXAS
Mi comision vence
Octubre 8, 2008

»



CESION

Para la buena y valiosa contraprestacion, el recibo, suficiencia y adecuacién de la que aqui
esta reconocida, los abajo firmantes procedemos aqui:

Vendemos, cedemos y transferimos a MONSANTO TECHNOLOGY LLC (el "Cesionario”), con sus
oficinas principales en 800 N. Lindbergh Blvd., St. Louis, Missouri 63167, la totalidad del derecho, titulo
e intereses para los Estados Unidos y todos los demas paises en y para cualesquier mejoras que sean
divulgadas en la solicitud de patente de los estados unidos, Serie No. 117441,914, que ha sido
solicitada el 26 de mayo de 2006 y se titula EVENTO MON89788 DE SOYA Y METODOS PARA LA
DETECCION DEL MISMO”, el cual reivindica prioridad de la solicitud provisional de Estados Unidos
No. 60/685,584, presentada el 27 de mayo de 2005, tal solicitud y todas las divisionales,
continuaciones, sustitutas, renovaciones, reexpediciones y todas las demas solicitudes de patente que
han sido o seran presentadas en los Estados Unidos y en todos los otros paises sobre cualquiera de
tales mejoras; y especificamente incluyendo el derecho a presentar solicitudes extranjeras

bajo las estipulaciones de cualquier convencion o tratado y reivindicar prioridad basada en
tal solicitud en los Estados Unidos.

AUTORIZAMOS Y SOLICITAMOS a la autoridad expedidora que expida al cesionario todas las
patentes de Estados Unidos y del-exterior concedidas sobre tales mejoras;

GARANTIZAMOS Y CONVENIMOS que ninguna cesion, garantia, hipoteca, licencia o
cualquier otro acuerdo que afecte los derechos y la propiedad aqui convenidos has sido o sera
celebrado para terceros por los abajo firmantes, y que el derecho total para convenir lo dicho como se
ha expresado aqui esta en cabeza de los abajo firmantes.

CONVENIMOS, cuando seamos requeridos y a cargo del cesionario, llevar a cabo de buena fe
a intencién y propésito de esta cesién, los abajo firnantes ejecutaremos todas las solicitudes de
patente divisionales, de continuacion, sustitutas, renovaciones, reexpediciones, y todas las solicitudes
de patente de cualquiera y de todas esas mejoras; ejecutar todos los juramentos en derecho, las
declaraciones, cesiones, poderes y otros documentos; comunicar al cesionario todos los hechos
conocidos por los abajo firmantes referidos a tales mejoras y a su historia; y, en general, hacer todo lo
posible que el cesionario considere deseable para conceder el titulo a tales mejoras, y para asegurar,
mantener y reforzar la proteccién adecuada de la patente para tales mejoras;




PARA SER VINCUOLANTE en los herederos, asignatarios, representantes y sucesores de los
abajo firmantes y extenderlo a los sucesores, asignatarios y nombrados del cesionario.

Firma: {Firma) fecha: 31 de julio de 2006
Nombre: Marianne Malven

ESTADO DE MISURI
CONDADO DE SAN LUIS

ANTE M, la autoridad abajo firmante, en este dia 31 de julio de 20086, personalmente ante
mi comparecié Marianne Malven, conocida por mi por ser la persona cuyo nombre esta
suscrito en el instrumento siguiente y reconocido por mi que él/ella ejecutd el mismo por su
propia voluntad libre para los propdsitos y contraprestacion aqui expresada.

(Eirma)
Notario de la Oficina Consular

[SELLO]
Hay un sello que dice:

“SELLO NOTARIAL®

Daria D. Gault, Notario Publico

Condado de San Luis, Estado de Missouri
Mi comision vence el 1° de octubre de 2007
NGmero de Comisidén 03385595

Firma: (Firma) fecha: 1 de agosto de 2006
Nombre: Jennifer Rinehart

ESTADO DE WISCONSIN
CONDADO DE DANE

ANTE M, 1a autoridad abajo firmante, en este dia 1 de agosto de 20086, personalmente ante
mi comparecié Jennifer Rinehart, conocida por mi por ser la persona cuyo nombre esta
suscrito en el instrumento siguiente y reconocido por mi que él/ella ejecuté el mismo por su
propia voluntad libre para los propdsitos y contraprestacion aquf expresada.

(Firma)
Notario de la Oficina Consular

[SELLO]

Firma: (Firma) fecha: 31 de julio de 2006
Nombre: Nancy Taylor

ESTADO DE MISURI
CONDADO DE SAN LUIS

ANTE M|, Ia autoridad abajo firmante, en este dia 31 de julio de 2006, personalmente ante
ml compareci6 Nancy Taylor, conocida por mi por ser la persona cuyo nombre esta suscrito
en el instrumento siguiente y reconocido por mi que él/ella ejecutd el mismo por su propia
voluntad libre para los propésitos y contraprestacion aqui expresada.

(Firma)
Notario de la Oficina Consular




[SELLO}
Hay un sello que dice:

“SELLO NOTARIAL”

Daria D. Gault, Notario Pablico

Condado de San Luis, Estado de Missour
Mi comisién vence el 1° de octubre de 2007
“NUimero de Comisién 03385595

Firma: (Firma) fecha: 1 de agosto de 2006
Nombre: Ellen Dickinson

ESTADO DE MISURI
CONDADO DE SAN LUIS

ANTE M|, la autoridad abajo firmante, en este dia 1 de agosto de 2008, personalmente ante
mi comparecié Ellen Dickinson, conocida por mi por ser la persona cuyo nombre esta
suscrito en el instrumento siguiente y reconocido por mf que él/ella ejecutd el mismo por su
propia voluntad libre para los propésitos y contraprestacién aquf expresada.

(Fima)
Notario de la Oficina Consular

[SELLO]

Hay un sello que dice: Hay otro sello que dice:

SELLO NOTARIAL MICHELLE LUDWIG

NOTARIO PUBLICO Mi comisién vence

ESTADO DE MISURI El 13 de julio de 2009
Condado de San Luis

Comisién # 05550747

FULBRIGHT & JAWORSKI L.L.P.
600 Congress Avenue, Suite 2400
Austin, Texas 78701




