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RESPUESTA A.. EXAMEN DE FONDO

Yo, Margarita Castellanos Abondanc, identificada como aparece al pie de mi firma,
atentamente me permito presentar respuesta al oficio M0.13052 notificado por
fijacion en lista del 27 de julio ce 2012, estando dentro de! término de la prérroga

solicitada el 18 de octubre de 2012, en los siguientes términos:

De la solicitud de patente

Su Despacho concluye que el pliege reivindicatorio de la presente solicitud de
patente no cumple con las disposicicnes de los articulos 28 y 30 de la Decision

486. El Examinador sefala lo siguiente:

“Definicion del evento MON89304, a Ic largo dal capitulo se menciona
reiteradamente dicho evento. Sin embargo, en nincuna parte se define el

mismo ni se indica cual es e! gen o los genes insertados en la planta que le



confiere(n) resistencia a lepidépterns. Esta informacion es fundamental para
que el técnico medio entienda la invencién”.
“La composicién derivada de la planta de maiz transgénico (producto
alimenticio derivado), no hay informacion sobre métodos de preparacion de
productos alimenticios preparados ni de las composiciones de los mismos”.
“El capitulo reivindicatorio en general no refleja las caracteristicas técnicas
fundamentales de la invencién, esto es la insercion de dos genes de
resistencia a lepiddpteros (Cry1A y Cry2Ab) en un solo T-DNA”.
“La reivindicacién 11 reclama una composicién derivada de la planta de
maiz transgénico, o partes de la misma, mencionando diversos productos
alimenticios. Estos productos son obtenidos del uso de la planta de maiz
como materia prima del alimento, y no se ven modificados por el objeto de
la invencion, por lo que no se consideran parte de la misma”.
“El par de moléculas de ADN reclamadas en la reivindicacion 17 debe ser
definido a partir de su secuencia”.
“El conjunto de elementos para la deteccion de ADN reclamado en la
reivindicacion 33, tiene las mismas caracteristicas técnicas del par de
moléculas de ADN reclamadas en la reivindicaciéon 17. Se recomienda
eliminar algunas de estas reivindicaciones para darle concisién al capitulo
reivindicatorio”.
Asimismo, el Examinador sefiala que el objeto de las reivindicaciones 4 a
10 es una planta o partes de ella y el objeto de las reivindicaciones 12 a 16
€S un proceso esencialmente biolégico para la producciéon de plantas, los

cuales no son considerados patentables de acuerdo con la legislacién
vigente.

Con el fin de atender las observaciones formuladas a este respecto, y de acuerdo
con el articulo 34 de la Decisidon 486, se presenta un nuevo capitulo reivindicatorio
conformado por 23 reivindicaciones como sustituto del anteriormente presentado.

De tal manera que, las objeciones formuladas a este respecto se deben tener por
superadas de la siguiente manera:

En este nuevo capitulo reivindicatorio, no han sido incluidas las
reivindicaciones 4-10, 12-13, 15-16 y 33 (y sus dependientes) y por lo

tanto, las objeciones formuladas a este respecto se deben tener por
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Lo

superadas.

* De otro lado, la reivindicaciéon 14 ha sido redactada nuevamente
incluyendo el paso de a) transformar una célula de de la planta, el cual es
un paso esencial en e! proceso reivindicado que requiere de la
intervencién humana. Esta etapa del proceso es esencial para lograr el
objetivo del mismo y requiere de la intervencion humana por lo que no se
trata de un proceso esencialmente bioldgico y no estd excluido de
patentabilidad. De modo que, la objecién formulada a este respecto

también se debe tener por superada.

* Con respecto a la descripcion de la presente solicitud, se aclara a su
Despacho que el Ejemplo 1 describe claramente el evento MON89034 que
el deposito de semillas provee una definicién adicional del mismo. En efecto,
en la Figura 1 se muestra que el ADN del inserto del transgen comprende
Cry1A.105 y Cry2Ab y en la pagina 27, linea 27 a la pagina 28, linea 8 (de la
solicitud PCT publicada) se divulga que Cry1A.105 se encuentra en las
posiciones 3244 a 6777, y que Cry2Ab se encuentra en las posiciones 8893
a 10800 de la SEQ ID N°: 5. Ademas notamos que la secuencia de
nucleotidos de la SEQ ID N°: 5 esta en el Listado de secuencias. Por ello,
en vista de la Descripcion, el Listado de secuencias y las figuras, una
persona versada comprenderia claramente la invencién definida por el
evento MON89034.

* En relacién con la reivindicacién 11, vale la pena resaltar gque una persona
versada en el arte claramente sabria como preparar una composicién
derivada de una planta que comprenda el evento MON89034. Lo anterior,
teniendo en cuenta que en la Descripcién se describe la composicion
reivindicada y los productos comerciales indicados comenzando en la
pagina 8, linea 18 de la Solicitud PCT publicada. Teniendo en cuenta la
anterior aclaracion, es claro que la objecidon formulada a este respecto se
debe tener por superada.

* Ademas, mi representada desea poner de presente que el evento

MONB89034 da como resultado un menor dafno y por consiguiente un mayor



rendimiento en las plantas de las cuales derivan los productos comerciales.
Dicho aumento en el rendimiento incrementa inherentemente la cantidad de
semillas (granos) producidas y por consiguiente la cantidad de ‘productos
comerciales que se pueden producir por unidad de tierra. Asifnismo, dicho
aumento tiene multiples beneficios, incluyendo la capacidad para alimentar
a un mayor nimero de personas o0 animales en una cantidad igual o menor
de tierra cultivable, lo cual disminuye a su vez el costo del producto
comercial asi como el impacto sobre el medio ambiente. Por ello, el
aumento en el rendimiento debido a la presencia del evento produce

numerosos efectos beneficiosos.

* De otro lado, la reivindicacion 1 ha sido redactada nuevamente para indicar
que la molécula de ADN comprende las SEQ ID N°: 1 6 2 y Cry1A.105 o
Cry2Ab. De esta manera la molécula de ADN queda definida por sus

elementos, de conformidad con las sugerencias de! Sefior Examinador.

° Con respecto a la objecion formulada a la reivindicacion 17 en relacion con
los pares de cebadores o sondas por no ser clara la expresién: "las
moléculas de ADN son de una longitud suficiente de nucleétidos contiguos
de la SEQ ID N°: 3 o de la SEQ ID N°:5", se pone de presente que las
reivindicaciones se han modificado para indicar que la primera y segunda
moléculas de ADN "comprenden al menos 20” nucleétidos contiguos. Cabe
senalar que un especialista en el arte comprenderia claramente el alcance
de las moléculas de cebadores y sondas reivindicadas, ya que la
identificacion y el disefio de moléculas de cebadores y sondas es bien
conocido en general en el arte. De modo que, la objecion formulada a este
respecto se debe tener por superada.

Asi entonces, teniendo en cuenta las anteriores aclaraciones y las modificaciones
efectuadas al capitulo reivindicatorio, consideramos que las objeciones que por
claridad hizo su Despacho quedan superadas ya que el nuevo capitulo
reivindicatorio se encuentra redactado en los términos sugeridos por su Despacho,
el mismo es ahora claro y conciso y la materia de invencién reivindicada se

encuentra debidamente soportada en la descripcion.



Nivel inventivo

Su Despacho concluye que los documentos WO 2004/020636 (D1) y “Claire Helpin.
Plant Biotechnology Journal (2005) vo1.3, pp.141-155” (D2) afectan el nivel invertivo.
de las reivindicaciones 1-3, 13 de la presente solicitud y que el documento
US2002/0102582 (D3) afecta el njvel inyentivo de las reivindicaciones 17-38 de la.
presente solicitud. En cuanto a las objeciones del examinador deseamos pener de
presente lo siguiente:

De acuerdo con el articulo 18 de la Decisidn 486:
“Articulo 18.- Se considerara que una invencién tiene nivel inventivo,

Si para una persona del oficio normalmente versada en la materia

técnica correspondiente, esa invencion no hubiese resultado obvia ni

se hubiese derivado de manera evidente del estado-de la técnica”.

Teniendo en cuenta el anterior articulo, se exponen a continuacion las razones por
las cuales la presente invencion es inventiva frente a las ensefianzas del documento
Dt:

Con el fin de demostrar el nivel inventivo de la presente solicitud de patente frente:
a los documentos citados D1, D2 y D3, se presenta anexo al presente memorial la
Declaracion del Dr. James Roberts que demuestra las propiedades superiores del
evento MON89034 y que la materia de invencidn reivindicada en la presente
solicitud es novedosa e inventiva. Adicionalmente, deseamos poner de presente
lo siguiente:

(1) Con respecto al rechazo de las reivindicaciones 1-3 y 13 ante D1 y D2, se
pone de presente que en D1 se compara la actividad insecticida contra el gusano
militar tardio entre plantas de maiz que expresan Cry1Bb, plantas de maiz que
expresan Cry2Ab (MONB840) y plantas de maiz que expresan una combinacién de
Cry1Ab (MON810) y Cry2Ab (MONB40) (ver la pagina 45, Tabla 7). |

Aparentemente, el Examinador sustenta el presente rechazo de nivel inventivo en

la presuncion de que los genes Cry1Ab y Cry2Ab divulgados en la referencia
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citada son los mismos que ios del presente evento MON89034. Sin embargo, en
contraste a lo supuesto por el Examinador, el evento MON810 de maiz citadp
expresa Cry1Ab que en realidad es una quimera Cry1Ab/Cry1Ac, en tanto la
presente invencién comprende un evento de maiz que expresa ambos Cry1A.105
(es decir, una quimera Cry1Ab/Cry1Fa) y un gen Cry2Ab. Con mayor detalle, el
componente de toxina Cry1Ab de MONB810 corresponde a los dominios | y Il de
Cry1Ab unidos al dominio Il de Cry1Ac, en tanto en MON89034 el componente
de toxina Cry1A.105 corresponde a los dominios | y Il de Cry1Ab unidos a un
dominio Il de Cryi1Fa. Solamente hay un 44% identidad de secuencias de
aminoacidos entre Cry1Ac y Cry1Fa sobre la longitud de los aproximadamente 150
aminoacidos que conforman las regiones de estas proteinas correspondientes al
dominio Ill. Ademas, la proteina quimera Cry1Ab en MON810 presenta un espectro
de actividad dirigido contra especies de Lepiddopteros completamente diferentes en
comparacion con ia proteina quimera Cry1A.105 en MON89034.

Dadas las diferencias entre los componentes de las toxinas de MON810 vy
MONB89034, una persona versada en el arte no podria haber anticipado el objeto de
la presente invencion a partir de D1 o D2 o predecir sin experimentacion alguna si
estas diferencias podrian haber originado el nivel mencionado previamente de
actividad diferencial entre las dos proteinas. Una persona versada en el arte
hubiera esperado ademés que la presente combinaciéon de un Cry1A.105 con un
Cry2Ab presentara propiedades complementarias dirigidas a las multiples especies
de lepidopteros que también son el blanco de Cry2Ab. Por ello, no habria ninguna
expectativa de éxito con base en las diferencias entre las moléculas divulgadas y las

moléculas reivindicadas.

Ademas, la Cry1Bb1 divulgada es una proteina que presenta un espectro de
actividad completamente diferente dirigido a las especies de lepiddpteros de la
presente proteina Cry1A y presenta menos que un 78% de identidad de secuencia
de aminoacidos con una proteina Cry1A en la porcién activa de la misma. Por
consiguiente, D1 parece ser una referencia inapropiada y no deberia considerarse
como un documento cercano a la presente solicitud y ser materia para el nivel
inventivo en este caso. De otro lado, D2 describe solamente y de manera general el
apilamiento de genes usando un sélo ADN-T que comprende dos o méas "genes de
efectos ligados".



Contrario a la afirmacién del examinador, en cuanto a que el presente evento
solamente difiere de los eventos divulgados en la integracién de las dos toxinas en
un solo inserto en oposicion a dos insertos separados, se aclara a su Despacho
que la combinacidén de Cry1A.105 y Cry2Ab en un solo evento insertado en una
ubicacion especifica en el genoma de maiz difiere significativamente de los eventos
del estado de la tecnica. Ademas, de las diferencias descritas previamente entre
los transgenes insertados, vale la pena resaltar que en general cada evento
transgénico es Unico y comprenden secuencias de union Gnicas que son suficientes
para definir y caracterizar al evento. El presente evento comprende las secuencias
de union de las SEQ ID N°: 1-4 y el inserto mas la secuencia de unidn de la SEQ D
N°: 5 que son nuevas y exclusivas del evento MON89034. Estas secuencias de
unién definen al evento y le proporcionan a la persona versada la posibilidad de
detectar especificamente el evento MON89034 particular en una muestra de maiz.
Ninguno de los documentos D1 o D2, en combinacion o solos, divulgan o sugieren
ninguna de las secuencias de las SEQ ID N°: 1-5 y tampoco el evento MON89034
especifico de la presente invencién. Sin el conocimiento de ninguna de las
caracteristicas estructurales Unicas del evento MON89034, que solamente se
divulgan en la presente solicitud, una persona versada en el arte no podria llevar a
la practica las reivindicaciones de la presente invenciéon. Por consiguiente, la
presente invencion divulga, por primera vez, una planta de maiz que tiene la
combinacion Unica de las dos proteinas de toxina insertadas en una ubicacion
especifica en el genoma de maiz y los efectos superiores de esta combinacion
particular de proteinas en comparacién con otras plantas de maiz conocidas en el
arte.

Como respaldo adicional del nivel inventivo de la presente invencion, la Declaracion
adjunta del Dr. James Roberts permite demostrar las propiedades superiores del
evento MON89034. Tal como se muestra en la Tabla 2 de dicha Declaracidn, el
evento MONB89034 (identificado como el evento "49434") sorprendentemente
aumento la expresion de Cry2Ab en las plantas de maiz durante todo el desarrollo
y en la etapa madura. De hecho, en comparacion con los otros 10 eventos,
MONB89034 presentaba una expresion mejorada en todos los tiempos y en todos
los tipos de tejido. El evento MON83034 se selecciond entre una gran cantidad de
eventos de insercion basados en estudios a campo, que incluyeron estudios de

rendimiento y bioensayos. Se demostré que este evento particular tiene un mayor



rendimiento, un control de plagas mas eficaz y un menor aporte por parte del
granjero. Tal como se indicé previamente, una persona normalmente versada en el
arte no hubiera tenido la capacidad o se hubiera visto motivada a producir el evento
especifico a partir de las ensefanzas de D1 y D2 y sin el conocimiento en
retrospectiva que solamente puede encontrar en la presente solicitud. No obstante,
los datos demuestran claramente que el evento MON89034 confiere un incremento
significativo e inesperado en la expresién de la proteina Cry2Ab y por lo tanto, es
claro que la presente invencién es inventiva frente a las ensefanzas del estado de
la técnica.

Adicionalmente, el sitio de integracién particular de la presente invencion no resulta
evidente con base en las ensefianzas de las referencias citadas toda vez que de
los cientos de millones de sitios de integracion tedricos, una persona versada en la
materia tendria una oportunidad limitada de obtener el evento particular de la presente
invencién. Este evento de transformacion, reconocido Unicamente por las SEQ ID N°:
1y 2, indicadas en el nuevo pliego reivindicatorio de la presente solicitud, ademas del
inserto de ADN reivindicado que codifica Cry2Ab y Cry1A.105, representa una
proporcion muy pequefa de la composicion genética total de la planta. Por ejemplo, en
el presente evento de transformaciéon, el segmento de ADN introducido comprende
aproximadamente 5 kb introducidos en una sola ubicacién en un Unico
cromosoma. Por otro lado, el genoma completo de maiz, contiene mas de 2,5 mil
millones de pares de bases en 20 pares de cromosomas. Aun suponiendo que
tan solo un 10% del genoma es adecuado para una insercién transgénica, que
seria una estimacion conservadora, ain habria solamente una probabilidad de 1 en

250 millones de obtener el evento reivindicado.

Segun se describe en la pagina 4, lineas 9-32 de la solicitud PCT publicada, no hay
certeza de éxito de identificar un Unico evento transgénico que proporcione los niveles
de expresion oOptimos de diferentes agentes toxicos y que no presente ninguna
deficiencia agrondmica indeseada. Por ejemplo, la expresion de genes extranos en
plantas es afectada por su posicién cromosémica o por la proximidad de elementos
reguladores de la transcripcién cercanos al sitio de integracion. También puede
haber diferencias en los patrones de expresién espaciales o temporales, por
ejemplo, diferencias en la expresion refativa de un transgen en diversos tejidos

vegetales, que pueden no corresponder a los patrones esperados a partir de los



elementos reguladores de la transcripcién presentes en la construccién genética
introducida.

De lo anterior, es claro que una persona versada en la materia no se veria
motivada a obtener el evento especifico de la presente invencién teniendo en

cuenta las ensefnanzas del estado de la técnica, tales como D1y D2.

Con respecto a la falta de nivel inventivo de las reivindicaciones 17-38 frente a D3
debido a que dicho documento divulga un método de deteccién que comprende el
uso de secuencias de unién, se aclara a su Despacho que dicho documento D3
esta dirigido al evento MONB810, el cual, como es reconocido en la accion oficial,
comprende un inserto diferente del inserto del presente evento y en una ubicacion
diferente, ya que por definicion comprende secuencias de unién completamente
diferentes de las del evento reivindicado. Tal como se indicé previamente, las
secuencias de union de las SEQ ID N°: 1-4 y el inserto mas la secuencia de unién
de la SEQ ID N°: 5, son exclusivas del evento MON89034. La novedad y el nivel
inventivo de la presente invencién no reside en los métodos generales para la
deteccion del evento, sino en la deteccion del evento MON89034 especifico el
cual, como se describi6 previamente, proporciona resultados inesperados 'y
superiores, y claramente es novedoso e inventivo. Ademas, sin un conocimiento en
retrospectiva una persona versada en el arte no hubiera tenido posibilidad de
conocer la ubicacion del inserto en el genoma para asi disefiar los cebadores y las
sondas reivindicadas y poder poner en practica los métodos de deteccion y el
metodo para determinar la cigosidad reivindicados.

En consecuencia, la invencion reclamada en el nuevo pliego reivindicatorio se debe
tener como inventiva frente a las ensefanzas de los documentos D1, D2 y D3, por
cuanto todas las caracteristicas técnicas de la presents invencion no se encuentran
anticipadas por dichos documentos, dichos documentos por si solos 0 combinados
no ensenan ni sugieren en conjunto todas las caracteristicas técnicas esenciales de
la materia de invencion aca reivindicada y por lo tanto, es claro que una persona
versada en la materia no derivaria de manera obvia u evidente la presente

invencion a partir de las ensenanzas de dichos documentos.
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Concesion de una solicitud foranea:

Debido a que la concesiéon de una solicitud de patente en otros paises,
equivalente a la solicitud Colombiana, constituye un antecedente favorable para
el estudio de patentabilidad, respetuosamente solicitamos tener en cuenta que la
presente invencion ha sido otorgada en El Salvador y en Sudafrica.

Dado que la presente solicitud cumple con las disposiciones de los articulos 28, 30 y

18 de la Decision 486, respetuosamente solicito a ese Despacho que se proceda con
la concesién de la presente solicitud.

Anexos

Nuevo capitulo reivindicatorio conformado por 23 reivindicaciones.
Recibo por $380.000 por concepto de 13 reivindicaciones adicionales a la
décima reivindicacion.

Declaracién Dr. J Robert junto con su traduccion a espafiol.

Senor Director,

C.C. No.'39.779.654 de Usaquén
T.P.A. No. 79.810 del C.S.J.
Calle 94 A No. 7 A-09 — Bogota
Teléfono: 7560770

Bogota, D.C. ":7 pIC 2612
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ADN CARACTERIZADA PORQUE comprende una
secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO:10 SEQ ID NO:2, y Cry1A o Cry2Ab o
un complemento de la misma.

2. La molécula de ADN de la reivindicacién 1, CARACTERIZADA PORQUE
comprende una secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ
ID NO:5 o0 un complemento de la misma.

3. La molécula de ADN de la reivindicaciéon 2, CARACTERIZADA PORQUE
consiste esencialmente en la secuencia de nucleétidos de la SEQ 1D NO:5 o un
complemento de la misma.

4. Una composicion derivada de la planta de maiz transgénico, o partes de
la  misma, que comprende la molécula de ADN de la reivindicacion 1,
CARACTERIZADA PORQUE dicha composicidn comprende una cantidad
detectable de dicha molécula de ADN, y donde dicha composicidn es un producto
basico que se selecciona entre el grupo que consiste en harina gruesa de maiz,
aceite de maiz, torta de maiz [subproducto de la extraccién de aceite], semilla de
maiz, germen de maiz, almidén de maiz, harina de maiz, polen de maiz, barbas
de maiz, licor de maiz fermentado, malta de maiz, azdcar de maiz, jarabe de maiz,
margarina producida a partir de aceite de maiz, granos secos de destileria (DDGS,
por “Distillers Dry Goods Solids”), cosméticos y agentes de carga.

5. Un metodo para producir una planta de maiz resistente a los insectos,
CARACTERIZADO PORQUE comprende

(@)  transformar una célula de la planta de maiz con la molécuia de ADN
de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3; y

(b) regenerar una planta de maiz a partir de dicha célula transformada,
donde dicha planta de maiz comprende dicha molécula de ADN y es resistente a
los insectos.

6. Un par de moléculas de ADN CARACTERIZADO PORQUE comprende:

i



una primera molecula de ADN y una segunda molécula de ADN, dopde las
moléculas de ADN comprenden al menos 20 nucleétidos contiguos de la SEQ ID
NO:3 o SEQ ID NO:5 o su complemento, que es suficiente como para que
funcionen como ADN cebadores o sondas diagnéstico del ADN gue se extrae de
la planta de maiz MON89034 o progenie de la misma.

7. El par de moléculas de ADN de la reivindicacion 6, CARACTERIZADO
PORQUE dicha primera molécula de ADN comprende 11 0 mas nucleétidos
contiguos de cualquier porcidn de la regidn del transgen de la SEQ ID NO:3 0 SEQ
ID NO:5, o un complemento de la misma, y dicha segunda molécula de ADN
comprende una longitud similar de una regién flanqueadora 5’ del ADN gendémico
del maiz de la SEQ ID NO:3, 0 un complemento de la misma.

8. El par de moléculas de ADN de la reivindicaciéon 7, CARACTERIZADO
PORQUE dicha primera molécula de ADN comprende por lo menos 15 nucledtidos
contiguos complementarios a la porcién del ADN heterélogo inserto de la SEQ ID
NO:5, y donde dicha segunda molécula de ADN comprende por lo menos 15
nucledtidos contiguos a la porcién del genoma de maiz de la SEQ ID NO:3.

9. El par de moléculas de ADN de la reivindicacién 7, CARACTERIZADO
PORQUE dicha primera molécula de ADN hibridiza especificamente a la SEQ ID
NO:5 aproximadamente desde la posicion 2060 del nucledtido hasta
aproximadamente la posicion 12.208 del nucledtido, y donde dicha segunda
molécula de ADN se hibridiza especificamente con la secuencia complementaria
inversa correspondiente a la SEQ ID NO:3 aproximadamente desde la posicion 1
del nucledtido hasta aproximadamente la posicidn 2050.

10. Un par de moléculas de ADN CARACTERIZADO PORQUE comprende:
una primera molécula de ADN y una segunda molécula de ADN, donde las
moléculas de ADN tienen una longitud de nucledtidos contiguos de la SEQ ID
NO:4 o SEQ ID NO:5 o su complemento, suficiente como para funcionar como
ADN cebadores o sondas diagnostico del ADN que se extrae de la planta de maiz
MONB89034 o progenie de la misma.
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11. El par de moléculas de ADN de la reivindicacién 10, CARACTERIZADO
PORQUE dicha primera molécula de ADN comprende 11 0 mas nucleétidos
contiguos de cualquier porcion de la region del transgen de la SEQ ID NO:4 o0 SEQ
ID NO:5, o un complemento de la misma, y dicha segunda molécula de ADN
comprende una longitud similar de una regién flanqueadora 3’ del ADN gendmico
de maiz de la SEQ ID NO:4, o0 un complemento de la misma.

12. El par de moléculas de ADN de la reivindicacién 11, CARACTERIZADO
PORQUE dicha primera molécula de ADN comprende por lo menos 15 nucleétidos
contiguos a la porcién del ADN heterdlogo inserto de la SEQ ID NO:5, y donde
dicha segunda molécula de ADN comprende por lo menos 15 nucleétidos

contiguos complementaria a la porcién del genoma de maiz de la SEQ ID NO:4.

13. El par de moléculas de ADN de Ia reivindicacion 11, CARACTERIZADO
PORQUE dicha primera molécula de ADN hibridiza especificamente a la
secuencia complementaria inversa correspondiente a la SEQ ID NO:5
aproximadamente desde la posicion 1 del nucledtido hasta aproximadamente la
posicion 11305, y donde dicha segunda molécula de ADN hibridiza
especificamente a la SEQ ID NO:4 aproximadamente desde la posicion del

nucledtido 21 hasta aproximadamente fa posicidn 914 del nucleétido.

14. El par de moléculas de ADN de cualquiera de las reivindicaciones 6 a
13, CARACTERIZADO PORQUE dicha primera molécula de ADN comprende a la
SEQ ID NO:6 y dicha segunda molécula de ADN comprende a la SEQ ID NO:7.

15. Un metodo para detectar la presencia de una molécula de ADN
CARACTERIZADO PORQUE se selecciona entre el grupo que consiste en SEQ
ID NO:3, SEQ ID NO:4, y SEQ ID NO:5 en una muestra biolégica, donde el
método comprende:

(@) poner en contacto dicha muestra bioldgica con un par de cebadores
de ADN que comprende moléculas de ADN con una longitud de nucledtidos
contiguos de SEQ ID NO:3 o su complemento, SEQ ID NO:4 o su complemento,
SEQ ID NO:5 o su complemento, suficiente como para que puedan funcionar
como ADN cebadores o sondas diagnéstico del ADN que se extrae de la planta de
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maiz MON89034 o progenie de la misma;

(b)  proveer condiciones de reaccion de amplificacién de acido nucleico;

(c) llevar a cabo dicha reaccién de ampilificacién de acido nucleico,
produciendo de esa manera un amplicon de molécula de ADN; y

(d)  detectar dicho amplicon de molécula de ADN, donde la deteccion de
un amplicon que comprende por 1o menos una de la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2 y
complementos de las mismas es un indicador de la presencia de dicha molécula
de ADN en dicha muestra biolégica.

16. EI método de la reivindicacion 15, CARACTERIZADO PORQUE dicha

muestra bioldgica es una muestra de ADN que se extrae de una planta de maiz.

17. Un meétodo para detectar la presencia de ura molécula de ADN
CARACTERIZADO PORQUE se selecciona entre el grupo que consiste en SEQ
ID NO:3, SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:5 en una muestra bioldgica, donde el método
comprende:

(a) poner en contacto dicha muestra bioldgica con una sonda de ADN
que se hibridiza en condiciones severas con dicha molécula de ADN, y no se
hibridiza en las condiciones severas con una muestra bioldgica que no contiene
dicha molécula de ADN;

(b)  someter a dicha muestra bioldgica y sonda de ADN a condiciones de
hibridizacion severas; y

(c)  detectar la hibridizacion de dicha sonda de ADN en dicha muestra
bioldgica, donde la deteccion de la hibridizacion es un indicador de la presencia de

dicha molécula de ADN en dicha muestra bioldgica.

18. El método de la reivindicacion 17, CARACTERIZADO PORQUE dicha

muestra biologica es una muestra de ADN que se extrae de una planta de maiz.

19. El método de la reivindicacion 17 o 18, CARACTERIZADO PORQUE
dicha sonda de ADN comprende a la SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2 0 a un
complemento de la misma.

20. El método de las reivindicaciones 17 a 19, CARACTERIZADO PORQUE



dicha sonda de ADN se marca con por lo menos un fluoréforo.

21. El metodo de la reivindicacion 15 6 17, CARACTERIZADO PORQUE
dicha muestra bioldgica se selecciona entre el grupo que consiste en harina
gruesa de maiz, aceite de maiz, torta de maiz [subproducto de la extraccién de
aceite], semilla de maiz, germen de maiz, almidén de maiz, harina de maiz, polen
de maiz, barbas de maiz, licor de maiz fermentado, mafta de maiz, azicar de
maiz, jarabe de maiz, margarina producida a partir de aceite de maiz, granos

secos de destileria (DDGS, por “Distillers Dry Goods Solids”), cosméticos y agente
de carga.

22. Un método para determinar la cigosidad del ADN de una planta de maiz
CARACTERIZADO PORQUE comprende al evento MON89034 de maiz en una
muestra bioldgica que comprende:

(@) poner en contacto dicha muestra con un primer conjunto que
comprende a la SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, y SEQ ID NO:10, que (1) cuando se
utiliza en una reaccion de amplificacién de &cido nucleico que comprende ADN del
evento MON89034 de maiz, produce un primer amplicon que es diagnostico del
evento MON89034 de maiz, y (2) cuando se utiliza en una reaccidén de
amplificacion de &cido nucleico que comprende ADN genomico de maiz diferente
del ADN de MONB89034, produce un segundo amplicon que es diagnéstico del
ADN gendmico de maiz diferente del ADN de MON89034:

(b)  llevar a cabo una reaccién de amplificacion de acido nucleico; y

(c) detectar los amplicones que se producen de dicha manera, donde la
deteccion de la presencia de ambos amplicones indica que dicha muestra es
heterocigota para el ADN del evento MON89034 de maiz, donde la deteccién de

solo el primer amplicon indica que dicha muestra es homocigota para el ADN del
evento MON89034 de maiz.

23. El método de la reivindicacién 22, CARACTERIZADO PORQUE dicho
primer conjunto se utiliza ademas junto con las SEQ ID NO:14 y SEQ ID NO:15.

¥

16



Loberts |

Oe claradion_

Mon89034 selection

An important characteristic of the MON89034 transgenic event is the unique pattern of
expression of the two insect control genes. it is critical that the two Bt genes are expressed in the
appropriate tissues and at the correct stage in plant development. [t is comimion to observe the decline
in expression of a transgene as the plant ages thus it is critical to cheék expression at several
developmental stages. The expression of the transgenes have been monitored by two mean; directly
measuring the amount of the novel protein originating from the transgenes and by testing how well
protected the plant is to damage by the target insect pest.

In order to select a transgenic corn plant that expressed two different Bt genes in the correct

tissue and in amounts that are sufficient to control insect pests we tested plants by infesting with,

Diatraea saccharalis, a commercially important pest of corn. Four plants for each treatment were

grown to the same developmental stage in a controlled environment growth chamber. Twelve different
transgenic events that contained the same two transgenes in different chromosomal locations were
compared with non- transgenic corn plants and corn plants containing the currently commercially
available transgene, Mon810. All plants were infested with 50 neonate larva and after 21 days the corn
plants were assessed for feeding damage by spiting the corn stalk and measuring the length of the
tunnel created by the Diatraea socchoralis larva. The average length of tunnel created by Diatroea
saccharalis is displayed in the graph below. Many transgenic events sustained significant damage from
infestation by Diotraea soccharalis as measured by the length of the tunnel created by the larva. Plants
containing the Mon89034 (49434) transgene showed the least amount of damage from Diatraea
saccharalis. The MON89034 event also gave the most consistent protection from feeding by Diatroea
saccharalis as all four plants tested showed very little damage, while other transgenic event gave rise to
plant with more variable levels of damage as illustrated by the larger error bars. (See figure 1)
The amount of protein produced by a transgenic plant was by determined with standard ELISA
assays (Enzyme-linked immunosorbent assay). For each transgenic event eight plants were sampled at
each developmental time and both leaf and root were sampled at both developmental times.

Expression in roots was tested at the V2 stage. Each value listed on table 1 is an average of three ELISA

assays per plant, with eight plants per event. The level of cry2Ab protein is expressed as parts per

million of fresh weight of plant tissue. From table 1 it is clear that MON89034 (event 49434) expressed

cry2B at higher levels than transgenic events generated with the same transgenes. In addition to

expressing higher amounts of cry2Ab it retained higher levels of expression as the plant aged.
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Diatraea saccharalis damage as measured by stalk tunneling

Tunneling (cm)

Figure 1 Damage to corn plants as measured by length of stalk tunneling by Diatrana saccharalis
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2Ab 2Ab 2Ab 2Ab 2Ab
Event | V2 Leaf | V8 Leaf | V2 Stalk | V2 Root | V8 Stalk
49434 | 423.37 110.95 129.08 71.83 31.51
49597 86.01 25.89 51.18 25.36 16.04
49613 80.49 23.55 69.79 27.30 9.18
49619 54,16 25.12 34.81 14.67 18.89
49623 53.83 20.77 38.76 16.31 14.56
49647 55.41 36.32 40.46 20.31 11.94
49721 80.39 31.84 90.88 23.50 22.47
50270 27.07 19.66 36.40 12.48 10.96
52662 46.33 32.54 50.76 19.65 21.84
52697 | 137.81 65.45 93.19 23.83 15.33
52971 72.63 63.12 98.61 60.03 20.17

Table 2 Level of cry2Ah expression in corn plants from different transgenic events. Levels of the Bt

protein were determined hy ELSIA assays on 8 independent plants form each event, at two different

developmental time, Vegetative Stage 2 and Vegetative stage 8 and three different tissue types,
leaves roots and stalks.

Compared to other transgenic insertion events generated from the same transgenes, MONR9034
showed unusually good control of Diatraea saccharalis, and the expression of cry2Ab was maintained
during the growth and development of the plant.
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TRADUCCION DE LA DECLARACION DEL DR. JAMES ROBERTS

Seleccion de Mon89034

Una caracteristica importante del evento transgénico MON89034 es el
patron de expresion Unico de los dos genes que permiten controlar los insectos.
Es fundamental que los dos genes de Bt se expresen en los tejidos apropiados y
en la etapa correcta del desarrollo de la planta. Resulta comun observar la
declinacion de la expresidn de un transgen a medida que envejece la planta, por lo
que es critico verificar la expresion en diversas etapas del desarrollo. La expresion
de los transgenes se monitored por dos medios: a través de una medicién directa
de la cantidad de proteinas novedosas originadas en los transgenes y mediante la
evaluacién del grado de proteccion de ia planta contra los dafos provocados por el

insecto plaga blanco.

Con el proposito de seleccionar una planta de maiz transgénica donde se
expresaran dos genes de Bt diferentes en el tejido correcto y en cantidades
suficientes para controlar los insectos plaga, se evaluaron las plantas
infestandolas con Diatraea saccharalis, una plaga del maiz que es relevante desde
el punto de vista comercial. Se cultivaron cuatro plantas de cada tratamiento hasta
la misma etapa del desarrollo en una recadmara de cultivo con un ambiente
controlado. Se compararon doce eventos transgénicos diferentes que contenian
los mismos dos transgenes en distintas localizaciones en los cromosomas, entre
plantas de maiz no transgénicas y plantas de maiz que contenian un transgen
disponible comercialmente en la actualidad, Mon810. Todas las plantas se
infestaron con 50 larvas neonatas, v después de 21 dias, se evalu6 el dafo
provocado por la alimentacion de los insectos sobre ellas tomando muestras del

tallo y midiendo la longitud de los tineles creados por las larvas de Diatraea
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saccharalis. En el grafico mas adelante se representa la longitud promedio de los
tuneles creados por Diatraea saccharalis. A partir de las mediciones de la longitud
de los tUneles creados por las larvas, puede establecerse que muchos eventos
transgénicos sufrieron dafios significativos debido a la infestacién de Diatraea
saccharalis. Las plantas que contenian el transgen Mon89034 (49434)
presentaron la menor cantidad de danos debidos a Diatraea saccharalis. El evento
MONB89034 también brindd la proteccidn mas consistente contra la alimentacion
por Diatraea saccharalis: las cuatro plantas tratadas presentaron muy pocos
danos, mientras que otros eventos transgénicos dieron lugar a plantas con niveles
de dafo mas variables, como lo reflejan las mayores barras de error (véase la

figura 1).

La cantidad de proteinas producidas por las plantas transgénicas se
determind con ensayos de ELISA (ensayos inmunosorbentes ligados a enzimas)
convencionales. Para cada evento transgénico, se tomaron muestras de las hojas
y las raices de ocho plantas en ambas etapas del desarrollo. La expresion en las
raices se evalud en la etapa V2. Cada uno de los valores que se detalla en la tabla
1 es un promedio de tres ensayos de ELISA por planta, con ocho plantas por
evento. El nivel de la proteina cry2Ab se expresa en partes por millén, con relacion
al peso fresco del tejido vegetal. Cuando se observa la tabla 1, resulta evidente
que, a partir de MON89034 (el evento 49434), cry2B se expresd en niveles
mayores que a partir de los otros eventos transgénicos que se generaron con los
mismos transgenes. Ademas de la expresién de mayores cantidades de cry2Ab,

se retuvieron mayores niveles de expresion a medida que envejecié la planta.
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Dafo provocado por Diatraea saccharalis, determinado a partir de la longitud de

los tuneles en los talles

LLongitud de los tuneles (cm)
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Figura 1. Dafio en las plantas de maiz, determinado a partir de la longitud. de los

tuneles cavados por Diatraea saccharalis en los tallos
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2Ab 2Ab 2Ab 2Ab 2Ab

Eventa | HojaV2 | Hojave | Tallo V2 Raizv2 | Tallovs
49434 | 423.37 | 11095 | 120.08 | 71.83 31.51
49597 86.01 25.89 51.18 25.36 16.04
49613 80.49 23.55 69.79 27.30 9.18
49619 54.16 25.12 34.81 14.67 18.89
49623 | 53.83 20.77 38.76 16.31 14.56
49647 55.41 36.32 40.46 20.31 11.94
49721 80.39 31.84 90.88 23.50 22.47
50270 27.07 19.66 36.40 12.48 10.96
52662 46.33 32.54 50.76 19.65 21.84
52697 | 137.81 65.45 93.19 23.83 15.33
52971 72.63 63.12 98.61 60.03 20.17

Tabla 2. Nivel de expresién de cry2Ab en plantas de maiz de distintos eventos
transgénicos. Los niveles de las proteinas de Bt se determinaron con epsayos de

ELISA en 8 plantas independientes de cada evento, en dos etapas diferentes del



desarrollo, la etapa vegetativa 2 y la etapa vegetativa 8, y en tres tipos de tejidos

diferentes, las hojas, las raices y los tallos.

En comparacion con otros eventos transgénicos de insercion generados a
partir de los mismos transgenes, MON89034 presentd un control inusualmente
bueno de Diatraea saccharalis, y la expresion de cry2Ab se mantuvo durante el

crecimiento y el desarrollo de la planta.
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