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(%

lndustl ia y Comercio i
UPERINTENDENCIA I

02 049630 ¢ o

FORMULARIO UNICO DOEOR\.SJI_IUI 1uv UE PAITENTE

SOLICITUD DE:
D Patente de Modelo de Utilidad

Patente de Invencion

Nombre:
LLC.

sociedad constituida y existente de
acuerdo con las leyes del Estado de
Delaware, Estados Unidos de Ameérica.
Direccion: 800 North Lindbergh Boulevard,
St. Louis, Missouri 63167, Estados Umdos
de Amerlca
Teléfono:

MONSANTO TECHNOLOGY
IDENTIFICACION

D NIT I:l
D Otro D

Namero;

SOLICITANTE

(71) C.C.

5 CE.

546 09 70

E-mail: clientes@camyp.com
Fax: 2494070
Domicilio: St. Louis,
Unidos de América..

Missouri, Estados

Nombre: Emilio FERRERO

IDENTIFICACION

[x] nt [
[:I Otro D

438.019 TP

Direccion: Carrera 42 No. 72-35

REPRESENTANTE Cc.C.

O APODERADO

347 36 11
cavelier@cavelier.com
21792 11

Bogota, Colombia

Teléfono:
E-mail:
Fax:
Domicilio:

C.E

NuUmero: 31.929

1- Scott A. HUBER !
681 Hidden Path, Apt. D. Creve Coeur.
Missouri 63141.

2-James K. ROBERTS :

15422 Clover Ridge Dr., Chesterfield,
Missouri 63017. .

3- Zachary W. SHAPPLEY

3597 Waterford Cove South, Co!llerwl
Tennessi 38017.

4- Sean DOHERTY

1446 Rankin, Richmond Heights,
Missouri 63117
Estados Unidos de América, Respectivamente

IDENTIFICACION

[] Nt L
D Oiro |:|

Numero:

(74)

-

C.C.
C.E.

=NTOR(ES)
(72)

TITULO (54) PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES

Y METODOS PARA DETECCION DEL MISMO.

Clasificacion Internacional (51)

A01H 001/006

®
®
O,

Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
s I’gl NO D us. 11 de junio de 2001 60/297.406
Para publicar a partir de la fecha de la presente solicitud alos ' O 16:
6 meses D 12 meses D 18 meses Otro [J
| Comprobante de pago No _02-34.500 Fecha: 27 de mayo de 2002
Comprobante de pago No. 02-33.591 Fecha:_ 23 de mayo de 2002




CAVELIER ABOGADOS — Colo: 12746-801-002-1 MRE/mrm-6

ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud $ 378.000.00

Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente de palabras en la publicacion

Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad $ 106.000.00

Certificado de existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica

Poderes, si fuere el caso

Copia certificada de la primera solicitud, si se reivindica prioridad

Traduccién simple de la primera solicitud, si se reivindica prioridad

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

Descripcién de la invencion
Una o mas reivindicaciones

Dibujos y/o planos necesarios

De ser el caso, copia del contrato de acceso

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales

de las comunidades indigenas

De ser el caso, certificado de deposito del material biologico

Arte final 12 x 12.

@ 23 | I I 3 {3 | 5 < A S e

FIGURA CARACTERISTICA:

NOMBRE:__ EMILIO FERRERO

FIRMA: ;,,._:_qu [«-‘?

T

C.C. 438.019 de Usaquén T.P.31.929




Apostille
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document .
2. has been signed by JUDITH A. LORENZ

3. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC

4. bears the seal/stamp of JUDITH A. LORENZ-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI

= Certified

5. at Jefferson City, Missouri _

6. the 29th. day of MAY , 2001
7. by Matt Blunt, Secretary of State, State of Missouri

8. No. 63157

9. Seal/Stamp 10. Signature:

\[\[\ﬁ:%\uxk‘
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Representation
authentication and Apostille for patents,
industrial designs,
emblems, domain names, slogans, licenses.

K
N

Representacion y Poder con autenticacion notarial y Apostille
para patentes, modelos de utilidad, disefos
marcas de fabrica, nombres comerciales, ensefias, nombres
de dominio, lemas comerciales, licencias.

industriales,

with  notarial
utility models,
trade

and Power-of-Attorney

trademarks, commercial names,

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER-OF-ATTORNEY

423746

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/I (we), the undersigned

MONSANTO TECHNOLOGY LLC

domiciliado (s) en/or_ 800 North Lindbergh

Boulevard, St. Louis, Missouri 63167,

United States of America,

por el presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
JONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
555 v GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en la Carrera 4a
N® 72-33, Bogotd, Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el
pardgrafo lo del Articulo 543 del Cédigo de Comercio, el primero como
principal y los demés como suplentes, en su orden, como mis (nuestros)
representantes en todos los asuntos de propiedad industrial con facultad
para recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazara al principal
en caso de ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél. La
misma regla se aplicard cuando el segundo representante suplente haya
de reemplazar al primero, o el tercero al segundo. En tales casos, el
representante principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, o
ambos, declarardn su intencidn de no ejercer la representacion mediante
declaracion autenticada por Notario Publico en Colombia, o por Notario
ugtro Funcionario Piblice, o Consul de Colombia, en el extranjero; v si
‘atarc de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
nombrados faltare definitivamente, el siguiente tomara su lugar. Cuando
cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de su
imero o segundo suplentes, en su caso, podrin ejercer la
represeniacion, en su orden, uno u orros segun el caso, asumiéndola por
el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento el gjercicio de la
representacion por el primero, segundo o tercer suplente en su caso.
Ademas, conflero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
para obtener la proteccion de mi (nuestra) propiedad industrial ¥ contra
la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzen o no jurisdiccion, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso- administrativo y judicial, asi como los
ribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencidn de patentes de invencion, modelos de utilidad y

disefios industriales; el registro de marcas de fabrica, colectivas,

lemas comerciales, nombres comerciales,

[t Rete

ensefias, nombores de dominio, variedades vegeuaies y denominacion

origen; su renovacion, traspaso, cambio de nombre o domicilio,

cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos derechos;
b) Las acciones de competencia desleal, proteccion del consumidor,
oposiciones u observaciones, cancelacion administrativa v judicial,

nulidad, medidas cautelares, concesion de licencias, la tutela, la

proteccién de secretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, administrativos o contencioso administrativos relacionados con

——

TRADLIC

in due compliance with the terms of paragraph Ist. of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa
23555 and GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciled at Carrera 4a N°
72 33, Bogotd, Colombia, the first as principal and the others as
alternates, in the order of their appointment, as our representatives for all
industrial property matters with faculty to receive notifications and to
appoint attorneys in and out of Court. The first altemate shall replace the
principal in case of his absence or of temporal or definitive impediment.
The same rule will apply when the second alternate representative is to
replace the first one, or when the third is to teplace the first or second
alternates in their turn, or both of them, second. In such cases, the
principal representative, or the first or second alternates in their tumn, or
both of them, shall state their intention not to act as representatives
through a declaration given before a Notary Public in Colombia, or before
a Notary or another Public Official or a Colombian Consul abread; and in
case of impediment, the appropriate certificate shall suffice. If any of the
appointees were to be definitely absent, the following alternate shall take
his place. When the absence or impediment of the principal
representative, or of the first or.second alternate in their-tum ceases, the
representation can be tak&?'&ﬁﬂ,{fﬂﬁ’ﬁi@"{é%ﬁw,%‘;‘fﬁq ﬂi‘mcxpal the

first or second h[tﬂmafﬁ%rjﬁﬁgﬂ;ﬁg ﬁ; .:%ﬁ@“ PR fact or its

exercise will suffice. The exercise offftne repre Sentation b_y the first,
Nend@0shich tithe. In addition,

favor. of the above named

second or third alternates in then’ ’lu

we grant a Power of Atomne
artorneys at law so that they
industrial property and againist thé tinfait-comperitioh, Tof Which purpose 1

(we) authorize the said “atomeys to 'represent me (us) before any

v obtain the protection of my (our)

authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as before
Court,
Obrainment of patents, utility models and

Arbitration in all matters concerning the following: a)

industrial  designs; the

registration of trademarks, collective, defensive and service marks,

ang, commersial names, trarde emblems. domain names, vegetal
varieties and denominations of origin: its renewal, assignment, change of
name or domicile, voluntary cancellation; and the registration of licenses
of use of the above rights; b) Actions of unfair competition, protection to
the consumer, oppositions or observations, administrative or Court
cancellation, nullity, infringement, granting of licenses, the action for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil, penal,

and administrative suits relating to those rights; actions and suits

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEO!-181 (MINUTA N°12.1.1.2.6 USA)




estos derechos; acciones y procesos gque promovamos 0 Se oS |
promuevan. Y para que £n todos los asuntos arriba determinados, puedan
sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos del
proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de

agentes oficiosos.

bl r

instituted by me (us) or against me (usj. And that in all the above matters
they may substitute this Power of Attorney, compromise, conciliate, admit
the facts of the case, desist, cancel, receive, resign, and ratify acts done by
representatives without a power of attorney. ’

Dado y firmado hoy/Given and signed this 2 \ =k A C-L-'\\ E“; N\Gv'q\ , 1O Sl
en/in S lours, \Q

por/by eanu S Q \‘\Oﬂ,}sb\e,\ -

T rraADUCCICN-Ne:

gL

MARIA ELVIZA

" pz N
Firma: %LU—;{‘V 'H‘j"’ﬂk,glf\—x )’L Signature

Traductora & Interprefe Cticial

L} |5 o

Inglés - Espoficl - Ingles
Res. No. 2879 Min. Justicia

COMO NOTARID spxro ooy ot
T XTO ory cmr
ggroncso.z\. HAGO constan ouiutg i
COPIA CcOINCIDE con EL ORIGINAL:
QUE HE TENIDO 4 | 4 VisTa ;

11 JUN 2000 -

© CAVELIER ABOGADOS
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CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO)

" Alos dias del mes de

de 200 ante mi, Notario Publico o Funcionario Autorizado
de

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL) o
)

On this day of
200___ before me, a Notary Public or Antesting Official of

comparecio(eron) personalmente

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

Notario Publico o Funcionario Autorizado --Notary Public or Attesting Oficial

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

personally appeared

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

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Hoy 'I? de H"MO de 200 | On this \(zu\ day of N\ 0 200 \
Comparecid(eron) ante mi appeared before me '
Denn ks fm(ﬂf’/ e Toene ©. Noenner, I

“2n(es) conozco personalmente vy que firma(n) este
., cumento en representacion de Ila Sociedad/compaiiia
denominada

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

MONSANTO TECHNOLOGY LLC

MONSANTO TECHNOLOGY LLC

:ttifico:

I.  Que he visto los siguientes documentos:*

Accidn de Miembro Unico, firmado en
Saint Louis, Missouri el 15/03/2001

I~

Que dichos documentos prueban lo siguiente:

2.1. Que MONSANTO TECHNOLOGY LLC

[ certify:

1. ThatI have seen the following documents:*

ACTION OF SOLE MEMBER, SIGNED IN
ST. LOUIS? MISSOURI ON MARCH 15, 2001

=3

That the above documents duly prove the following:

2.1. That MONSANTO TECHNOLOGY LLC

es una Sociedad/Compaiiia legalmente constituida y existente
de acuerdo con las leyes de] Estado de Delaware,

F-*ados Unidos de América.

1s a Corporation/Company legally constituted and in existence

in accordance with the laws 0f the State of Delaware,
United States of Amer1ca.

2.2, Que el domicilio de dicha Sociedad/Compariia es
800 North Lindbergh Boulevard,
St. Louis, Missouri 63167, Estados

KFL‘ l" EL nl"!\..UL

Unidos de América.

2.3. Que el objeto u objetos para los cuales se otorga el presente
poder estdn comprendidos dentro del objeto social de la
mencionada Sociedad/Compariia.

2.4. Que el(los) Sr.(Sres.) Dﬁﬂm& ¢ J“Cffﬂﬂ’ ¢
OAiclet .

States of Amerjca, iln "

2.3. That the purpose or purposes for
of Attorney is granted are comprised¥ye m thmcarpmum
purposes set forth in t_i_;e__ chaner of tlk mentiongtl
Corporation/Company.

2.4, That Mr.(Messrs.) .
Dennis R. Ho er, JR.], Presiden

esta(n) autorizado(s) para otorgar el presente Poder.

Ciudad %T lC{ 1S
_Estado M O EVA

de 200 |

Hoy L2 (e Mup

* Los documentos deben identificarse con fecha y origen

Notario Publico o Funcionario Autorizado -- Notary Public or Attesting OﬁciaN

. = 3
is(are) authorized to grant the present Power of Attoraey.

City e Loexs

State SO UN WS

This_ | Rt dayof NC}M\

St Louns Counb,r
My Commission Expires: November 20, 2003

* Documents must be identified with date and origin

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOT-181 (MINUTA N°12.1.1.2.6 USA)
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Thispublic document
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TRADUCCION OFICIAL No. 15.06/01 preparada por Maria Elvira
Martelo, traductora oficial aprobada por el Ministerio de
Justicia mediante Resolucién No. 2879 de 1995 y reconocida por

el Ministerio de Relaciones Exteriores.

(A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento de Representacidén, Ratificacién v Poder escrito en
inglés y espafiocl, por el cual MONSANTO TECHNOLOGY LLC,
domiciliada en 800 ©North Lindbergh Boulevard, St. Louis,
Missouri 63167, Estados Unidos de América, otorga poder a
EMILIO FERRERO, GONZALO PERDOMO, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ Y GERMAN
CAVELIER) . Dado y firmado el 21 de mayo de 2001 en St. Louis,
MO, por Dennis R. Hoerner, Jr. (Firma ilegible).

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD) en inglés y espafiol referente a

la existencia legal de MONSANTO TECHNOLOGY LLC Dado en la

<"‘L. dO p,_n—\” 10 BE o ’_’ 1
X EL CIF

ciudad de St. Louis, Estado de Missouri, el @&m rm%yﬁ?&er'ﬁ""

QUE HE TENO M

(Firma) Judith A. Lorenz, Notario Pu llco;:($ehq3f

tinta) JUDITH A. LORENZ, Notario Publico, Estado

Jii
A

el MlSSOLlrl

\NUEL BoTEe:
’\:'.-i JIJ

Condado de St. Louis, Mi comisidn expira el 20 de nov1embre ﬁﬂ

N WA
I MED]

2003. (Sello seco de Judith A. Lorenz, Notario Piiblico).

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento piblico
2. Ha sido firmado por JUDITH A. LORENZ

3. Actuando en su capacidad de NOTARIO PUBLICO



A

4. Lleva el sello/timbre de JUDITH A. LORENZ, NOTARIO PUBLICO,

ESTADO DE MISSOQURI
CERTIFICADO

En Jefferson City, Missouri.

el 23 de mayo de 2001

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

e P A |

8. No. 63157.

9. Sello: Sello del Secretario de Estado, Missouri.
Matt Blunt.

10. Firma: (Firma)

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

oficina para su confrontacién.

_— U = e elo
j/b,LGé,pf%go%b-

WPC 12746-801—0%1—3
BADUCTION No. [

MARIA ELVIRA pma2T=

Traductora e Interoreter Oificigi s
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COTTON EVENT MON15985 AND COMPOSITIONS AND METHODS FOR
DETECTION THEREOF

This application claims priority to U.S. Provisional Application 60/297,406, filed June 1 1,
2001.

FIELD OF THE INVENTION

This invention is in tI_rle field of plant molecular biology, and in particular to plant insect
protection and plant breeding, and is directed to a novel transformation event of cotton plants,
Gossypium hirsutum, comprising a polynucleotide sequence inserted into a specific site within the
genome of a cotton cell, said sequence encoding a Cry2Ab lepidopteran insect inhibitory protein.
Additionally, the invention is related to cotton plants derived from that transformation event and to

assays for detecting the presence of the event in a sample.

BACKGROUND OF THE INVENTION

This invention relates to a previously commercialized Lepidopteran resistant cotton plant
event, known as MONS531, éxpressing achimeric form ofa Cry1A insect inhibitory protein. Cotton
plants are S_ilsczéptible to insect infestation in all areas of the world in which the plants are cultivated.
Recombinant DNA technology has been applied to cells of the cotton plant for about a decade, and
cotton plants which exhibit improved characteristics as a result of the insertion of heterologous DNA
sequences have been produced using recombinant DNA technology since about the early 1990's.
Some of the improvements exhibited by recombinant cotton plants includes herbicide tolerance.
improved fiber character stics, and resistance to insect infestation.

The first recombinant cotton plants protected from Lepidopteran insect infestation were
produced, approved by regulatory agencies tor commercial distribution, and subsequently
commercialized in 1996. These cotton plants contained a DNA sequence encoding a chimeric
Cry lA lepidopteran insect inhibitory protein, primarily from the MONS531 event. This particular
trait, along with an adjacent linked DNA S€quence cncoding a selectable marker, has been
transterred by conventional breeding into a number of cotton vaneties, each of which are particularly
suited for enhanced production of cotton in diversified geographic locations throughout the world.

These recombinant varieties have enjoyed a tremendous commercial success for a number of

06/03/02 LUN 11:38 [= TX/RX 8087
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reasons. One ‘reason is that yields per acre of cotton production have on average improved
dramatically because of reduced insect infestation as a result of the presence of the insect inhibitory
protein present within each cell of the cotton plant. Another principle reason for the comrmercial
Success has been the reduced labor and expense due to the reduction in applications of chemical
pesticides required to protect the crop from insect infestation. In addition, the reduction in chemical
pesticide applications improves the overall health of the environment by avoiding the annihilation of
insects or arachnids and other-species which present no material threat to the crop in the field,
reduces the load of chemical pesticide toxins applied to the environment, and allows the farmer to
avoid the risks associated with the potentially harmful effects of exposure to chemical pesticides.

It soon became apparent that a product with a broader range of efficacy against insects would
be desirable. While it may be seen as simple in view of the chemical arts to provide a combination
of insect inhibitory proteins for this purpose and possibly to delay or prevent toxin resistance from
being developed in the target insect population, in reality the development of a plant meeting these
characteristics is problematic, and requires a great deal of resources, technical ability, and trial and
CITOr experimentation in order to obtain a single recombinant plant transformation event which
results in a morphologically normal plant exhibiting the desired combination of insect inhibitory
proteins produced in sufficient levels and at appropriate times during the plant growing season and
in the tissues upon which target pest species feed.

Thus, there existed a need for the development and characterization of cotton plants
exhibiting the characteristics of enhanced insect resistance as a result of the presence of two or mors
insect inhibitory proteins produced from DNA sequences incorporated into the genome of the plant
cells.  Furthermore, it would be desirable for the insect inhibitory traits (i) to segregate

ndependently of one another, (ii) to not cause any adverse effects upon the physiology and
metabolism of the plant, and (i1) to have little if any adverse effect upon the yield or quality of the
fiber produced from said plant.

[tis advantageous to be able 1o detect the presence of a particular even: in order to determine
whether progenv of a sexual Cross contain a transgene of interest. [ In addition, a method for
detecting a particular event may be helpful for complying with regulations requiring the pre-market
approval of the sale of seeds to produce transgenic crop plants and foods derived from such plants,

for example. or for use in environmental monitoring, monitoring traits in crops in the field. or
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monitoring products derived from a crop harvest, as well as for use in ensuring compliance of parties
subject to regulatory or contractual terms.

It is possible to detect the presence of a transgene by any nucleic acid detection method
known in the art including but not limited to thermal amplification (PCR™) or DNA hybridization
using nucleic acid probes. Typically, for the sake of simplicity and uniformity of reagents and
methodologies for use in detecting a particular DNA construct that has been used for transforming
various plant varieties, these detection methods generally focus on frequently used genetic elements,
such as prr'amotcrs, terminators, marker genes, etc., because for many DNA constructs, the coding
S€quence region is interchangeable. Asa result, such methods may not be useful for discriminating
between separate events produced from the same DNA construct or very similar constructs. Thess
methods can be used, however, if the sequence of chromosomal DNA adjacent to the inserted DNA
(“flanking DNA”) is known, An event-specific thermal amplification (PCR™) assay is discussed,
for example, by Windels et al. (Med Fuc, Landbouww, Univ. Genr 64/5 b:459-462, 1999), who
identified glyphosate tolerant soybean event 40-3-2 using a thermal amplification primer set
spanning the junction between the insert and flanking DNA. Specifically, one primer included
sequence from within the insert and a second primer included sequence from flanking DNA. Sucha
method was also developed for event MONS531 and is the subject of a separate patent application. It
would be desirable to have such a method that would detect the presence of the new event of the
present invention, even in the presence of event MONS31. These and other advantageous advances
have been achieved by the present invention.

SUMMARY OF THE INVENTION

The cotton event MONS3 1 , described above, was transformed a second time with a genertic

-

“construct named PV-GHBKI11 comprising the coding sequence fmr’Cry?Abﬁs{n insect-inhibitory

protein, and one event of this transformation effort has been selected for potential commercial
introduction. It is denominated as MON15985. Because itis a new insertion event, it will segregate
from the inserted cry/dc gene of MONS31 in breeding. A line of cotton containing only the
MON15985 insertion is denominated as MON15985X. According to one aspeact of the invention,
compositions of matter for these cotton lines are provided. The cotton seeds COmprising cotion event
MON15985 were deposited on September 29, 2000, with the American Type Culture Collection and

are designated as ATCC accession number PTA-2516.

Y
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In another aspect of the invention, methods for detecting the presence of the MON15985
eventare provided. DNA sequences are provided that identify the inserted DNA sequences and the
native cotton flanking sequences of MON15985. | From these DNA sequences primers can be
désigncd for use in a PCR diagnostic assay. Exemplary primers are provided as are the amplicons
produced by the use of such primers when amplified in the presence of MON15985 DNA.

It should be noted that the detection of sequence diagnostic for the insertion of cotton event
MON15985 may be insufficient to answer all questions about a particular seed sample. The seed
line denoz:ninated MON15985 contains both that insertion and the previous one identified as
MONS531. Thus, in another aspect of the invention, a method for distinguishing between
MON15985 and MON1 5985X, a line lacking the MON531 even, is provided. The method uses one
or more of the previously known sequences diagnostic for MONS531.

A junction sequence herein spans the point at which DNA inserted into the genome is linked
to DNA from the cotton native genome flanking the insertion point, the identification or detection of
one or the other junction sequences in a plant’s genetic material being sufficient to be diagnostic for
the event. Included are the DNA sequences that span the insertions in cotton event MON15985 and
similar lengths of flanking DNA. Examples of such diagnostic sequences are the 20-mer junction
sequences of SEQ ID NO:14, SEQ ID NO: ] 5,SEQID NO:16, SEQID NO:17 and SEQIDNO:18;
however, other sequences of as little as 15 base pairs which overlap the junctions of the insertions or
the junctions of the insertions and the genomic sequence are also diagnostic and could be used.
Nucleic acid amplification of genomic DNA from the event, using the primers provided herein or
designed by one of ordinary skill in the art, produces an amplicon comprising such diagnostic DN A
sequences. In addition, detection of the binding of oligonucleotides which bind specifically to the
diagnostic sequences described herein is also diagnostic for the event.

According to another aspect of the invention, oligonucleotide sequence pnimer pairs for
distinguishing cotton event MON15985 from the native, nontransformed, and undisturbed sequences
are provided. In particular, such flanking sequence primers pairs comprise two isolated nucleic acid
molecules selected from SEQIDNO:11 oralternatively SEQ ID NO:12, the amplicon of which will
overlap one or more junciion sequences in the inserted DNA, depicted as reference numbers 2,46,
9.and !l in Figure 1. For example, one may select an isolated nucleic acid comprising at least 15
contiguous nucleotides from about base pair positions 1-361 as set forth in SEQIDNO:11 which are

from the cotton genomic DNA sequence flanking the 5' end of the inserted DNA, depicied as
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reference 1 in Figure 1, and at least one isolated nuclejc acid comprising at least 15 contiguous
nucleotides from about base pair positions 674-1361 as set forth in SEQID NO:11 which are within
inserted DNA, which is depicted as reference number 3 and partof 5 in Figure 1. Additional primer
pairs useful in analyzing for cotton event MON1598S comprising at least one isolated nucleic acid of
at least 15 contiguous nucleotides from nucleotides 1-1885 of SEQ ID NO:11 paired with at least
one isolated nucleic acid of at Jeast 15 contiguous nucleotides from nucleotides 362-22670f SEQID
NO:11 can be readily devised by one of ordinary skill in the art. Similarly, primer pairs can be
derived from nucleotides 1-673 of SEQ ID NO:12 and nucleotides from nucleotides 350-1361 of
SEQID NO:12, each primer being at least fifteen nucleotides long.

According to another aspect of the invention, specific primer sets that are useful for nucleic
actd amplification, for example, are provided. Specifically, SEQ ID NO:26 and SEQID NO:27 are
a such a primer set and can be used to produce an amplicon which is diagnostic for the presence of
cotton event MON 15985 DNA. SEQID NO:28 and SEQ ID NO:29 are another such primer set. [n
contrast, SEQ ID NO:26 and SEQ ID NO:29 are capable of producing an amplicon from DNA
samples obtained from other than cotton event MON15985, and from hemizygous genomes
comprising the wild type sequence at the point at which the MON15985 sequence integrated into the
genome as well as the MON15985 integrant sequence, and said amplicon would appear to be
diagnostic for the absence of inserted DNA from cotton event MON | 5985 inasample, and produce
no amplicon in a sample containing DNA of that event. Caution should be exercised in interpreting
such a result, however, and one skilled in the art would recognize that when present as 2 hemizygous
member of a chromosome pair. the use of SEQ ID NO:26 and SEQ ID NO:29 as a diagnostic tool
for proving a negative or a positive may be erroneous.

According to another aspect ot the invention. methods of detecting the presence of DNA
corresponding to the cotton event MON 1 5985 ina sample are provided. Such methods comprise: (a)
contacting the sample comprising DNA with a primer set that, when used in a nucleic-acid
amplification reaction with genomic DNA from cotton event MON | 5985, produces an amplicon that
1s diagnostic for cotton event MON15985; (b) performing a nucleic acid amplification rcaction,
thereby producing the amplicon; and (c) detecting the amplicon.

According to another aspect of the invention, methods of detecting the presence of DNA
corresponding to the cotton event MON 15985 in a sample, such methods comprising: (a)contacting

the sample comprising DN A with a probe that hybridizes under stringent hybridization conditions
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with genomic DNA from cotton event MON15985 and does not hybridize under the stringent
hybridization conditions with DNA from a control cotton plant; (b) subjecting the sample and probe
to stringent hybridization conditions; and (c) detecting hybridization of the probe to the DNA,
Another aspect of the present invention are methods and compositions for detecting the
presence of atarget site, i.c., at least one ofthe junctions, identification or detection of which would
be diagnostic for the presence of the integrated DNA with the genomic of the cotton plant in the
cotton event MON159835, in a sample of nucleic acid derived from or obtained_ from the genome of
the cotton-event MON15985, using a variety of detection methods including TAQMAN (Perkin
Elmer) or related ﬂourophore/qucncher methodologies, thermal amplification, ligase chain reaction,
southern hybridization, ELISA methods, and colorimetric and fluorescent detection methods. In
particular, the present invention provides for kits for detecting the presence of the target sequence,
L.e., at least one of the junction sequences in the cotton cvent MON15985, in a sample containing
genomic nucleic acid from the cotton event MON15985. The kit is comprised of at least one
polynucleotide capable of binding to the rarget site or substantially adjacent to the target site and at
least one means for detecting the binding of the polynucleotide to the target site. The detecting
means can be selected from the group consisting of fluorescent, chemiluminescent, colorimetric, or
isotopic and can be coupled at least with immunological methods for detecting the binding. A kit is
also envisioned which can detect the presence of a target siic in a sample, L.e., at least one of the
Junctions of the insert DNA with the genomic DNA of the cotton plant in the MON15985 event,
taking advantage of two or more polynucleotide sequences which together are capable of binding to
nucleotide sequences adjacent to or within about 100 base pairs, or within about 200 base pairs, or

within about 500 base pairs or within about 1000 base pairs of the target sequence and which can be

- extended toward each other to form an amplicon which contains at least the larget site.

The foregoing and other aspects of the invention will become more apparent from the
following detailed description and accompanying drawing.

DRAWING

Figure 1 is a graphical representation of the sequence alignment for the DNA which is
flanking the inserted sequences and the inserted sequences themselves, including the cry2.4p genein
cotton event MON15985. The inserted DNA is depicted as a single sirand with 5' from the left

through 3' to the nght.  Individual DNA Sequences identified herein are labeled as follows:

reference number 1 is the 5' end flanking genome Sequence (SEQ IDNO:19); reference number 2 is
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the junction sequence overlapping the sequences overlapping reference numbers 1 and 3, a
diagnostic sequence as set forth in SEQ ID NO:14; reference number 3 is a chloroplast related
sequence of extraneous DNA (S EQ ID NO:20); reference number 4 is the junction sequence
overlapping the sequences of reference numbers 3 and 3, a diagnostic sequence as set forth in SEQ
ID NO:15; reference number 5 is a remnant of cotton genome sequence (SEQIDNO:21); reference
number 6 is the junction sequence overlapping the sequences of reference numbers 5 and Tyl
diagnostic sequence as set forth in SEQ ID NO:] 6; reference number 7 is a pqrtion of the 5'end of
the intr’:ntiz;)nally inserted sequence (SEQ ID NO:22); reference number 8 is a portion of the 3'end of
the intentionally inserted sequence (SEQ ID NO:23); reference number 9 is the junction sequence
overlapping the sequences of reference numbers 8 and 10, a diagnostic sequence as set forth in SEQ
ID NO:17; reference number 10 is another unintentionally inserted remnant of cotton genome
sequence (SEQ ID NO:24); reference number 11 is the junction sequence overlapping the sequences
of reference numbers 10 and 12, adiagnostic sequence as set forth in SEQID NO:18; and reference

number 12 is the 3’ flanking cotton §enome sequence, as set forth in SEQ ID NO:25.

DETAILED DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENTS

Cotton, Gossypium hirsutum, has been genetically modified to resist Lepidopteran pests,
which have a negative impact on cotton production. This was accomplished by the insertion of a
first DNA cassette that encodes the insecticidal CrylAc protein from Bacillus thuringiensis and a

second DNA cassette that encodes the insecticidal Cry2Ab protein from Bacillus thuringiensis. This

. invention relates preferably to plants, plant parts, progeny plants which contain at |east the sequences

30

comprising the second DNA cassette, and to methods and compositions of matter for use in detecting
the presence of said sequences in a sample,

The first DNA cassette was inserted into the genome of cotton cultivar Coker 312 through
Agrobacterium sp transformation using a DNA fragment derived from plasmid PV-GHBKO04
(pMON10518in U.S. Patent No. 3,500,365) to produce cotton event MONS3 1 . which has bezn bred
with many different cotton varieties and successfully introduced in cotton markets around the world.
Cotton event MONS31 was retransformed using particle acceleration technology with a gel purified
linear DNA fragment, i.e.. the second cassette indicated herein and above, from plasmid PV-GHBK 11

(alternatively termed pB1579), which contained cry24b and B-glucuronidase (uidA) coding regions.
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(John, M.E. 1997. Cotron Crop Improvement Through Genetic Engineering. Critical Reviews in
Biotechnology, 17 (3): 1 85-208). The uidA gene was used as a selectable marker to aid in identifying
cells which contained the cry2Ab coding region. The ¢/y245b coding region derived from plasmid PV-
GHBKI11 comprises the cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter with a duplicated enhancer
region (U.S. Patents 5,530,196; 5,424,200; and 5,359,142) operably connected to a petunia heat
shock protein untranslated leader sequence (PetHSP70-leader) operably connected or linked to the
N-terminal chloroplast transit peptide from Arabidopsis thaliana EPSPS gene (AEPSPS/CTP2) (Van
den Broec-k, ct. al. 1985. Targeting of a foreign protein to chloroplasts by fusion to the transit
peptide from the small subunit of ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase. Nature 313, 358-63.)
operably connected or linked to a synthetic sequence encoding Cry2Ab protein (Widner, W.R. and
Whiteley, H.R. 1990. Location of the Dipteran Specificity Region in a Lepidopteran-Dipteran
Crystal Protein from Bacillus thuringiensis. ] Bacteriol. 172,2826-32.) which is operably connected
or linked to the 3" nontranslated region of the nopaline synthase (NOS) gene from Agrobacrerium
tumifaciens which terminates transcription and directs polyadenylation (Fraley, R.T., et al. 1983.
Expression of bacrerial genes in plant cells. Proc Natl Acad Sci U.S.A,, 80(15).4803-07.). The B-
glucuronidase coding region is also controlled by an enhanced CaMV 35S promoter and a NOS 3°
polyadenylation sequence. The insertion of the cassette, or substantially all of the cassetre,
containing the cry24b and widA coding sequences into the cotion event MONS531 gave rise to an
event designated as MON15985 which comprises both the cry/A4 coding sequence as well as the
cassette encoding the cry24b coding sequence. Genetic analysis of the MON 15985 event has
demonstrated that the two - inserted cassettes are on different chromosomes and thus can be
segregated in breeding, the segregants giving rise to the original MONS31 event genotype as wall as
a second genotype designated as MON 5985X comprising only a single inserted cassette compnsing
the gene responsible for encoding the Cry2Ab protein. [t is the ransformation event giving rise o
the cotton genotype MON 15985 as well as the MON15985X genotype which are intended as ths
subject matter of this invention.

The following definitions and methods are provided to betier define the present invention and
to guide those of ordinary skill in the at in the practice of the present invention. Unless otherwise
noted. terms are to be understood according to conventional usage by those of ordinary skill in the
relevantart. Definitions of common terms in molecular biology may also be found in Riegereral,

Glossary of Genetics: Classical and Molecular, 5th edition, Springer-Verlag: New York, 199 1:and
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Lewin. Genes V, Oxford University Press: New York, 1994. The nomenclature for DNA bases as
set forth at 37 CFR § 1.822 is used.
Comprising

As used herein, the term “comprising” means “Including but not limited to.”
Event

As used herein a transgenic “event” refers to a recombinant plant produced by transformation
of plant cells with heterologous DNA, i.e., a nucleic acid construct that inc@udes a transgene of
interest, rc-gcneration of a population of plants resulting from the insertion of the transgene into the
genome of the plant, and selection of a particular plant characterized by insertion into a particular
genome location.” The term “event” refers to the original transformant and progeny of the
transformant that include the heterologous DNA. The term “event” also refers to progeny produced

by a sexual outcross between the transformant and another variety that include the heterologous

.DNA. Even after repeated backcrossing to a recurrent parent, the inserted DNA and flanking DNA

from the transformed parent is present in the progeny of the cross at the same chromosomal location.
The term “event” also refers to DNA from the original transformant comprising the inserted DNA
and flanking sequence immediately adjacent to the inserted DNA that would be expected to be
transferred to a progeny that receives inserted DNA including the transgene of interest as the result
ofa sexual cross of one parental line that includes the inserted DNA (e.g., the original transformant
and progeny resulting from selfing) and a parental line that does not contain the inserted DNA.

Probes and Primers

A “probe” is an isolated nucleic acid to which is attached a conventional detectable label or
reporter molecule, e g, a radioactive isotope, ligand, chemiluminescent agent, or enzyme. Sucha
probe is complementary to a strand of a target nucleic acid, in the case of the present invention, to 2
strand of genomic DNA from cotton event MON15985 (whether from a cotton plant or from a
sample that includes DNA from the event). Probes according to the present invention include not
only deoxyribonucleic or ribonucleic acids but also polyamides and other probe materials that bind
specifically to a target DNA sequence and can be used to detect the prescence of that target DNA
sequence,

“Primers” are isolated nucleic acids that are annealed to a complementary target DN A strand
by nucleic acid hybridization to form a hybrid between the primer and the target DNA strand, then

extended along the target DN A strand by a polymerase, €.g., a DNA polymsrase. Primer paits or
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Sets can be used for amplification of a nuclejc acid sequence, e.g., by the polymerase chain reaction
(PCR“'{), also known as thermal amplification methods, or other conventional nucleic-acid
amplification methods,

Probes and primers may be as small as ten nucleotides, but are generally 15 nucleotides or
more in length, preferably 20 nucleotides or more, more preferably 25 nucleotides, and most
preferably 30 nucleotides or more. Such probes and primers hybridize specifically to a target
sequence under high stringency hybridization conditions, Preferably, probes and primers according
to the pres;:nt invention have complete Sequence complementarity with the target sequence, although
probes differing from the target sequence and which retain the ability to hybridize to larget
séquences may be designed by conventional methods. Any reference to a specific sequence for a
probe or primer or other DNA sequence includes its complementary sequence.

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

Primers and probes based on the flanking DNA and insert szquences disclosed herein can be
used to confirm (and, if necessary, to correct) the disclosed sequences by conventional methods, e. o .
by re-cloning and sequencing such sequences.

Nucleic-Acid Hvbridization: Strinoent Conditions: Specific

The nucleic-acid probes and primers of the present invention hybridize under stringent
conditions to a target DN A sequence. Any conventional nucleic acid hybridization or amplification
method can be used to identify the presence of DNA from a transgenic event in a sample.

The term “stringent conditions” is tunctionally defined with regard to the hybridization ofa
nucleic-acid probe to a target nucleic acid (i.e., to a particular nucleic-acid sequence of interest) by

the specific hybridization procedure discussad in Sambrook er al., 1989, at 9.52-9.55. See also,
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Sambrook e al., 1989 at 9.47-9.52, 9.56-9.58; Kanehisa, Nucl. Acids Res. 12:203-213, 1984: and
Wetmur and Davidson, J. Mol Biol 31:349-370, 1968.

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

Th-e term “specific for (a target sequence)” indicates that a probe or primer hybridizes under
stringent hybridization conditions only to the target sequence in a sample comprising the target
sequence.

Nucleic-Acid Amplification

As used herein, “amplified DNA” or “amplicon” refers to the product of nucleic-acid
amplification of a target nucleic-acid sequence that is part of a nucleic acid template. For example,
to determine whether the cotton plant resulting from a sexual cross contains an wransgenic event
genomic DNA from a cotton plant may be subjected to nucleic acid amplification using a primer pair
that includes a primer derived from flanking sequence in the genome of the plant adjacent to the
insertion site of inserted heterologous DNA and a second primer derived from the inserted
heterologous DNA to producs an amplicon that is diagnostic for the presence of the event (z.g., the
amplicon is of a length and has a sequence that is diagnostic for the event). Alternatively, a primer
pair can be derived from flanking sequence on both sides of the inserted DNA so as to produce an
amplicon that includes the entire insert.

Nucleic-acid amplification can be accomplished by any of the various nuclejc-acid
amplification methods known in the art, including the polymerase chain reaction (PCR™Y. A
variety of amplification methods are known in the art and are described, inter alia, in U.S. Patent
Nos. 4,683,195 and 4,683,202 and in PCR Protocols: A Guide to Methody and Applications. ed.
Innis er al, Academic Press, San Diego, 1990, Any well known method for nucleic acid
amplification may be used in the practice of the present invention.

The sequence of the heterologous DNA insert or flanking sequence from cotion cvent
MON15985 can be verified (and corrected if necessary) by amplifying such sequences from the
event using primers derived from the Sequences provided hersin followed by standard DNA

sequencing.
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Detection Kit

As used herein, “detection kit” refers to a kit used to detect the presence or absence of DNA
from a MON15985 event in a sample comprising nucleic-acid probes and primers of the present
invention, which hybridize under stringent conditions to a target DNA sequence, and other materials
necessary to enable nucleic acid hybridization or amplification methods. Altemnatively, a detection
kit may comprise materials necessary to enable one skilled in the art to perform methods similar to
those described in PCT Intemnational Application WO 97/2271 9, incorporated herein by reference, to
detect the presence or absence of DNA from a MON15985 event in a sample.

Example 1

Cotton, Gossypium hirsutum, has been genetically modified to resist Lepidopreran pests,
which have a negative impact on cotton production. This was accomplished as indicated herein by
the insertion of a DNA cassette which encodes the insecticidal CrylAc protein from Bacillus
thuringiensis into the genome of cotton cultivar Coker 312 through Agrobacterium sp transformation
using a DNA fragment derived from plasmid PV-GHBK04 (PMON10518 in U.S. Patent No.
5,500,365). This transformation resulted in three separate insertions into the cotton genome. The
primary, functional insert responsible for expressing the CrylAc protein in cotton event 531
comprises the enhanced 35S promoter described above, crpldc coding region, and termination
sequence linked to a sequence which encodes an antibiotic selectable marker. A second Insert
adjacent to and immediately upstream of the first inserted séquence comprises a partial cry/ ¢
coding region and termination sequence. The third insert comprises only a partial termination
sequence and has been shown to segregate independently from the first two sequences indicated
above. The first and second inserted sequences are tightly linked and therefore do not segragate
from each other. Cotton genome sequence flanks the 5° and 3* ends of all three inserts. Therefore,
SIX unique cotton genome/insert junctions were created as a result of the transformation process.
Any of the six junctions could be analyzed for in determining if the MONS31 event IS present in a
cotton seed sample.

Molecular analyses were performed on cotton cvent MONS31 to define the end of one of the
transgene DNA insertions and identify the cotton genormic DNA flanking the transgens DNA inserts.
Genome walking studies combined with nucleotide sequencing yielded the DNA sequences of two
sz2id cotton genome/insert junctions for the primary insert, SEQ ID NO: 1 and SEQ ID NO:2 and

their complements. The flanking sequences and insert sequences diagnostic for MONS3 | were then
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identified as follows: SEQ ID NO: 3, the sequence of the 5" end of the primary insert; SEQ ID
NO:4, the cotton genome sequence flanking that 5" end; SEQ ID NO:3, the sequence of the insert at
the 3’ end; and SEQ ID NO:6, the genome sequence flanking that 3’ end. As discussed above,
primers can be derived from these sequences to use in DNA amplification methods. Examples are
SEQ ID NO:7 and SEQ ID NO:8. SEQ ID NO:9 is the sequence of a section of DNA which
overlaps cotton genome DNA and one end of the inserted DNA; SEQIDNO:10 is the sequence of a
section of DNA which overlaps cotton genome DNA and the opposite end of the inserted DNA.
Th'e following provides a nonlimiting example of how one might use these novel nucleic acid
Sequences to detect cotion event MONS31 in a sample, including the seed line denominated
MON15985, and to check for its absence in the seed lins denominated MON15985X.

DNA Isolation for PCR™ Analyses.

DNA from cotton event MON531 was extracted from seed tissue. DNA was extracted from
both seed and leaf tissues from the control substance (non-transgenic cotion seed and leaf tissue).
DNA from seed was isolated by processing the seed to a fine powder using a commercially available
blender. Approximately 2 g of the processed seed was transferred to a 50 m! conical tube, and ~16
ml of CTAB extraction buffer [1.5% (w:w) CTAB, 75 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM EDTA pH
8.0, 1.05 M NaCl, and 0.75% (w:w) PVP (MW 40,000)] was added to the processed seed. The
samples were incubated at 65°C for approXimately 30 minutes with intermittent mixing and then
allowed 10 cool 10 room temperature.  An equal volume (~16 ml) of room temperaturs
chloroform:isoamyl alcohol (24:1 (v/v)) or chloroform was added to the samples. The suspension
was mixed by inversion, and the two phases separated by centrifugation at ~16,000 x g for 3
minutes. The aqueous (top) layer was removed using a transfer pipet and placed into a clean 30 ml
conical wbe. Approximately 1/10 volume (~1.6 ml) of 10% CTAB buifer [10% (w:w) CTAB and
0.7 M NaCl] was added to the aqueous phase, which was then mixed by inversion. The samples
were cenirifuged at ~16.000 x g for 5 minutes 10 separate the phases. The aqueous (upper) phase
was removed, mixed with an equal volume (~15 mi) of CTAB precipitation buffer (1% (w:w)
CTAB, 50 mM Tris pH 8.0, and 10 mM EDTA pH 8.0] and allowed to stand at room temperature
for approximately 1 hour. The samples were centrifuged at ~10,000 x g to pellet the DNA, the
supematant was decanted, and the pellet was dissolved in approximately 2 ml of high salt TE

[10mM Tris-HCL pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, and 1 M NaCl] by incubating at 37°C with gentle
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swirling for approximately 2 hours. Centrifugation was performed at ~23 000 x g to pellet any
remaining impurities. The Supernatant was removed, placed into a clean 15 mi tube, and
approximately 1/10 volume (~150 pul) of 3M NaOAc, pH 5.2, and 2 volumes (~4 m] relative to the
supematant) of chilled 100% ethanol were added to precipitate the DNA. The precipitated DNA was
spooled into a microfuge tube containing approximately 1 ml of 70% cthanol. The DNA was
pelleted in a microfuge at maximum speed (14,000 rpm) for 5 minutes, dried, and re-dissolved in
TE. pH 8.0 in a 4°C refrigerator overnight.

The non-transgenic cotton genomic DNA used as a control was isolated from leaf tissue that
was frozen in liquid nitrogen and ground into a fine powder using a mortar and pestle.
Approximately 1 g of the ground leaf tissue was transferred to a 13 ml centrifuge tube and 6 ml of
extraction buffer [2.5 ml DNA extraction buffer (350 mM sorbitol, 100 mM Tris pH 7.3, 5 mM
EDTA. 0.38% (w/v) sodium bisulfite), 2.5 ml nuclei lysis buffer (200 mM Tris pH 7.5, 50 mM
EDTA, 2 M NaCl, 2% (w/v) CTAB), and 1 ml Sarkosyl (5% (w/v) solution)] was added. The
samples were incubated at 65°C for approximately 30 minutes with intermittent mixing. Fouranda
half milliliters of chloroform:isoamyl alcohol (24:1 (v/v)) at room temperature was added to the
samples.  The suspension was mixed for 2 0 3 minutes, and the two phases separated by
centrifugation for 15 minutes at ~2,000 x g at 4°C, The aqueous (top) layer was removed using a
transfer pipette and placed into a 13 ml centrifuge tube. Five milliliters of 100% isopropanol were
added, and the tubes were mixed by inversion to precipitate the DNA. The precipitated DNA was
spooled into a microfuge tube containing 500 ul of 70% ethanol. The DNA was pelleted in a
microfuge at maximum speed (14,000 rpm) for 2 minutes. The DNA was dried and dissolved in TE

buffer in a 4°C refrigerator overnight.

PCR™ Verification of Unique Insert-Cotton Genome Junctions in Cotton Event MONS31.
The DNA sequences of four cotton genome/insert junctions were identified using the PCR™.
based Universal Genome Walker Kif™ as per the manufacturer’s protocol followed by nucleotide
sequencing of the PCR'™ products. Next, PCR™ assays were developed using on2 primer
complementary 1o cotton genomic DN A and another primer complemeantary to inserted transgene
DNA.  For example, one primer designed to the 3’ end of the primaryv, functional insert
complementary to genomic flanking sequence (e.g., SEQID NO:6) pairsd with a second primer at

the 3" end of the primary, functional insert complementary to inserted transgens sequence (e.g., SEQ
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IDNO:3). The PCR™ assays were performed using 10 - 100 ng of cotton event MON3S31 genomic
DNA template in a 50 ! reaction volume containing a final concentration of 1.1 mM Mg*, 0.4 pM
of each primer, 200 uM each ANTP, and 2.5 units of Tag DNA polymerase. The reactions for the
PCR™ assays were performed under the following cycling conditions: 1 cycle at 94°C for 3
minutes; 38 cycles of 94°C for 30 seconds, 60°C for 30 seconds, 72°C for 90 seconds; 1 cycle at
72°C for 10 minutes. The PCR™ products were separated using agarose gel electrophoresis,
visualized by ethidium bromide staining, excised from the gel, and subjected-to DNA sequencing
using dye-terminator chemistry to confirm the sequences.

In the example above, as expected, the control reactions without template DNA and Coker
312 non-transgenic negative control DNA did not generate a PCR™ product. The cotton event
MONS31 samples generated the expected size PCR™ products of 264 bp for the 3” flanking
sequence. Therefore, the novel nucleic acid sequences at the junction of inserted DNA and cotton
genomic DNA in cotton event MON531 are useful for detecting DNA derived from cotton event
MONS531 in a sample.

MONS3531 in the variety Coker 312 background was crossed into the variety DP50 (Delta &
Pine Land Company) to produce a variety containing the MONS31 event encoding the CrylAc
protein, which was designated as DP50R,

EXAMPLE 2

This example describes the production of a transformed cotton plant designated as
MON1598S derived from DP50B which contains an additional insertion event encoding a Cry2Ab
insect inhibitory protein, and the isolation and characterization of the 5° and 3° DNA seqliences
flanking the 5 and 3° ends of the MON15985.

Target DPSOB plant cells were transformed using particle acceleration technology with a
linear DNA segment derived from plasmid PV-GHBK 11, The linear DNA segment was prepared by
digestion of plasmid PV-GHBK] 1 with the restriction enzyme Kpnl, separation of the plasmid
fragments by agarose gel electrophoresis and isolation of the DNA segment containing cassette
comprising the cry2456 coding sequence and wiciA coding sequence (GUS). No plasmid backbone
was contained within the segment or Sequence isolated and purified and prepared for bombardment
of cotton tissue. The expression cassette consists of a cry2Ab coding region regulated by an
enhanced CaMV 35S plant expressible promoter and an Agrobacterium tumefaciens NOS3'

franscription termination and polyadenylation sequence. The cry24b coding sequence is designed 1o

06703702 LUN 11:38 [= TX/RX 8087)



20

- - - = sisdftclizszlle

|

target the expression product as a precursor protein for chloroplast import in plant cells (as disclosed
in WO 0026371 and US Patent Application Serial Number 09/1 86,002, filed November 4, 1998, the
entire contents of which are incorporated herein by reference).

The cotton variety DP50B was transformed with the DNA cassette described above by
bombardment with DNA coated gold particles using electrostatic discharge method (John, M.E.,
Cotion Crop Improvement Through Genetic Engineering. Critical Reviews in Biotechnology,
17:185-208 (1997)). Different events were screened for efficacy against insect pests, phenotype, and
genetic segregation for expression of the Cry2Ab protein. Based on these criteria, 6 lines were
chosen for further characterization of the insertion event. Southemn blot was used as the primary
method for evaluating the presence of one or more copy numbers of insertion and completeness of
the insertion event. One line, 15985, was chosen for a thorough molecular characterization of the
insertion event that inserted into the DP50B genome. The DNA surrounding the insertion event was
isolated and characterized. -

Isolation of the DNA fanking the insertion event: DNA was extracted from young cotton
leaves by a modified Phyto- Pure® method from Amersham which is designed to extract DNA from
plants with large amounts of contaminating carbohydrates. In order to determine the sequence of the
DNA. around the inserted ¢ry24b coding sequence, the Genome Walker® protocol from CloneTech,
Inc. was used. The manufacturer’s recommended conditions were followed with only one
modification: rather than using phenol extraction for purification of the DNA after restriction
endonuclease cleavage, the DNA was purified with a Qiagen QlAquick® spin column in accordance
with the manufacturer’s instruction manual.

The enzymes used to cut the genomic DNA prior to linker ligation were Dral, Pvull. Scal
and Stul. Following the procedure provided by Qiagen, the DN A was extracted in 5 volumes of PB
buffer, bound to the column, washed with 0.75ml of PE and ther ¢luted from the column into 20mL.
of 10mM Tris pH 8.5. This DNA was then used as the source for the linker libraries. Primer
positions were de| iberately chosen away trom the ends of where the DNA was linearized to allow for
a certain amount of deletion at either end. The first primers (SEQ ID NO:30 and SEQ ID NO:31)
were designed to anneal to sequences that are unique to a cry24b coding sequence because of the
presence of repeated DNA elements in the cotton genome. The resulting PCR™ products were
subjected to a second PCR™ reaction using nested primers directly adjacent to those used in the first

reaction (SEQ [D NO:32 and SEQ ID NO:33). The PCR™ parameters used were those
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recommended by CloneTech. The primary amplification parameters were as follows: 7 cycles 94°C
2'sec, 72°C 3min, 32 cycles 94°C 2 sec, 68°C 3 min, and secondary amplification parameters were as
follows: 5 cycles 94°C 2 sec, 72°C 3 min, 20 cycles 94°C 2sec, 68°C 3 min, and 68°C 4 min in last
cycle. All PCR™ reactions were performed on a Perkin-Elmer 9700 machine.

The resulting PCR™ products from the second amplification were cloned into the pBS(SK+)
vector from Stratagene which had been cut with Smal to generate a blunt end and treated with
alkaline phosphatase to prevent self-ligation. The DNA fragments that were generated in the
Sccondar}'.PCRTM reaction were treated with T4 DNA Kinase to add a S’phosphate and then ligated
into the blunt end vector under standard ligation conditions.

Genome Walker® protocol: The secondary PCR™ reactions using the nested primer pairs
produced multiple fragments synthesized from both 5’ and 3’ ends. Three independent fragments
for the 5” end were cloned and sequenced using methods well-known in the art, while two fragments
were cloned and sequenced from the 3 end. Foreach individual fragment, at least two independent
clones were obtained.

The sequence of the clones from each primer set were compared to one another. The
sequences among the respective clones were determined to be the same, and contained the same
plant trans-gene junction.

EXAMPLE 3

This example illustrates how the DNA sequences flanking the MON15985 insertion svent
can be used to determine Zygosity.

Design and development ofa PCR™ based test Jor homozygosity of the MON 5985 insert ion
eveni: The DNA sequence of the two regions flanking the MON15985 insertion event was used
design a PCR™ based homozygosity test. Such a test would be considered useful if it were able 10
detect both the specific MON15985 insertion event and the wildtype chromosome. To test the
feasibility of develo ping an assay that also detects the wild type chromosome. primers were designed
from the sequence directly adjacent to the insertion eventto testif they could be used to svnthesize a
DNA fragment in the non-transgenic cotton, as well as in the 15895 fine. The primers chosen wers
capable of synthesizing the whole MON15985 insertion event., but no product was observed in the
non-transgenic controls. These results indicated that the insertion event was 1ot a simple break in

the DNA and insertion of the DNA sequence and casserie encoding the Crv2Ab protein. This result,
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however, established that the two ends are indeed connected and flank an intact gene cassette
comaining cry24p,

Primers were designed to the nucleic acid sequence flanking the 3' end of the insert to
amplify fragments via the Genome Walker® protocol in linker libraries made from non-transgenic
cotton DNA. A 620 base pair fragment was cloned and sequenced from non-transgenic cotton. This
sequence was then used to design primers for the wild type chromosome that would be presentinthe
heterozygous individual, Several sets of primers were made and tested together in order to find a ser
that worke:d in a single reaction and provided no background bands, A primer set comprising SEQ
ID NO:34 (3’ cotton plant flanking Seéquence) and SEQ ID NO:35 (57 cotton plant flanking
sequence) was found to prod‘uce an 800 base pair amplicon from wild type, or non-transgenic cotton
DNA. However, if at least one insert is present, the primer comprising SEQ ID NO:36 will anneal 10
¢ry24b specific sequences and generate a 1.5 kb amplicon with a primer annealing to the 3” cotton
plant flanking sequence (SEQ ID NO:34), Therefore, the resulting assay using PCR™ primers
comprising SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:34, and SEQ ID NO:35 is as follows: ifan individual is
homozygous for the MON 5985 insertion event then only one band of 1.5 kb would be present; but
if it is heterozygous then an additional 0.8 kb band would also be present.

Both of these bands (1.5 kb and 0.8 kb) were cloned and sequenced to confirm their identity.
The DNA s\equence of'the 800 base pair fragment generated in heterozygous individuals is identical
to the sequence of the Genome Walker® fragment generated with the primers from the 3’ end and
non-transgenic DNA.

Confirmation of PCR™ based zygosiry assay: To verify the precision of the Zygosity assay a
series of experiments were conducted utilizing known homozygous, heterozygous and negative

ransgenic progeny of MON15985.

R2:
Phenotype: Fifteen individual R2 plants from three suspected R| genotypes were
characterized for the presence or absence of the Cry2Ab prowin via ELISA. Plants o
interest that were positive for the study included MON15985-2 and MON15985-34. Plant
MON15985-71 was identified as negative for Cry2Ab protein.

R3:

Phenotype: Fifteen individual R3 seeds from cach of the selected R2 plants were planted in
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4" pots and subsequently screened for the presence of the Cry2Ab protein via qualitative
ELISA. The ELISA results reported that all R3 plants of MON15985-2 were positive, thus
giving the R2 parent a designation of being homozygous for the cry24b gene. R3 progeny of
MONI15985-34 were a mixture of positive and negative plants giving the R2 parent a
designation of being heterozygous for the cry24p gene. All R3 plants of MON15985.7]

were negative and confirmed that the R2 parent was negative as wel].

Ge.notypc: APCR™.based Zygosity assay was performed on five R3 plants of MON15985-
2and MON15985-71. Primers and techniques were used as previously described. Results of
this test gave the expected banding patterns. All progeny of MON15985-2 produced only
the single 1.5 kb band supporting the ELISA data, which indicated the MON15985-2 line is
homozygous positive for the cry24b gene. All progeny of MON1 5985-71 produced only the
single 0.8 kb band found in the wild-type, thus supporting the ELISA results in
demonstrating that this line is homozygous negative for the cry24b gene. Five progeny of
cach of fourteen individual R2 families of MON15985-34 were screened as well giving

combinations of homozygous, heterozygous and negative plants.

Five individual plants from al] three R3 populations were allowed to self pollinate and were

‘taken to harvest. Fifteen R4 progeny from each of the R3 plants tested via PCR™ were

planted in 4" pots to confirm the results on the R3 plants. Thus, if the R3 PCR™ result was
homozygous then the all the R4 progeny should be homozygous, as well if the R3 PCR™
result was heterozygous the R4 progeny should be a mixture of homozygous, heterozygous
and negative plants. All R4 progeny families provided the expected result based on the R3
PCR ™ assay. Therefore, the PCR™ based assay provides a durable method for genoivping

plants for zygosity.

EXAMPLE 4

This example illustrates the DNA sequences flanking the 5’ and 3' ends of the insert in cotton

event MON15985.

DNA from MON 15985 was extracted from leaf tissue that was frozen in liquid nitrogen and

ground into a fine powder using a mortar and pestle. Approximately 1 g of the ground leaf tissue

1EEH7 [= TX/RX 8087]
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was transferred to a 13 m] centrifuge tube and 6 ml of extraction buffer [2.5 ml DNA extraction
buffer (350 mM sorbitol, 100 mM Tris PH7.5,5mMEDTA, 0.38% (w/v) sodium bisulfite). 2.5 ml
nuclet lysis buffer (200 mM Tris pPH 7.5, 50 mM EDTA, 2 M NaCl, 2% (w/v) CTAB), and 1 m]
Sarkosyl (5% (w/v) solution)] were added. The samples were incubated at 65°C for approximately
35 minutes. Four and a half milliliters of chloreform:isoamy! alcohol (24:1 (v/v)] at room
temperature were added to the samples. The suspension was mixed for 2 to 3 minutes, and the two
phases Separated by centrifugation for 15 minutes at ~2,000 x gat4°C. The aqueous (top) layer was
removed and placed intoa 13 m] centrifuge tube. Five milliliters of 100% isopropano] were added,

and the tubes were mixed by inversion to precipitate the DNA. The precipitated DNA was spooled

into a microfuge tube contairﬁng 500 ;,11' of 70% ethanol. The DNA was pelleted in a microfuge at -

maximum speed (14,000 rpm) for 2 minutes. The DNA was dried and dissolved in TE buffer ina
4°C refrigerator overnight,

DNA from the DP50 control was extracted from seed tissue. DNA from seed was (solated by
processing the seed 10 a fine powder using a commercially available blender. Approximately 2 g of
the processed seed was transferred to a 50 ml conical tube, and ~16 ml of CTAB extraction buffer
[1.5% (w/v) CTAB, 75 mM Tris pH 8.0, 100 mM EDTA PH 8.0, 1.05 M NaCl. and 0.75% (wiv)
PVP (MW 40,000)] were added to the processed seed. The samples were incubated at 65°C for
approximately 30 minutes with intermittent mixing and then allowed to cool to room temperature,
An equal volume (~15 ml) of room temperature chiorot‘om:isoamy! alcohol [24:1 (v/v)] was added
to the samples. The suspension was mixed for 5 minutes, and the two phases separated by
centrifugation at ~16,000 x g for 5 minutes at room temperature. The aqueous (top) laver was
removed and placed into a clean 50 ml conical tube. Approximately 1/10 volume (~1.5ml)of 10%
CTAB buffer [10% (w/v) CTAB and 0.7 M NaCl] and an equal volume of chloroform:isoamyl
alcohol [24:1 (v/v)] were added 1o the aqueous phase, which was then mixed ov Inversion for 3
minutes. The samples were centrifuged at~16,000 x g for 5 minutes at room lemperature to separate
the phases. The aqueous (upper) phase was removed, mixed with an equal volume (~135 ml) of
CTAB precipitation buffer [1% (w/v) CTAB. 50 mM Tris pH 8.0, and 10 mM EDTA pH 3.0} and
allowed to stand at room temperature for approximately 1 hour. The samples were centrifuged at
~10,000 x g to pellet the DNA, the supernatant was decanted. and the pellet was dissolved in
approximately 2 m| of high salt TE (10mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0.and { M NaCl]

by incubating at 37°C with gentle swirling for approximately 2 hours or by sitting in a 4°C
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refrigerator overnight. Centrifugation was performed at ~23,000 x g to pellet any remaining
impurities. The Supernatant was removed, placed into a clean 15 m] tube, and approximately
1710 volume (~150 ul) of 3M NaOAc, pH 5.2, and 2 volumes (~4 ml relative to the supematant) of
t00% ethanol were added to precipitate the DNA. The precipitated DNA was spooled into a
microfuge tube containing approximately 1 ml of 70% ethanol. The DNA was pelleted in a
microfuge at maximum speed (14,000 rpm) for S minutes, dried, and re-dissolved in TE,pH8.0ina
4°C refrigerator overnight,” —

DNA from each of DP50 and MON 5985 was quantitated prior to the initiation of the study
within the study from which they were derived. DNA quantitation was conducted using a Hoefer
DyNA Quant 200 Fluorometer using Boehringer Mannheim molecular size marker IX as a DNA
calibration standard.

PCR analysis of the genomic sequence flanking the S’ end of the insert encoding Cry2Ab
protein in cotton event MON15985 was performed using one primer derived from the 5° genomic
flanking sequence paired with a second primer located in the inserted DNA near the 5” end in the
enhanced CaMV 35S promoter sequence, spanning a 1894 bp region (SEQ ID NO:26 and SEQID
NO:27). The PCR analysis for the genomic sequence flanking the 3’ end of the insert encoding
Cry2Ab protein in cotton event MON15985 was conducted using one primer located in the NOS 3°
polyadenylation sequence near the 3’ end ofthe insert paired with 2 second primer derived from the
3" genomic flanking sequence. spanning a 763 bp region (SEQID NO:28 and SEQ ID NO:29).

The PCR analyses were conducted using genomic DNA from the cotton event MON135985 or
non-transgenic cotton line DPSO. The PCR analysis was conducted using 35-50 ng of cotton event
MONI15985 or non-transgenic line DPS0 genomic DNA template in a 50 ul reaction volume
contzining a final concentration of 1.5 mM Mg*", 0.2 1M of each primer, 200 1M each dNTP, and
2.3 units of Platinum Tag DNA polymerase (Gibco BRL). The reactions for the 5" end ofthe insert
were performed under the following cycling conditions: 1 cycle at 94°C for 3 minutes: 35 cycles of
94°C for | minute, 56°C for 1 minute, 72°C for 2 minutes; 1 cycle at 72°C for 10 minutes. The
reactions for the 3 end of the insert were performed under the following cycling conditions: | cycle
at 94°C for 3 minutes; 35 cycles of 94°C for 1 minute, 53°C for | minute, 72°C for 45 seceonds: |
cycle at 72°C for |0 minutes. The PCR products were separated on a 1.0 % agarose gel.

Electrophoresis was conducted for approximately 1.5-2 hours at 100 V and visualized by ethidium

bromide staining.
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PCR products of the expected sizes containing the sequences flanking the 5’ and 3’ ends of
the insert encoding Cry2Ab protein in cotton event MON15985 generated with two primer pairs
were isolated by gel electrophoresis of 20 ul of the PCR products on 1.0% agarose gels. PCR
products representing the 5’ or 3” flanking sequences were excised from a gel and purified using the
QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) following the procedure supplied by the manufacturer. For
both analyses, the purified PCR products were then sequenced with the PCR primers using dye-
tcrminator_ chemistry. Dueto the length of the PCR products, sequencing was performed with both
the primers used to generate the products as well as primers designed internal to the amplified
sequence,

PCR «nalyses were performed on genomic DNA extracted from cotton event MON15985
and non-transgenic cotton line DPS0 to verify the DNA sequences flanking the 5’ and 3” ends of the
insert in cotton event MON 15985, The control reaction containing no template DNA as we!l as the
reaction containing DP50 non-transgenic cotton DNA did not generate a PCR product, as expected.
PCR analysis of the cotton event MON15985 DNA generated the expected size product of 1894 bp
representing the 5” flanking Sequence and a portion of the 5° end of the insert encoding Cry2Ab
protein.

The control reaction containing no template DNA as wel] as the reaction containing DP30
non-transgenic cotton DNA did not generate a PCR product, as expected. PCR analysis of the cotton
cvent MON15985 DNA generated the expected size product of 763 bp representing the 3’ flanking
Sequence and a portion of the 3” end of the insert. These results demonstrate that a predicted size
PCR product is generated from both ends of the insert encoding Cry2Ab in the cotton event
MONTI15985.

The consensus sequence representing the cotton genomic DNA sequence flanking the 5° end
of the insert, as well as DN A atthe 5° end of the insert, is represented by SEQ ID NO:11. The 5°
consensus sequence data contains 1877 bp of DNA flanking the insert followed by 390 bp of insert
Sequence containing the enhanced CaMV 35S promoter. Base pairs 362-750 show homoiogy to
chloroplast DNA. The coOnsensus sequence representing the cotton genomic sequence flanking the
3" end of the insert, as well as the DNA at the 3" end of the insert, is represented in SEQID NO:12.
The 3" consensus sequence data contains 349 bp of insert sequence contzining the 3’ end of the NOS
53" polyadenylation sequence and polylinker sequence followed by 1012 bp of cotton genomic DNA

flanking the insert. The reported 5° and 3° consensus sequences presented here are the combination
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of multiple sequencing reactions and are shorter than those of the PCR products used to generate the
sequences. These data delineate the 5 and 3’ ends of the insert in the cotton event MON159835 and
show the DNA which immediately flanks the insert on both ends.

This data demonstrates that cotton event MON15985 contains a single DNA insert containing
(1) a sequence encoding UidA (GUS) regulated by the enhanced 35S CaMV promoter (lacking
approximately 260 bp at the 5’end ) and NOS 3’ polyadenylation sequence; and (2) a coding
Sequence encoding Cry2Ab regulated by the enhanced 35S CaMV promoter and the NOS 3°
po]yaden};lation seéquence (Figure 1). PCR and sequence analyses performed in this example
confirm the sequence of the 5° and 3’ ends of the insert encoding Cry2Ab in the cotton event
MONI15985, and verify the genomic DNA sequence flanking the 5" and 3’ ends of the insert.

EXAMPLE 5

This example illustrates the physical characteristics of the sequences flanking the cotton
cvent MON15985, and characterizes the nature and physical location of additional DN A sequences
flanking the 5' and 3' end of the inserted DNA in the cotton event MON15985. Genomic DNA was
analyzed by Southern blotting to determine the number of insertion events, the copy number of the
inserted DNA, the integrity of the inserted promoters, coding regions, and polyadenylation
sequences, and the presence or absence of plasmid backbone sequence. All analyses were performed
with both the cotton line DP50B {(control) and with the newly produced MON15985 event to
characterize the newly inserted DNA. In addition, the flanking sequence ofthe 5’ and 3 “insert-to-
plant” junctions (previously determined by Genome Walking) were confirmed bv PCR.

Plasmid PV-GHBK 1 1, the source plasmid, served as the primary reference substance in these
analyses. The plasmid, mixed with DNA from the DP30 control substance, was usad as a size
indicator and a positive hybridization control in Southern blot analysis. Additionally, molecular size
markers from Boehringer Mannheim [Molecular Weight Markers [] (25.1 Kb-0.6 Kb) and 1X (1.4
Kb-0.072 Kb), catalog #236 250 and #1449 460, respectively] and Gibco BRL [High Molscular
Weight DNA Marker (48.5 Kb-8.3 Kb) and 100 bp ladder (2.1 Kb-0.1Kb), catalog #15618-010 and
#15628-019, respectively] were used for size estimations.

Genomic DNA from insect protected cotton event MON 15985 was digested with a varisty of
restriction enzymes and subjected to Southern blot hybridization analysis to characterize the DNA

encoding Cry2Ab and GUS integrated into the genome of DP50OR.
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DNA extracted from leaf tissue was used for all of the analyses in this example except for the
nontransgenic sample on the uid4 gene cassette intactness blot probed with the NOS 3*
polyadenylation sequence probe which was isolated according to the method of Rogers and Bendich
(1985). Leaftissue was frozen in liquid nitrogen and ground into a fine powder using a mortar and
pestle. Approximately 1 g of the ground leaf tissue was transferred to 13 ml centrifuge tube
containing 6 ml of the extraction buffer [2.5 ml DNA extraction butfer (350 mM Sorbitol, 100 mM
TrispH 7.5, 5 mM EDTA), 2.5 ml Nuclei lysis buffer (200 mM Tris pH 7.5, 50 mM EDTA, 2 M
NaCl, 2%.CTAB), and I ml Sarkosyl (5% solution)]. The samples were incubated at 65°C for
approximately 30 minutes with intermittent mixing. Four and a half milliliters of a mixture of
chloroform:isoamyl alcohol (24:1) at room temperature was added to the samples. The suspension
was mixed for 2 to 3 minutes, and the two phases separated by centrifugation for 15 minutes at
~1,000 x g at 4°C. The aqueous (top) layer was removed using a transfer pipette and placed into a
13 ml centrifuge tube. Five milliters of 100% isopropanol were added, and the tubes were mixed by

inversion to precipitate the DNA. The precipitated DNA was pelleted by centrifuging at~1,000 x g

for 5 minutes at 4°C. The pellet was washed with approximately 1 ml of 70% ethanol and
centrifuged for an additional 5 minutes at ~1,000 x 2at4°C . The DNA was allowed to dry at room
temperature and re-dissolved in TE at 4°C overnight.

The purified genomic DNA was quantitated using a Hoefer DyNA Quant™ 200 Fluorometer
(San Francisco, CA) with Boehringer Mannheim Molecular Weight Marker IX used asa calibration
standard.

Approximately 10 pug of genomic DNA from the test and control lines were used for the
restriction enzyme digests. Overnight digests were performed at >7°C according to manufacturers
protocols in a total volume of 500 pl wsing 100 units of restriction enzyme. Some of the control
digests were spiked with either 5or 10 pg of PV-GHBKI 1. Allrestriction enzymes were purchased
from Boehringer Mannheim. Afier digestion, the samples were precipitated by adding 1/10 volume
(=50 pl) of 3M NaOAc and 2 volumes (=1 ml relative 1o the original digest volume) of 100%
ethanol, followed by incubation at -20°C for at least one hour. The digested DNA was pelleted by
centrifugation, washed with 70% ethanol, vacuum dried for 10-20 minutes, and re-dissolved at room
temperature in either water or TE.

Digested DNAs were Separated on 0.8% agarose gels in 1 X TBE buffer. A *long run’anda

short run” were performed for each Southern blot analysis. The long run facilitated greater
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resolution of the higher molecular weight DNA’s while the short run ensured that all smaller
molecular weight DNA’s were retained on the gel. The long run/short run involved a 4-6 hour
electrophoresis at 80-85 V and an overnight (9-15 hour) run at 35-38 V. After electrophoresis, the
gels were stained in 0.5 Hg/ml ethidium bromide for 20-30 minutes and photographed.

Plasmid PV-GHBK 11 DNA was isolated from overnight £. coli cultures. Probe templates
homologous to the cry2A4b coding region, uidA coding region, the enhanced CaMV 35S promoter.
the NOS 3" polyadenylation sequence, and the entire backbone region were prepared by PCR using
PV-GHBKI11] as the template.

Approximately 25 ng of each probe template, except the NOS 3! polyadenylation sequence,
were labeled with **P-dCTP using the random priming method (RadPrime DNA Labeling System.
Life Technologies). The NOS 3° polyadenylation sequence was labeled using PCR with NOS 3’
templaia (I5ng), NOS 3 specific primers (0.25 nMeach), 1.5 mM MgCly, 3 UM dATP, dGTP, and
dTTP, 100 pCi of **P-dCTP and 2.5 Units of Tag DNA polymerase in a final volume of 20 1l The
cycling conditions were as follows: | cycle at 94°C for 3 minutes: 5 cycles at 94°C for 45 seconds.
55°C for 30 seconds, and 72°C for ] minute; 1 cycle at 72°C for 10 minutes. The radiolabeled probe
was purified using a Sephadex G-50 column (Bochringer Mannheim).

Southern blot analyses (Southern, 1975) were performed established procedures, generally
Maniatis Fritsch Sambrook (Cold Spring Harbor). Following electrophoresis, the gel was incubated
in depurination solution (0.125 N HCI) for ~ i 0 minutes followed by denaturing solution (0.5 M
NaOH, 1.5 M NaCl) for ~30 minutes, and then neutralizing solution (0.5 M Tris-HC]I pH7.1.5M
NaCl) for ~30 minutes. The DNA from the agarose gels was transferred to Hybond-N™ nvlon
membranes (A mersham) using a Turboblorzer ™ (Schleicher & Schuell). The DNA was allowed o
transfer for 4 hours to overnight (in 20X SSC) and covalently cross-linked to the membrane with a
UV Stratalinker ™ 1800 (Stratagene) set to autocrosslink. The blots were prehvbridized an average
0f2 hours in 2n aqueous solution of 0.5 M sodium phosphate, 7% SDS (w/v), and 0. | mg/ml E. coli
tRNA. Hybridization with the radiolabeled probe was performed in fresh prehybridization solution
for 14-21 hours at approximately 65°C. Membranes were washed at least four times in an agueous
solution of 0.1% (w/v) SDS and 0.1X SSC for 15 minute intervals at 65°C, Multiple exposures of
the blots were generated using Kodzak Biomax MS'™ film in conjunction with one Kodak Biomax
MM intensifying screen. Blots were stripped by incubating the blot with boiling 0.1% (w/v) SDS

and allowing it to cool 0 room temperature,
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The insert number (the number of integration sites of newly introduced transgenic DNA in

the cotton genome) was evaluated. The test and control DNA’s were dj gested with the restriction

released a segment containing the inserted DNA and adjacent plant genomic DNA. The plasmid-
spiked DP50 *short run’ samples were also digested with Xbal to linearize the plasmid. The blot was
probed with the reference plasmid PV-GHBK 1.

The number of copies of the transformation cassette inserted into each locus was determined
by digestir;g the test genomic DNA with the restriction enzyme Sp#l, an enzyme that cuts only once
In the linear DNA segment used to generate the event. The blot was probed with the reference
plasmid PV-GHBK]11].

The integrity of the cry24b coding region was determined by digestion with a restriction
enzyme, Ncol, that cleaves at the S’ and 3’ ends of the cry245 coding region. The blot was probed -
with the full length cry2A4b coding region.

The integrity of the cry24b encoding cassette (enhanced CaMV 35S promoter, cry24h
coding region. and NOS 3’ polyadenylation Sequence) was assessed by digestion with the restriction
enzyme BamHI which cleaves at the §° and 3" ends of the ¢ry24h casserte. The blot was
sequentially probed with each element of the cassette.

The integrity of the widA coding region was determined by digestion with the restriction
enzvmes EcoRI and BgIll which cleave at the 5’ and 3’ ends of the wid4 coding region, respectively.
The blot was probed with the full length uid4 coding region.

The integrity of the widA cassette (enhanced CaMV 35S promoter. uidd coding region. and
NOS 3 polyvadenylation Sequence) was assessed by digestion with the restriction enzymes BamHI
and Sphl which cleave at the 5" and 3’ ends of the UidA cassette. The blot was sequentially probed
with each element of the cassette.

The backbone region of the plasmid is defined as the Kpnl restriction fragment of PV.
GHBK11 that was not used to transform the plant. It consists ofa bacterial origin of replication. ori-
pUC. and the nptll gene under the control of a bacterial promoter. To confirm the absesnce of
backbone, genomic DNA was digested with the restriction cnzyme Kpnl and probed with the full-
length backbone region,

The sequence of the 53" and 3 insert-to-plant genomic DNA junctions were determined as

escribed above using Clontech’s Universal Genome Walker™ Kit. Primers were designad to verify
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these junctions by PCR. The §° junction was verified using one primer designed to the 5’ genomic
flanking sequence paired with a second primer in the enhanced CaMV 35S promoter of the uidA
gene. The 3 junction was verified using a primer designed to the 3’ genomic flanking sequence
with a second primer located in the cry24b gene. The PCRs were conducted using 100 ng of leaf
genomic DNA (-2 ul) as a template, 10 pmol of each primer (1 pleach), and PCR Supermix (Gibco
BRL cat no. 105 72-014) in a 25 pl reaction volume. The amplification of the reactions was
performed under the following cycling conditions: 1 cycle 94°C for 3 minutes; 30 cycles 94°C for
30 seconds, 55°C for 1 minute, 72°C for 2 minutes; 1 cycle 72°C for 4 minutes. The PCR products
Were separated on a 1% agarose gelin 1X TAE and visualized by staining with ethidium bromide.

Testand control DNA samples were digested with Seal. DP50 control DNA spiked with PV-
GHBKI11 was also digested with Scal. Since Scal does not cleave within the plasmid, a second
enzyme, Xbal, was added to linearize the plasmid. The plasmid was linearized to facilitate its
migration through the gel to serve as an accurate sjze estimator. The blot was probed with
radiolabeled PV-GHBK | (Figure 1), the source plasmid for the linear DNA segment used in the
transformation. The DP50 long run did not produce any detectable background bands. Plasmid PV.
GHBKI11 mixed with DPS0 shortrun produced the eXpected size band at approximately 8.7 Kb, the
size of the whole plasmid, with no additiona] bands. The DP50B long and short runs produced two
bands at approximately 22 Kb and 15 Kb (very faint). Since these bands are present in both event
MON15985 and the DP50B (MONS31) control they are considered background bands associated
with the MONS531 event, The MON15985 long and short each produced one band not present in
either the DP30 or the DP3SOB lanes at approximately 9.3 Kb. This result Suggests that cotton event
MON15985 contains one segment of integrated DNA located on a 9.3 Kb Seal restriction fragment.

Genomic DNA isolated from MON15985, DPS50B, DP50 (non-transgenic control) and DP350
mixed with plasmid PV-GHBKI11 DNA was digested with Sphl. The blot was probed with PV-
GHBKI1, the source plasmid for the linear DNA segment used in transformation. The DP3S0 long
run did not produce any detectable background bands. Plasmid PV-GHBK | mixad with DP30 in
the short run produced the expected size bands at 3.9 and 4.8 Kb; an additional faint band at 8.7 Kb
in lane 3 is Presumably due to undigested plasmid DNA. The DP50B long and short runs produced
three bands at approximately 6.4, 8.3, and 8.6 Kb. Since these bands are present in both event
MON15985 and the DP5OB control they are considered background bands associated with the

MONS531 event. The MON15685 long and short runs each produced two bands not present in the

3 [= TX/RX 8087]
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DP50 or the DP50B lanes atapproximately 2.3 Kb and 3.5 Kb, Because the enzyme Sphl cuts only
once within the transformation cassette, this result suggests that MON1598S5 contains one copy of
integrated DNA which produces these two restriction fragments,

DNA from the test, controls, and control mixed with plasmid PV-GHBK 1] DNA was
digested with Veol to release the cry24b coding region and assess its intactness. The blot was
probed with the full-length cry24p coding region. As c€Xpecied, the DP30 non-transgenic contro]
long run and the DP50R control long and short runs showed no detectable hybridization bands.
Plasmid P-V-GHBKI I mixed with DP50 in the short tun produced the expected ~1.9 Kb band which
cotresponds to the entire cry245 coding region. Both the MON15985 long and short runs also
produced a 1.9 Kb band which corresponds to the expected size of an intact ¢r 246 coding region.
This result establishes that event MON15985 contains the intact cry2A4b coding region, with no
additional detectable fragments,

DNA from the test, controls, and control mixed with plasmid PV-GHBK 11 DNA was
digested with BamHI which releases the entire cassette encoding Cry2Ab (i.e. ¢ry24b coding region,
the enhanced CaMV 35S promoter, and the NOS 3’ polyadenylation sequence).

The blot was probed with the full length cry24b coding region. The DPS0 non-transgenic
control long run and the DP5OR control long and short runs showed no detectable hybridization
bLands. Plasmid PV-GHBK | I mixed with DP50 in the short run produced the expected 3.2 Kb band
which corresponds to the entire cassette encoding Cry2Ab. Both the MON] 5985 long and short runs
produced a band at approximately 4.0 Kb. This result indicates that the 3" end of the transformation
Cassette lost the BumHI restriction site during integration into the cotton genome. The 37 sequence
of the insert-to-plant junction. previously determined by genome walking, was verified by PCR
analysis. Sixty-six base pairs of the 3° end of the transformation cassette were shown to have been
delzsted, inciuding the BamHI sire. The deleted nucleotides do not include any of the NOS 3°
polyadenylation s€quence associated with the cassette encoding Cry2Ab, but only linker DNA.
These results establish that the cassette encoding Cry2Ab is intact. No partial cassettes derived from
that encoding Cry2Ab were d=tected.

The blot used above was stripped and re-probed with the full length enhanced CaMV 355
promoter. The DP30 long run did not produce any detectable background bands. Plasmid PV-
GHBK11 mixed with DP30 in the short run produced the expected size bands at 5.5 and 3.2 Kb with

no additional bands detectable. The DPSOB long and shon runs produced five bands at
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approximately 4.4, 5.3 7.5,9.4,and 22 Kb. Since these bands are present in both event MON15985
and the DP350B control ihcy are considered background bands associated with the MONS331 event.
The MON15985 long and short runs both produced one band at approximately 4.0 Kb which is not
present in either the DP50 or the DP50B lanes. This corresponds to the fragment predicted for the
cassette encoding Cry2Ab given the result obtained with the cry2A4b coding region probe. A second
band in the MON15985 lanes resulting from hybridization to the enhanced CaMV 35S promoter
associated with the casseite encoding UidA (GUS) is predicted but not apparent in the test lanes.
The results of the NOS 3’ polyadenylation sequence probe, discussed below, demonstrate that the
enhanced CaMV 35S promoter sequence associated with the UidA encoding cassette is present, but
the 4.4 Kb band co-migrates with a 4.4 Kb background band and is not apparent. No exlraneous
promoters were detected.

The blot used above was re-stripped and re-probed with the fill length NOS 3-
polyadenylation sequence. The DP50 long run did not produce any detectable background bands.
Plasmid PV-GHBK 11 mixed with DP50 short run produced the expected size bands at 5.5 and 3.2
Kb with no additional bands detectable. The DP50B long and short runs produced one band at
approximately 1.2 Kb. Since this band is present in both event MON15985 and the DP50B control it
is considered background associated with the MONS531 event. The MON 15985 long and short runs
each produced two bands which are not present in the DP50 or the DP50B lanes at approximately
4.0 and 4.4 Kb. The 4.0 Kb band corresponds to the fragment predicted for the casscrre encoding
Cry2Ab, given the result from above. The 4.4 Kb band was not apparent on the blot probed with the
enhanced CaMV 35S promoter because it Co-migrates with the 4.4 Kb background band seen on that
blot. This segment is associared with the wid4 cassette.

These results establish that the Cry2Ab encoding casseits is intact and that there is a 66 bp
deletion between the BamH] site and the 3" end of the transformation cassetie, which does not
include any of the NOS 3° polyadenylation sequence at the 3° end of the casserte encoding Cry2Ab.
No partial cassettes derived from that encoding Cry2Ab were detected.

Genomic DNA isolated from MON | 5985, DP30B, DP50 (non-transgenic control) and DP30
mixed with plasmid PV-G HBK11 DNA was digested with £coRJ and Bgl11 1o release the entire widA
coding region. The blot was probed with the full-length wid4 coding region. The DP30 non-
transgenic control long run and the DP50B control long and short runs showed no detectable

hybridization bands. Plasmid PV-GHBK 11 mix=d with DP50 short run produced the expecied ~1.9
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MON15985 DNA also produced a 1.9 Kb band which corresponds to the expected size of an intact
uid4 coding region. This result establishes that event MON 15985 contains the intact uid4 coding
region, with no additiona] fragments detected.

DNA from the test and control substances was digested with Bam(HI and Sphl to release the
entire uidA cassette (i.e. uid4 coding region, the enhanced CaMV 35S ﬁromoter. and the NOS 3’
polyadenylation sequence). The plasmid PV-GHBK ] ] was digested with Ps¢I and spiked into the
DP50 short run samples after digestion (except for the NOS 3’ polyadenylation sequence probe blot
in which the plasmid was digested with BamHI and Sphl). This was done to show the size of an
intact full-length uid4 carsetie,

The blot was probed with the full length wid4 coding region. As €xpected, the DP50 non-
transgenic control long run and the DP50B control long and short runs showed no detectable
hybridization bands. Plasmid PV-GHBK11 mixed with DP50 short run produced the expected 2.8
Kb band which corresponds to the entire 1id4 cassette. Both the MON15985s long and short runs
produced an approximately 2.5 Kb band. This result indicates that a portion of the uidA4 cassette was
notpresent. The 5° inser‘-to-plantjunction, previously determined by genome walking, was verified
by PCR analysis. It had been demonstrated previously that 284 bp of the 5 portion of the
transformation cassetie were deleted. These results establish that the w4 cassette is missing
approximately 260 bp of the 5° promoter sequence and 24 bp of polylinker DNA derived from the
multiple cloning site of the plasmid. Odell et al. (1985) showed that such a deletion should not
affect accurate transcription initiation. No additional partial wid4 cassettes were detected with the
wid4 coding region probe.

The blot used above was stripped and re-probed with the full length enhanced CaMy 358
promoter. The DP50 long run did not produce any background bands. Plasmid PV-GHBK 11 mixed
with DP30 short run produced the expected size bands at 1.5 and 2.8 Kb with no additional bands
detected. The DPSOR long and short runs produced five bands at approximately 4.3, 4.6, 5.0. 6.6.
and 8.5 Kb. Since these bands are present in both event MON15985 and the DP50B conuol they are
considered background bands associated with the MONS31 event. The MON15985 long and shont
runs each produced two bands at approximately 2.5 and 1.0 Kb not present in the DP30 or the

DP30B lares. The 2.5 Kb band corresponds to the fragment predicted for the uidA cassette. The 1.0
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Kb band results from the enhanced CaMV 35S promoter associated with the cassetie encoding
Cry2Ab. No extraneous promoters were detected.

The blot was probed with the full length NOS 3° polyadenylation sequence. The DP50 leng
run did not produce any detectable background bands. Plasmid PV-GHBK11 mixed with DP50
short run produced the €xpected size bands at 3.8 and 2.2 Kb with no additional bands detected. The
DP50B long and short run produced one band at approximately 1.2 Kb. Since this band is presentin
both event 15985 and the DP50B control it is considerad background associated with the MONS531
event. The MON15985 long and short runs each produced two bands not present in the DP50 or the
DP50B lanes at approximately 2.5 and 2.3 Kb. The 2.5 Kb band corresponds to the fragment
predicted for the uid4 cassette, The 2.3 Kb band results from NOS 3’ polyadenylation sequence
associated with the cassette encoding Cry2Ab.

These results confirm that the uidA cassette is missing approximately 260 bp of the 5’ end of
the enhanced CaMV 35S promoter but is otherwise intact,

Genomic DNA isolated from event MON1 5985,DP350R, DP50 (non-transgenic control) and
DP50 mixed with plasmid PV-GHBK11 DNA was digested with Kpnl. The blot was probed with
the entire backbone $equence. The DP50 long run showed no detectable hybridization bands.
Plasmid PV-GHBK | 1 mixed with DP50 DNA produced one band at the expected size 0f 2.6 Kb for
the entire backbone. The DP5 OB long and short run produced a single band at approximately 22 Kb.
Since this band is present in both event MON15985 and the DP30B control it is considered
background associated with the MONS531 event. The MON| 5985 long and short runs contained the
22 Kb background band with no additional hybridization. This result establishes that event
MONI15985 does not contain any detectable plasmid backbone sequence.

PCR was performed on genomic DNA to confirm the Insert-to-plant junction sequences at
the 5" and 3" ends of the MONI5985 insert. As expected, the non-transgenic samples did not vield a
PCR product when either the 5 Or 3° primer set was used. The DP50B sample used as the control
did not yield products with either primer pair, as expected. A different event prepared using the
$ame construct and salected for expression of Cry2Ab, MON158 13, also did not yield products when
either primer set was used. The MON15985 genomic DNA yielded the correct size products when
5" end using primer pairs and 3° end primer pairs. This PCR analysis confirmed the 5" and 3° border

sequences of MON 13985,
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The insect protected cotton event MON15985 was produced by particle acceleration
technology using a Kpnl DNA segment containing a cassette encoding Cry2Ab and UidA. The
MON15985 event contains a single DNA insert located on 2 9.3 Kb Scal fragment. This insert
contains one complete copy of the inserted cassette which is missing approximately 260 bp at the
5’end of the enhanced CaMV 355 promoter driving expression of the UidA coding sequence. PCR
was used to verify the 5° and 3° junction sequences of the insert with the plant genome, as well as
the intactness of the 5° and 3° ends of the insert. Event MON 5985 does not contain any detectable
plasmid b:a-nckbone sequence resulting from the transformation event. Based on the enzymes used in
this study, the restriction pattern of the cry/4c insert is not changed by the insertion of the DNA
inserted comprising the cry244 coding sequence,

Thus, SEQ ID NO:14, SEQIDNO:15,SEQID NO:1 6, SEQIDNO:17, and SEQIDNO:18
and sequences comprising these seéquences, are diagnostic for the insertion which gave rise 1o cotton
event MON159835. With reference to Figure 1, these Sequences are reference numbers 2, 4, 6, 9. and
Il respectively.

All publications and patent applications mentioned in this specification are indicative of the
level of skill of those skilled in the art to which this invention pertains. All publications and patent
applications are herein incorporated by reference to the same extent as if each individual publication
OT patent application was specifically and individually indicated to be incorporated by reference.

—Although the foregoing invention has been described in some detail by way of illustration
and example for purposes of clarity of understanding, it will be obvious that certain changes and

modifications may be practiced within the scope of the appended claim.
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CLAIMS:

l. An insect resistant cotton Plant, or parts thereof, seed of said cotton plant having been
deposited with the American Type Culture Collection under accession number PTA-2516.

2. An insect resistant cotton plant, or parts thereof, wherein DNA having at least one
nucleonde sequence selected from the group of SEQ IDNO: 14, SEQIDNO:15, SEQIDNO:16, SEQ
IDNO:17 and SEQ ID NO:18 forms part of the plant’s genome.

3 A descendant plant of the insect resistant cotton plant of claim 1 wherein DNA having at
least one nucleotide sequence selected from the group of SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:15, SEQID
NO:16, SEQ ID NO:17 and SEQ ID NO:18 forms part of the plant’s genome.

4, Se_ed of a plant of Claims 1,2,0r3,

5. Amethod of producing an insect resistant cotton plant comprising breeding with a plant of
any of claims 1, 2, or 3, and selecting progeny by analyzing for at least one nucleotide sequence
selected from the group of SEQ ID NO: 14, SEQIDNO:15, SEQIDNO:16, SEQIDNO:17 and SEQ
ID NO:18.

6. Anisolated DNA sequence comprising SEQ 1D NO:14, SEQID NO:15, SEQ ID NO:16.
SEQID NO:17 or SEQ ID NO:18.

7. Anisolated DNA sequence comprising SEQ ID NO:26, SEQID NO:27, SEQ ID NO:28,
SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34,
SEQ ID NO:35, or SEQ ID NO:36.

8. Apairofisolated DNA Sequences, each comprising at least ten nucleotides and which when
used togetherina DNA amplitication procedure wil produce an amplicon diagnostic for MON 1 5985.

9. The pair of isolated DNA Sequences of Claim 8 wherein each is chosen from SEQ ID
NO:il.

10. The pair of isolated DNA sequences of Claim 8 wherein each is chosen from SEQ ID
NO:12.

1. A method of detecting the presence of the MON15985 insertion in cotton tissue
comprising:

(a) selecting a primer pair each comprising at least ten nucleotides from SEQ ID
NO:11orSEQIDNO:12 wherein each member of the pair is on opposite sides of a

sequence diagnostic for said MON15985 insertion;
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(b) contacting a sample of said cotion tissue with said primer pair;

(c) performing DNA amplification and analyzing for an amplicon.

12. The method of Claim 11 wherein said primer pair is selected from the group consisting of
SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31.
SEQID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQID NO:35, and SEQID NO:36.

13. A method of detecting the presence of the MON15985 insertion in cotton tissue
comprisiné:

(a) contacting a sample of said cotton tissue with a polynucleotides probe that
hybridizes under stringent hybridization conditions with one or more DNA
sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:14, SEQ ID
NO:15,SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17 and SEQID NO:18;

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

() analyzing for hybridization of the probe.

14. A DNA detection kit comprising a polynucleotides probe that hybridizes under stringent
hybridization conditions with one ormore DNA sequences selected from the group consisting of SEQ
ID NO:14, SEQID NO:153, SEQID NO:16, SEQ ID NO:17 and SEQ ID NO:18.

15. A DNA detection kit comprising a primer pair each comprising at least ten nucleotides
from SEQIDNO:11 or SEQIDNO:12, wherein each is on opposite sides of a sequence diagnostic for
the MON15985 insertion.

16. The DNA detection kit of Claim 15 wherein said primer pair is szlected from the group
consisting of SEQ ID NO:26. SEQIDNO:27,SEQID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQIDNO:30,SEQ
IDNO:31, SEQID NO:32. SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, and SEQ ID NO:3s.
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COTTON EVENT MON15985 AND COMPOSITIONS AND METHODS FOR
DETECTION THEREQF

ABSTRACT

The present invention provides cotton plants, cotton tissues, and cotton seeds that include the
MON15985 event, which confers resistance to Lepidopteran insect damage. Also provided are
assays for detecting the presence of the MON15985 event based on the DNA sequence of the
recombinant construct inserted into the cotton genome that resujted in the MON15985 event and/or

the genomic sequences flanking the insertion site.
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SEQUENCE LISTING

<11l0> Moasanto Technology LLC
Euber, Scott A,
Sean, Doherty C.
Roberts, James X,
Shappley, Zacchary W.

<120> Cotton Event 15585 and Compositions and Methods for Detection
Thereof

<1l30> 383-21 (52211) wo MO2T:232D

<140> US 60/297406 .
<141> .2001-06-11 T

<160> 36

<170> PatentIn version 3.1
<210> 2,

<211> 20

<212 DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Artificial Sequence

<220>
<221> miscﬁfeature
<222 fl]..(20)

<223> sequence comprising a junction between inserc DNA and cotton
chromoscome

<400> 2
gcgtitcetgg ttataataca 20
<210> 2

<213i> 20

<212> DNA

213> Artificial Sequence

<220>»

223> rtificial Sequence

<220>

=221 misc feature

<2225 (L) ..(20)

<223> szaquence cemprising a junction bstween insert DNA and cotton
chromosoms
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<400> 2
cttcotetger

<210> 3
<211> 2
<212> D
<213>

<220>
<2223>

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

misc_feature
- (1) .. (1104)

<400> 3

dagtacacaag Acaaaagcat
tagttaagta gcccgatact
actacatace Lattcagtaa
Laccgagete gaattcaggc
ctgtccacg tgaaggttee
ggaaagtact Caagctectt
cctctgttga actcgcaagg
acggaggcat agtcagcagg
taggcaccre Sgtactctte
ggatagatte Cttcctegac
tcgtggatgg Lcacgcaace
Cagcctetac Ctggacagac
accaggacgg adacgctgatt
cagctgagge cattgttgas
aatgcggtaa Agatacgtec
acggacaacet Saggcaagta
dtcatggcga Cgttggrgte
Lccacggact Ctttggcctc
Ltgtccetecs ACCtcocte

<210> ¢

<211> 303

<212> DNA

<213 Goszypium
<400> g

aagtgggrea Stggggtggc
tatgacttggg gtlitctctros
ttcatctctg azatcggcoia
accgsggagg §9995g553aa
accaagratg ttattggorg

aagtgggrcea

Completely Synthatic

Artificial Sequence

Artificial Seguences

catatgctga
CCcctogete
adagccctea
Ctctagatcet
cteggtttea
ggtaacatag
gttctecacgt
dacggaagga
ctgattcaca
gcagttggag
ctcaccgtat
SCctaaccteg
gttctgttecc
gtcaccgtte
CtcCaagttcc
agcotcacga
ggctigcaac
CLtgtaaacg

gct

T

018 W orroer
o4oWog u)
P W
aul 0w
TN orr
0 popopo
w o 0 o
W ooty oo

sequence

tttatctatt
actatgaget
aaattgaaga
cattattcece
ccgatctcga
Ccaactggaa
ctgccateeyg
gcttegttegt
gtgtagetecgt
aacttaagct
cccteocotge
Cgggacactt
Lccacgtceca
Ctgatgacgt
tcgaagatgg
atgctgtgca
Cgatcatatct
atgttagreoe

aatttcaacg
2atgaccterce
atgaaaaaaa
agaatagggg
daggaattca

catagatgga
attacagcats
caaaggacgg
ccatcaagag
Cccacaccoe

gtggtgtgra
tgtaggactr
aaccteorget
Lgcaagtaac
cgtoggtgts
dagcggtcecac
cagetitceoca
catgacctte
Ctctggeatc
cagcogttcac
cacgttrngee
gggagttcac

ccattcgag

cgttitsteg
Cctattgeat
gagtacgcch
acltcacttac
atgticaars

06/03/02

v wiradrislsmZlls
oy

20
gCtcaagtca 60
acatcetagt 120
gatcccoggg 180
aagcteccacyg 2¢0
gtcggteteca 300
gtoccctgtas 280
Ctcctogtac 420
acggctagtg 420
ggtgtegts 520
gttotecgate 6500
dcggagaacg EE0
ctcaggceaca 720
facattccag 780
gtacaaggag 850
accagggatc 200
tgcggeggg 950
gaacaaagca 1020

tttctcacot 1080
1194
catatacttt =]
Cgtctgaace 129
actcatcegt 133
a2tatatataa 230
Ttigggttitoa 3co
109
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<211>
<212>
<213>

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

<400>

cccctcaaart gtcaataggt gcgccecctea tctgtcageca
ggatcgcgec cctcatctgt cagtagtcgc gcccctcaag
tatceccagg CLCgtccaca tca:ctgtgg gaaactcgcyg
gatttgcgag gctggcecagce Cccacgtcge cggccgaaatc
caacgceogceg ccgggtgast cggecccctea agtgtcaacg
gagggccaag ttttcegega ggtatccaca acgcoggcgyg
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Artificial Sequence

Artificial Segquence
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(2)..(378)
completely synthetic seguence
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Cttcgacgge gtttctgg

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

<400>

CLtataatata cacatatara atttatcact gtatattett
attggcccet ceoatttttrer aaaaaaaatt
dgaagaatat tagtgaccte tcaatggtga aaaatcaaaa
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Gossypium hirsutum
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Artificial Seguencs
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gccaatgcct cgrgattgre ctetge
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Ctctgccect caagtgtcaa
Cgtcaatace gcagggeoacs
taaaatcagg cgttttegec
cgagcctgec cctcatctgt
Lcegecccte atctgtecage
ccgoggtgte Ecgcacacgg

tgatctgata
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<211>
<21l2>

<213

<2205>
<223

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

<400>

25
DNA
Artificial Sequence

Artificial Sequence

misc_feature
(1) ..(286)
completely synthetic sequence
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gacttgegag getggccage tecacg

<210> 9

<211> 5389

<212> DNa

<2i3> Artificial Sequence

<220>

<223> Artificial Sequencs

<220>

<221 misc_feature

<222> {(1)..(378)

<223> MONS531 3¢ insert sSeguence,
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<222>  (379)..(s89)

<223> MONS531 3¢ end
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SC<Ttcaaacr gtcaatagge gCgcccckhea
gSatcgogeco CCtcatcotgt cagtagtcge
tatceccagg CLTtgtccaca tcatctgtgg
gatitgcgag dctggecage Eccacgrege
cazcgcegeg ccgggtgagt cggcocectcea
gagggccaag Ltttoccgoga ggtatccaca
citcgacgge gtttectgget dtaatataca
ajagaacaatc Cacgaggcat tggccecctce
gaaaagaaag 23agaaaaag d4agaatatca
*2alctcatcg taatcataaa caaaatgtce
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completely synthetic

tctgtecagea
gccccoteaag
gaaactogeg
cggccgaaat
agigtcaacg
acgcecggegyg
Catatataat
attttottaa
gtgaccttec
dacagictga

Gossypium hirsutum flanking seque
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teccgocectce
ccgoggtgte
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<220>
<223

<220
<221
<222>
<223>

(1)
com

<220>
<221>
<222>
<223

<400> 10

a4gtacacaaa
Cagttaazta
ACCacatact
taccgagete
ctgtccacga
ggaaagtacec
cctctgttga
acggaggcat
taggcacctc
ggatagattct
tegtggargy
tagecctctac
accaggacgg
cagctgagge
aatgcggtaa
acgracaact
aCtcatggcga
tccacggact
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misc_
(1105}..(1141)
MON331 5¢

misc_feature

.. (1104

fTsature

acaaaagcat
gcocogatacst
tattecagtaa
gaattcagge
Egaaggttec
caagcteccte
actcgcaagg
agtcagcagg
cgtactctte
Cttccotegac
tcacgcaacce
ctggacagac
aAacgctgact
cattgttgaa
agatacgtce
caggcaagta
tgttggtgte
CtEttggccre
acttcttecte

gtogoatata

2210 L
<211 2287
<212> DNA
<213> Arrificial
220>
223> Artificial
<220>
221> misc fearvre
<3225 {1) (351

Artificial Sequence

catatgctga
LEcctegete
daaageccctca
Ctctagatct
Ctcggtttea
ggtaacatag
gttctecacgt
aacggaagga
ctgattcaca
gcagttggag
ctcaccgtat
Cctaacctcer
gttctgttee
gtcacegtte
ctcaagttcec
agcctcacga
ggctitgeaac
cttgtaaacg
tgctaagryg
ctttratgat
aatittcacc
ccgtaceggg
ataaaccaag
tigaaacchg

ely synthetic insert sequence

end Gossypium hirsutum £lank

Cttatttace
dctatgagct
aaattgaaga
cattattcct
ccgatcteoga
ccaactggaa
ctgccatectg
gcttcgtoge
gtgtagtecgt
ddcttaagcect
CCctecttgt
tgggacactt
tccacgtecea
ttgatgacgt
tcgaagatgg
atgctgtgea
tgatcatarcet
atgttagttc
gtcagtgggyg
Cggggtttce
tCftaaatcyg
gaggggggag
tacgttattyg
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catagatgga
attacageat
caaaggacgg
ccatcaagag
Cccacacteer
gtggtgtgta
tgtaggattt
aaccictgteo
Cgcaagtaac
cgteggtgre
f2agcggtecac
cagcttccca
catgacctts
ttctggecate
cagcgttcac
cacgttogtc
gggagttcac
cccattcgag
tggcattgge
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<220>
<221
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223s g5

<220>
<221>
<222>
<223>
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Cttgtcattg
taacagcgaa
tgagt:cagt
Ctaacattag
CLtaaaaaagc
ggactatagg
Lttattegta
adactatcett
caagaaagart
ctottctart
gCttcaagaa
aattgcgets
tcaatggact
tcttattose
Ccacgagage
tcatcttgca
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misc_feature
(751) .. (1885)
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S' end inserted DNA

gtgcagacag
dtcttagggt
tgatggagag
Acagaatogt
Caaggtaaag
§cctagtggt
Ctaacagcta
gtagctccag
gtacggtecta
ctggttcatg
atagrgaatg
atattcatea
cclgacgtac
acaggacctt
tcccatcagc
aattgacaac
ttcettetea
tgcaccttgyg
tgattgagtg
:Cgtcttgas
accatigcaa
Laggccaaac
SScccigtag
€Caactaaca
CCgactgcaa
cttzactatg
tattttgtac
dgattatcge
gttgaagace
tgatgcaceta
gtigtttaag
gagtcatatce

rsutum 5°

gttcggggag
ggtccgagaa
gaaaatgges
Ectactaaaa
tetgggcaaa
agtcaacagg
ctctaggagg
aatgttteag
atgaggctac
gtitctcttg
gtcttatecaa
ctgtaggaat
acgaaggagt
gcttatcata
attgatttgg
ddatctcaac
Llaatgatge
atarggtens
cacccgecta
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tgggttcaag
tcttttagge
attattgaca
ctagggatag
dggtttcagc
tgccegtteg
gagtgcrceco
2gttcaagat
ctatgttctyg
Cctagcactg
Sctataagat
ggatgatcac
accagaggtg
tgttggacag
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gcatgcctaag
gtaatatceg
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Caagtccega
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tZcccageta
tgccateatt
Azagatggac
tcaaagcaag
:atccttcgc
Cgacaagctyg
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<220>

Artif

tctgtcacst
g<gataaagg
ccccaccecac
tggattgata
aagaccctte
actctagcag
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tattgtgaag
adaaggccactc
gaggagcatce
Egatatctec
ctctatataa
atctccatgg
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223> . Artificial sédﬂence
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Misc_feature
(1).
end insert Sequence

-(349)

misc_feature
(350) .. (673)
end Gossypium hirsutum

>

> misc_feature
> (874)..(1380)
>

tctogeoegen
ttggcaatas
atttctgttg
Sagatgggte
satatagcge
gggatatccce
Cagcaaccer:
gagatgagga
Ccacgaacge
tagaaagaag
ggctccacca
§gg9ttgtegg
CCaatttaat
acaagagge:
tTaggatcgg
Ctcagatteot
tgtagcaggg
gdecttgcgat
taggcactcg

2’ end Gossypium hirsutum

gtactgatag
agtttcttaa
Aattacgtta
tttatgatta
gcaaactagg
cggggcggec
daaagtaata
taacagcgtt
tttectgacy
daagagaatc
ttgataaaaa
Cactaagget
Laaactgaaa
Ccgacccaac
gctttaaagg
gatctteccte
gatcgogtot
gaccataatg
acatgtteoga

atagtggaaa
gitgaagatg
gtggaaaaag
dCctgacgtaa
ggaagttcat
tocegtectge

- v

aggaacgtgg
CCtctgecga
aagacgticce
gggatgacgc
tteatttgga
agaaacc

remnant DNA sSaguence

chromosomal sSequence

gagctctgat
gattgaatcc
agcatgtaac
gagtccegea
ataaactatce
gctctagaac
aactitaaact
C€ggccaacce
gcaatcgaca
ggcaccactg
Ctcgacaacce
Caaagcaagg
aataagaaag
ctagagaaga
agaatggoete
attctcccote
taggtgreeot
agatggaggce
Caaaaczctr

cccatggga
tgttgcegge
2aCtaacatg

Ctatacarcc
§cgcgeoggty
ftagtggatct
aagtgtactc
<aataccacc
caaagaagag
tgaaactaca
ddgaggaact
daaatgtcoa
gatgttgecea
Cattaaaact
galtggaccag
aactattgat
tcaaggecatg
tgta:tgaag
actiacaaaa
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dcgaatccat
ctgccicteg
caatacagtg
taaagcecata

<210> 13

<211> 1950
<212> DNA
<213

<400> 13

cttgtcactcg
taacagcgaa
tgagtccegt
ctaacattaa
ttaaaaaagc
ggactatagg
Ltgttgrrgg
CLtaacttaar
acaagaggtt
tcaggatcgg
Clcagatcte
tgtagcaggg
gacttgegat
taggca:tcg
aaggttatce
Catcaagrg

ttatatcttre
ttgtttetre
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:gaaa:gggt

faggtiatcet
Latcaagtga
Ctataccttt
tEgtttctet

gtgcagacag
atcttagggt
tgatggagag
acagaatcgt
Laaggtaaaa
gcctagtgge
tactaagget
Caaactgaaa
Ccgaccecaac
gctttaaagg
gatcttcectt:
gatcgggtet
gaccataatg
acatgtcotga
ttagatgtea
tactttcagt
Ctctatatea
Cgtagcectca
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ttagatgtta
tacttteagt
Ctctatatca
Cgtagecctca

Gossyoium hirsutum

gtteggggag

.§gtccgagaa

gaaaatggca
Cctactaaaa
tctgggcaaa
agtcaacagg
Caaagcaagg
dataagaaag
Ctagagaaga
agaatggtt

attctecccte
taggtgtttt
agatggaggc
Caaaactctrn
CCTtcatcac
cagtatattce
ggaatgacce
gaagcaacca

ttttcatcac
Cagtatatze
ggaatgactt
gaagcaacca

tatggcctat
atgagattgt
aagattrgag
gg99gtaaggg
gttttaacgt
cegggeggga
aaaatgtcta
gatgttgcea
Cattaaaact
gatggaccag
aactattgaz
Ccaaggcatg
tgtactgaag
agttacaaaa
atctataact
gtcitgcage
caagatcggt

sSagquence [flan

Atctataatec
gtcttgeage
Caagatcggt

$9gtggtggr agagagaaag
Baagtcctga
g9g9agaggat
tagtggtgga
Sgcccagggyg aataaaaaag
Ragtateceat
aatgagtgag ttgggctttt
attttgtgtg
gcagaactgg gctcgectigt
fatagagaca
ttegttttgg gtaatgatgg
actgtcractce
gatgaagtat
Ctcttagtaa
CCticagcta
actgtiatca
faagaactoe

ttrtaatgege
tttgtggate
agagatattt

ttgaaatggg
gcaaggacgg
ddccaataca
atttcaatece
tggatccaaa
acgaatcecat
ctgcctettg

Caatacagtg
Caaagccata
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<213> Artifiecial Seguence

<220>
<223> irtificial Sequence

<220>
<221> misc_feature
<222>  (1)..(20)

<223> 5' ang chloroplast related Sequence adjacent to 5' eng cotton
genome sequence
<400> 15 \h
acgaaggagt teccttagge * ' 20
<210> 18
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Artificial Sequence
<220>
<221> misc feature
<222>  (1)..(20)
<223> 5' end Cotton genomic remnant Sequence adjacent to s end insert
sequence
<400> 13 s
e ) -y
atatctctatr daagggtaat - =g
<210> 17
<211> 20
<212> DNA
<233> Artificial Secuencs
<22
<223> Arcificial Sequence
<220>
€221> misc_ feature
<222> (1), . (20)
223> 3' ang inserc s2duence at NOs3 adjacent to 3' ang cotton gsnomiz
<400> Ll 4 :
ctagtggatc tgcactgaaa X\ e

<210> 18
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<211s 290

<212> DNA

€213> Artificial Secuence
<220>

<223> Artificial Sequence
<220>

<221> misc_feature

<222> (1) .. (20)

<223> 3' end cot

Gossypium hir

<400> | 18
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Ecaaagtagg gttgttggta v

<210> 19
<211> 3¢1
<212> DNA
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<400> 19
cttgtcatty
Laacagecgaa
tgagttcagt
Ctaacattag
ttaaaaaagc
ggacratagg
<213> 20
€211x 383
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<2232> LET .
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gtgcagacag
atcttagggr
tgatggagag
dcagaatcgt
Taaggtaaaa
gcctagtgge

mis:_fea:ure

-(389)

chloroplast ralar
Segquence

Ctaacagctrac
tagctccaga
tacggtcraa
tggttcatgg
:agtgaatgg
~attcatrcac
Ctgacgtaca

ton genomic remnanc sSe
sutum chromosome sequence

f>{

Gossypium hirsutum

gttcggggag
ggtccgagaa
gaaaatggca
tctactaaaa
Lctgggcaas
agtcaacagg

unicentified plant

tctaggagga
atgtttcagt
Lgaggctact
Cttotetegg
TCttatcaac
tgtaggaatt
<gaaggagec

ed DNA sequen

10

tatggcectat
atgagattgt
aagatttgag
ggggtaaggg
gttttaacgt
ccgggcggga

atgttteteac
ttatgctecet
dcgaaatact
ctatacggtt
fTacaaatgt
§g9gttcaage

€2 adjacent to
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quence adjacent to 3

gggtggtgge
taagtcectga
gg9Sagaggat
tagtggtgga
ggcccagggg
aagtattcac

gcggtgctaa

cctattacc
tactcartggg
catccaggggy
ataactccce
Sltccceage
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tttgtggate
agagatatceo
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<210s 2
<211s :
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<213s
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<400> 21

tcteottagge
attattgaca
Ctagggatag
aggtttcage
tgc:tgtttg
gagtgctcte
agttcaagat
ctatgrtctg
Cctagcactg
gctataagat
ggatcgatcac
accagaggtyg
tgttggacag
gg9caggcgaa
agaggtggct
tcatgtttta
gttagegtaa
tatttttcaa
gcatgcctaa
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Cttgcatte
gccaactgge
Etctttaage
aagtaaggec
cacctggaaa
tgactgcccg
gccggagtto
tcgatataat
tgatgggtee
tggtcacecge
gatgaccccg
tacccgeaga
ggtagatcag
aatgtttgte
fdatcgagaga
tgccatgegt
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dcatactgtt
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gaaaatggeg
gctaagteaa
Ccctteatta
dcatgcaccyg
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gaatagtata
catccategg
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cctatectee
gggcacctat
ggtgttcacyg
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atcgaatcac
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tcetateete
Ccacgagage
Ecatcttgea
tittggttge
ttcttcateca
aattggtgee
acgggactag
Cttcgeateco
gtgatcecctt
tggatcgata
aagtttcacc
taccattaga
gtgtggtaga
Cactccagarc
ttacgaaaaa
ttaartaaagg
ttggcacace
tga:tcacgt
dataatgcaat

Cccattgeees
Acaaatgcca
Stcccaaaga
Cgtcttcaaa
CCcactatce

cacgctgaca

s T (R

dcaggactct gcttatcata &0
Ecceatecage attgattegg 120
aattgacaat f2aatctcaac 180
ttcttterea CCLaatgatgt 240
tgcacettgg atatggtecs 300
tgattgagtg cacccgcecta 350
ttgtctegag Gctecatatcoa 420
accattgecaa ggcecaacea 480
Laggccaaat ggatggagac 540
ggccctgtag Ltgatgatgg 600
ccaactaaca tccaagegea €50,
tcgactgcaa gtgtaggtaa 720
Clttactatg gtcctttteg 780
cattttgtac gagaatgtcce 240
agattactgt Cactaagtte 500
Sttgaagace tgaatgacaa 260
tgatgcacera tgtcttegte 1020
gttgtttaag d4tcaaaaagc 1080
gagtcatatec tetat 1135
Seguence corresponding co
agctazctge cactttacetg &0
Lcattgegar faaggaaagg 120
tggaccceea CTcacgagga lan
gcaagtggac fgatatga:a 210
Ltcgcaagac ccitoctcta 300
agcigactee agcagatcnc 350
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<211>
<212>
<213

348
DN2
Agrobacterium Cumefaciens

<400 23
ccaactaaca
Sttcaaacat
Ltatcatata
cgttatctat
Lagaaaacaa
tactagatcg

<210>
<211
<212>
<213s

24
. 323
DNA

<400> 24

tgcactgaaa
Ccttatcaan
Ctataatcas
gattaaaaag
atttgataac
Lcacttacet

<210>
=211
<212>
<213>

25
6838
DNA

<400> 25

gttgtoggta
darttCtaatta
Aagaggttte
aggatcggge
cagattttga
tagcagggga
cttgcgatga

O

Vv

Ectegeceget
Ctggcaataa
atttctgt:g
Sagatggget
RAatatagecge
gggatatccce

tcccatccar
dacataaacca
dgcatgcogat
ggagaccact
cgtattagca
tgatcaaagt

claaggctea
Adctgaaaan
gacccaacct
Lttaaaggag
CLcttcottar
Logggttrea
ccataatgag
atgtttgata
agatgrrtaceo
ctitcagtca
Latatcagg
agcctcaga

=
-
-

Stactgatag
agtttcttaa
aattacgtta
tttatgatta
gcaaactagg
cggggcggece

Gossypium hirsutum

ttagcaacet
agagatgagyg
gtcacgaacg
atagaaagaa
aggctccace
agyg

Gossypium hirsutum

dagcaaggaa
taagaaagga
agagaagaca
aatggtttga
Lctcecteaa
ggtgttttte
atggaggcrg
aaacccttag
ttcatcacat
gtatattcgt
adtgacttca
dgcaacca

gagctctgat
gattgaatcce
agcatgtaat
gagtcccgca
ataaattatc
gctctagaac

Laaaagtaat
ataacagegt
ttttectgac
gaaagagaat
attgataaaa

adatgtctaaa
tgttgccaat
ttaaaactgc
Lggaccagaa
Ctattgatte
aaggcatgac
tactgaagga
Clacaaaatt
ctataattces
Cttgcagcac
fgatcggtta

ccccatggga
tgttgcegge
daattaacartg
attatacatc
gegegeggeg
tagtggacc

aaacttaaac
teggoecaace
ggcaatcgac
cggcaccact
actcgacaac

Cgagtgagte
tttgtgegg
agaactggge
Lagagacaas
tgtttogggt

tgttact
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<220>

€221> misc_feature

<222> (1) .. (139)

<223> completely synithesized

<400> 25
gtggcccagg ggaataaaa

<210> 27

<211s 23

<212> DNA

<213>  Artificial Sequence

<220>
<223> Arvifiecial Seguence

<220>

<221> misc_feature

222> (1) ..(27)

<223> Completely Synthesized

<300> 27
Ctgcgaagga tagtgggatt gtg |

<210 23

<21l> 24

<212> DNZ

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> rtificial Sequence
<220>

<221 misc feature

<222> (1) ..(2a)

223> completely Synthasized

<400> 238
taatacgega Cagaaaacaa aata

<210> 29

<211>  2a

<212> DNA

“213> Arcificial S=guence
<220>

223> Artificial Seguence

06/03/02
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<220>
<221> misc_featurs
<222>  (1)..(24)
<223 completely svnthesized
<400> 29
Cctaaaaccceg ’Lcccoctget acac 24
<210 30
<2ii> 27
<212> DNp o
<213 -Artificial Segquence
<220>
<223> Artificial Sequence
<220>
<221> misc_feature
<€222>  (1)..(27)
<223 completely Synthesized
<400> 30
gactgaatge CEcacaggecg tegaget 27
<21C> 21
<211> 2¢
<212> DN2
<213> Artificial Sequence

20

22 Artificial Sa2guence
<220>
€221> misc_featurs
<2225 (L)..(28)
<223 completely Synthesized
<400> 31
Cctgaacect ggcacccage tcgace 26
<210> 32
<211s 331
<212 DNA
212> Artificia) S=guence
<220>
€223> Arzificial S=ouenca

/
06/03/02 LUN 11:38 [2 TX/RX 80§7]
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<220>
<221
<222>
<222

<400>

15

misc_feature
(1) ..(31)
coempletely Synthesized

32

ggtttctaca ggacggacca Lggagatctg c

<210>
<211
212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<2235

<400>
ccaacta

<210>
<211l
<212>
<213

<220>
<223

<220>
<221>
<222>
<223

<500>
tggtetge

A
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A A A
Ho

W= o
Vv ov v
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NN
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33
31
DNA

.Artifical

misc_feature
(1)..(31)
completely synthesized

33
&ca tctegecget gtactgatag g

Artificial Sequence
Artificial Sequence

misc_ feature
(1)..(19)
completely s¥vnthesized

34
tte tgaggctac

-
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<222> (1), (24)
<223> completely synthesizadg

<400> 35
cttgteactg gtgcagacag gttc 24
<210> 38
<211> 24
<212> DNA
<213> Arcificial Sequence
<220> S
<223> .Artificial Secuence
<220>
<221> misc feature
<222>  (1)..(24)
<223> completely synthesized
<400> 35
24

dcttcaccacr ctctccaatce cacg

hhhhﬁ 06703702 LUN 11:38 [= TX/RX 8087]



1/

10

"_i;b/ga



Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

NIT : 800174089-2

RECIBO OFICTAL DE CAMA : 02 - 34,500
FECHA ¢ MAYD 27 DE 2002

tary CONGIGNRCION NIy

DEPOS: . ..[E TIPD PABD BANCO CUENTA No. PAS0 FEQgﬁ PED Vr. PRED

CAVE' "R ARDEADQS CONSIENACION  BANCO POPULAR  050-00110-4 27/053/2002 33.344,000.090

iy C 0 N CE P T O/0008

CANT. RENTISTICO ED?ICEP% TOTAL CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1/ TRAMITES DE SQ0L, DE PATENTE DE IN 378,000.00
TOTAL : $ 372,000.00

SON:  TRESCIENTOS SETENTA V OCHO MIL PESQS

/

RECIRD DE CAJ4 APLLCADQ AL EYPEDIENTE Me.

RESPONSABLE :

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador 382 0840
Fax 350 5220
E-mail: info@sic.gov.co

L"u\v Ay Wo —80\ —col - I\ Bogmi:cf,gg;]g?nbfa



NIT :

RECIRC OFICIAL DE CAJ4 @ 02 - I3.59t
FECHR ¢ HAYD 23 DE 2002

it CONGIGNACION N

DEPOSITANTE TIPQ PAGO RANCO

CAVEL.  ARDEADCS

tair C 0 N CE P T 0 Ky

CANT, RENTISTICS

1 50005-01-01 SOLICITUDES

SON: CCIENTR SEIC MINTREGOR

E,

RESPONSARLE :

.A'llrl.‘
RECIRA DE C4J4 APLICADRO AL EYPERIENTE No.

o B 46 —80\ —ooe -

COMSIGMACION  BANCO POPULAR  030-00110-4 2894479
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

800175089-2

Do .
Radicani .  OUFERINDUSTRT o
i Catign - 3&{1@9&3@ p_‘ﬁgﬁ PY oo aeIp
Fecha (A0} s s05- - AR
Tramjts bl \;@;"ifé—-!? 1£:57.2 Fr ine 4
7 882 pateny, - 1

“Ependencis; ogag r
8 Dy

Ne. P4S0 Vr. PEGO

21052002 9.923.000.09

TOTAL CONCEPTO

INYOCACIOH) DE/UNA PRIDRIDAD EN MU 106,000,00
T0TAL @ $ 10&.000.00

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador 382 0840
Fax 350 5220
E-mail: info@sic.gov.co
WWW.SIC.gOV.CO
Bogota, D.C., Colombia



[ndmtna y Comercno
SUPE'HNTENDENCIA

6D
W

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTA(,EOM ¥ NalLEZACION DEL TRAMITE

Bogota D.C. -

USUARIO  RADICADOR

PATENTE DE INVENCION ['4/ MODELO DE UTILIDAD [ ] [/
o Indicacién de que se solicita la concesion de una pétente [] [’]/
o Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ] [/]/
e Descripcion de la invencion (1 11,
o Dibujos de ser estos pertinentes (1 11
e Comprobante de Pago de las tasas establecidas (1 1 1/
COMPLETA M/ INCOMPLETA [1 []
DISENO INDUSTRIAL [ ]
e Indicacion de que se solicita el registro de Diseio Industrial. (1 [1
« Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud. 'l 11
o Representacion gréfica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del

material que incorpora el disefio . ' (1 []
o Comprobante de pago de las tasas establecidas. 1 11
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [1 11
ESQUEMA DE TRAZADO [ ]
« Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de trazado. [1 []
e Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud. [1 1]
o Representacion grafica del esquema de trazado (1 [1
e Comprobante de pago de las tasas establecidas. [1 T[]
COMPLETA[ | ' INCOMPLETA (1 [
Firma Responsable A

. : arrara 13 No. 2?00:»*. 2 merzanine
Fecha: g - Conmitador: 3¢ ;20!;% &0
fax: 350 82 20 e-mail: info@sic.gov.co

Colombia



Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Folio—ﬁf

2020
Bogota, D. C.
Doctor(a)
EMILIO FERRERO
Apoderado(a)
Oficio No, " -
=+ 13048
REFERENCIA: Radicacién 02-49630
Tramite « 002
Evento 001
Actuacién 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Allegar copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente
otorgado por los inventores al solicitante o a su causante (art. 26-k,Dec
486/2000).

- Aportar la traduccion de la solicitud presentada como solicitud colombiana

En cumplimiento del articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del
término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio,
complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar cumplimiento al
presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo
quinto del titulo primero de la C_i_reh}Iar Unica No.10 de 2001.

4PEDES DE VERGEL

n de Nuevas Creaciones

ALIX CARMEN
Jefe de la Divisi

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha L JL. 2002

Se recuerda al interesado que debe presentar, dentro de los dieciséis meses siguientes contados a partir de la fecha de
presentacion de la solicitud cuya prioridad se invoca, copia de la misma certificada por la autoridad que las expidio y, en el
caso en que haya lugar, la traduccion simple del capitulo reivindicatorio. El incumplimiento de éste plazo, acarreara la
pérdida de la prioridad invocada

202027
Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10

Conmutador: 382 0840
Fax: 382 2695
E-mail: info@sic.gov.co
WWW.SIC.goV.Cco
Bogota, D.C., Colombia
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ABOGADOS
EDIFICIO SISKI
WEB SITE: www.cavelier.com CARRERA 4 No. 72 - 35 TELEFONO: (57) (1) 347-3611
E-MAIL: cavelier@cavelier.com BOCOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (57) (1) 217-9211 (57) (1) 310-4995

SUPERINDUSTRIA ¥ CORERLIU

~ Aiczpion + 02043830 00000001 Folios: 489

Sefiora Jefe de la ?ff%@;:ﬁf%ﬂgﬁﬁhu

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES ite s O PNEWESD 1 REGISTRD/ 329 CONLENEN

Superintendencia de Industria y COMEI peengencia: 2020 DIVISION DE MIEVAS CREACIONES

E. S. D.

Referencia : Expediente No. 02049630

Solicitante - MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Asunto - Solicitud de ©patente para: “PLANTA
EVENTO DE ALGODON MON15985 Y
COMPOSICIONES Y METODOS PARA DETECCION
DEL MISMO”

Fecha de Solicitud : 11 de Junio de 2000

TRAMITE :002 EVENTO  :001 ACTUACION:329
1. Yo, Emilio FERRERO, obrando como apoderado del

solicitante en el asunto antes identificado, presento junto
con este escrito la traduccién en espafiol de la solicitud en
referencia.

2. Atentamente solicito que se continlGe con el tramite
de esta solicitud.

Bogotd 1 4 JUN
Sefiora Jefe;

@ S

EMILIO FERRERO
T.P.A No. 31.929

A

COLO 12746-801-002-1
QUﬁLMRE/ID—000007/WPC12746

NIT. 860.041.367-3



EVENTO DEL ALGODON MON 15985 Y COMPOSICIONES Y METODOS

PARA LA DETECCION DE ESTE.

Esta solicitud reivindica 1la ©prioridad de la
solicitud provisional estadounidense 60/297, 406,

presentada en junio 12, 2001.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se encuentra en el campo de la
biologia molecular vegetal, y en particular con la
proteccién de insectos y la reproduccién de plantas, vy
esta dirigida a un evento de transformacién novedoso de
plantas de algodén, Gossypium hirsutum, que comprende una
secuencia de polinucleotido insertada en un sitio
especifico dentro del genoma de una célula de algoddn,
dicha secuencia codifica una proteina inhibitoria de
insecto lepidéptero Cry2Rb. Adicionalmente, la invencidn
se relaciona con plantas de algoddén derivadas de aquel
evento de transformacién y con ensayos para detectar la

presencia del evento en una muestra.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

L



Esta invencién se relaciona con un evento de una
planta de algoddén resistente al Lepidéptero previamente
comercializada, conocida como MON531, dque expresa una
forma quimérica de una proteina inhibitoria de insectos
CrylA. Las plantas de algodén son susceptibles a la
infestacién por insecto en todas las areas del mundo en
las cuales se cultivan las plantas. La tecnologia de ADN
recombinante se ha aplicado a las células de la planta de
algodon durante aproximadamente una década, y las plantas
de algodén que exhiben caracteristicas mejoradas como
resultado de 1la insercién de las secuencias de ADN
heterblogo se han producido utilizando tecnologia de ADN
recombinante desde aproximadamente el inicio de los afios
90. Algunas de las mejoras exhibidas por las plantas de
algodén recombinantes incluyen tolerancia a los
herbicidas, caracteristicas de fibra mejorada, \%

resistencia a la insectacién por insectos.

Las primeras plantas de algoddén recombinantes
protegidas de la infestacién de insectos Lepidopteros
fueron producidas, aprobadas por las agencias
regulatorias para la distribucidn comercial, y
subsecuentemente comercializadas en 1996. Estas plantas

de algodébn contenian una secuencia de ADN que codifica



una proteina inhibitorig de insectos lepidéptero CrylA
quimérico, primariamente en un evento MON531. Este trato
particular, junto con una secuencia de DN ligada
adyacente que codifica un marcador seleccionable, se ha
transferido mediante reproduccién convencional en un
numero de variedades de algoddn, cada una de las cuales
son particularmente adecuadas para la produccidén mejorada
de algodén en diversos sitios geograficos a través del
mundo. Estas variedades recombinantes han disfrutado de
un tremendo éxito comercial por numerosas razones. Una
razén es que la produccién por acre de produccibén de
algodén ha mejorado el promedio dramaticamente en razodn
de la infestacién de insectos como resultado de la
presencia de la proteina inhibitoria de insecto presente
dentro de cada célula de planta de algoddén. Otra razdn
principal del éxito comercial ha sido el trabajo y costo
reducido debido a 1la reduccién en la aplicacién de
pesticidas quimicos requerida para proteger el cultivo de
la infestacién de insectos. Ademas, la reduccién en
aplicaciones pesticidas mejora 1la salud total del
ambiente al evitar la aniquilacién de 1los insectos o
aracnidos y otras especies que no representan amenaza
material para los cultivos en el campo, reduce la carga

de toxinas de pesticidas quimicos aplicada al ambiente,



le permite al finquero evitar los riesgos asociados con
los efectos potencialmente dafiosos de la exposicidén a

pesticidas quimicos.

Serd pronto evidente que un producto con un rango
'_‘_\_‘_\_‘_‘_‘—‘—-—\_

mads amplio de eficacia contra insectos seria deseable.

“Mientras Que se veria como simple del punto de vista de
la técnica quimica proporcionar la combinacion de
proteinas inhibitorias de insectos para este propbsito y
posiblemente retardar o evitar la resistencia de toxinas
desarrolladas‘bor la poblacidén de insectos objetivos, en
realidad el desarrollo de una planta que cumple estas
caracteristicas es todo problemdtica, y requiere un gran
trato de los recursos, capacidad técnica, VY%
experimentacién de cierto error con el fin de obtener un
evento de transformacién de una planta recombinante
simple que de cémo resultado una planta morfoldgicamente
normal que exhiba la combinacién deseada de proteinas
inhibidores de insectos producidas en niveles suficientes
y en momentos adecuados durante la estacidén de
crecimiento de la planta y en los tejidos en los cuales

se alimentan las especies de plagas objetivo.

(%



Asi, existe necesidad para el desarrollo \%
caracterizacién de plantas de algodén que exhiben las
caracteristicas de resistencia mejorada a los insectos
como resultado de la frecuencia de dos o mas proteinas
inhibitorias de los insectos producida por secuencias de
ADN incorporadas dentro del genoma de las células de la
planta. Adicionalmente, seria deseable para los rasgos
inhibitorios de insectos (i) segregarse
independientemente una de la otra, (ii) no originar
ningin efecto adverso a la fisiologia y metabolismo de la
planta, y (ii) tener poco o ningin efecto adverso sobre
la produccién o calidad de la fibra producida de dicha

planta.

Es ventajoso ser capagZde detectar la presencia de
un evento particular con el fin de determinar si la
progenie de un cruce sexual contiene un transgel/ de
interés. Ademds, un método para detectar un evento
particular puede ser de ayuda para cumplir con las
regulaciones que requieren la aprobacidén pre-mercadeo de
las ventas de semillas para producir plantas de cosechas
transgénicas y alimentos derivados de tales plantas, por
ejemplo, o para el uso del monitoreo ambiental monitoreo

de los rasgos del cultivo del campo, © monitoreo de



productos derivados de una cosecha de cultivo, asi como
también para el uso y el aseguramiento del cumplimiento
de las partes sometidas a términos regulatorios y

contractuales.

Es posible detectar la presencia de un transgen y

desde cualquier método de deteccién de acido nucleico

conocido en la técnica incluyendo pero no estando

limitado a la amplificacién  térmica (PCR™) o
hibridizacién de ADN utilizando sondas de acido nucleico.
Tipicamente, por razén de simplicidad y uniformidad de
los reactivos y metodologias para el uso y la deteccidn
de una construccidén de AﬁN particular que se ha utilizado
para transformar varias variedades de planta, estos
métodos de deteccidén generalmente se enfocan sobre
elementos genéticos frecuentemente utilizados, tales
como, promotores, terminadores, genes guardadores, etc.,
en razén a gque para mnuchos construcciones de ADN, la
regién de secuencia de codificaciones intercambiable.
Como resultado, tales métodos pueden no ser utiles para
discriminar entre eventos separados producidos de la
misma construccién de ADN o construcciones muy similares.
Estos métodos se pueden utilizar, sin embargo, si la

secuencia de ADN cromosdémico adyacente al ADN insertado



(“flanqueo de ADN) es conocido. Un ensayo de
amplificacién térmica de evento especifico (PCR™) se
discute, por ejemplo, en Windels et al. (Med.Fac.
Landbouww, Univ. Gent 64/5b:459-462, 1999i, que
identifican eventos de semilla de soya tolerante al
glifosato 40-3-2 que utiliza un conjun?gﬂQ@_ipig}@Q@pmde
amplificacion Itécnica que se extiende sobre la unidén

entre el inserto y el ADN de flanqueo”fEspecificamente,

una secuencia que incluye el iniciador proveniente del
inserto y una segunda secuencia que incluye el iniciador
proveniente del ADN de flanqueo. Tal método fue también
desarrollado para el evento MON5S31 y se somete a una
solicitud de patente separada. Seria deseable tener tal
método que detectara la presencia del nuevo evento de la
presente invencién aun en la presencia del evento MONS531.
Es estas y otras del avance ventajoso se han logrado con

la presente invencién.
RESUMEN DE LA INVENCION

El evento de algodédn MON531, descrito atras, se
transformé una segunda vez con una construccidn genética
denominada PV-GHBK1l que comprende la secuencia de

codificacién para el Cry2Ab, una proteina inhibitoria de



insectos, y un evento de este esfuerzo de transformacidn
ha sido seleccionado para introduccidn comercial
potencial. Este se denomina como MON15985. En razdén a que
este es un evento de insercidn, este segfgngQ_del gen

crylAc insertado del MONS531 en reproduccidén. Una linea de

élgéd&n gue contiene solc la insercién de MON15985 se
denomina como MON15985X. De acuerdo con un aspecto de la
invencién, se proporcionan composiciones de materia para
estas lineas de algoddén. Estas semillas de algododn
comprenden el evento de algodén MONI15985 que fueron
depositados en septiembre 29, 2000, en la “American Type

Culture Collection” y se designaron con el numero de

acceso ATCC PTA-2516.

En otro aspecto de la invencién, se suministran métodos
para aceptar la presencia del evento MONI15985.Se
suministran secuencias de ADN que identifican las
secuencias de ADN insertados y las secuencias de flanqueo
de algodén nativo del MON15985. De estos iniciadores de
secuencias de ADN se pueden designar para uso en un
ensayo de diagnostico PCR. Iniciadores de ejemplos se
proporcionan cuando son los ampliconos producidos
mediante el uso de tales iniciadores cuando se amplifican

en la presencia de ADN de MON15985.

T



Se debe notar que la deteccién de un diagnostico de
secuencia para la insercién de un evento de algoddn
MON15985 debe ser insuficiente para responder todas las
preguntas acerca de una muestra de semilla particular. La
linea de semilla denominada MON15985 contiene tanto
aquella insercién como la previa identificada como
MON531. De esta manera, en otro aspecto de la invencidn,
se proporciona un método para distinguir entre el
MON15985 vy elf@@§;§98§x,“una linea a la que le falta el
evenfb MON?Bi. ﬁl método utiliza wuna o mas de los
diagnbéﬁicos de secuencias previamente conocidas para el

MON531.

Una secuencia de unién abarca aqui el punto en el

cual el ADN insertado dentro del gencma se une al ADN

proveniente del genoma nativo del algoddn que flanquea el

punto de insercién, la identificacién o deteccidn de una

——— B

o de las otras secuencias de unidén en el material

genético de 1la planta que es suficiente para hacer
diagnostico de <cualquier evento. Se incluyen las
secuencias de ADN que abarcan las inserciones en el

de flanqueo. Ejemplos de tales secuencias de diagnéstico

——

evento de algodén MON15985 y longitudes similares de ADN

obvid
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son las secuencias de unién 20-mera de la SEC ID NO:14,
SEC ID NO:15, SEC ID NO:16, SEC ID NO:17 y SEC ID NO:18;
sin embargo, otras secuencias tan pequefias como de 15

pares base que traslapan la las uniones de las

inserciones de las sefales .de las inserciones y la
secuencia geondémica también son diagnéstico y se pueden
utilizar. La amplificacién del A&cido nucleico del ADN
genémico del evento, que utiliza a los 1iniciadores
suministrados aqui o designados por un experto en la
técnica, producen un amplicon gque comprende tales
secuencias de ADN diagnéstico. Ademéds, la deteccidn de la
unién de oligonucleotidos que se vienen especificamente a
la secuencia de diagnéstico descritas aqui son también

diagnésticos para el evento.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se
suministran pares de iniciadores de secuencias de
oligonucleotidos para distinguir el evento de algoddn
MON15985 del nativo , no transformado, y secuencias no
alteradas. En particular, tales pares de iniciadores de
secuencia de flanqueo comprenden dos moléculas de acido
nucleico aisladas seleccionadas de 1la SEC ID NO:11 O
alternativamente la SEC ID NO:12, el amplicon del cual

traslapard una o mas secuencias de unidén en el ADN
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insertado, descritas con el numero de referencia 2, 4, 6,
9, y 11 de 1la figura< 1. Por ejemplo, solo podian
seleccionar un &cido nucleico aislado que comprende al
menos 15 nucledétidos contiguos de aproximadamente 1-361
posiciones de pares base como se establece en la SEC ID
NO:11 que proviene de la secuencia de ADN geondmica del
algodébn que flanquean extremo 5° de ADN insertado,
descrito como referencia 1 en la figura 1, y al menos un
4cido nucleico aislado que comprende al menos 15
nuclebtidos contiguos provenientes de aproximadamente
674-1361 posiciones de pares base como se establece en la
SEC ID NO:11 que estan dentro del ADN insertado, que se
describen con el numero de referencia 3 y parte del 5 en
la figura 1. Los pares iniciadores adicionales utiles
para analizar el evento de algodén MON15985 comprende al
menos un acido nucleico aislado de al menos 15
nuclebdtidos contiguos provenientes de 1-1885 de SEC 1D
NO:11 pareados con al menos un acido nucleico aislado de
al menos 15 nucledttidos contiguos provenientes de los
nucledétidos 362-2267 de SEC ID NO:11 regresado por un
experto en la técnica. Sin embargo Similarmente, los
pares iniciadores que pueden de los nucledtidos 1-673 de

SEC ID 'NO:i2 y nucledtidos provenientes de los
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nucledtidos 350-1361 de SEC ID NO:12, teniendo cada

iniciador al menos 15 nucleétidos de largo.

De acuerdo con otro aspecto de la invencibn, se
proporcionan conjuntos de iniciadores especificos que son
Utiles para la amplificaciédn del 4&cido nucleico, por
ejemplo. Especificamente, la SEC ID NO:26 y la SEC ID
NO:27 son uno de tales conjuntos de iniciadores y se
pueden utilizar para producir un ampiicon que es
diagnéstico para la presencia de ADN ﬁON15985 del evento
de algodén. La SEC ID NO:28 y la SEC ID NO:29 son otras
de tales corrientes iniciadoras. En contraste, la SEC ID
NO:26 y SEC ID NO:29 son capaces de producir un amplicon
proveniente de muestras de ADN obtenidas de eventos de
algodén diferentes al MON15985, y provenientes de genomas
hemizigoutos que comprenden la secuencia tipo silvestre
en el cual la secuencia MON15985 integrada desde el
genoma asi como también la secuencia integrada MON15985 y
dicho amplicon pareceria ser diagnostico para la ausencia
del ADN insertado proveniente del evento del algoddn
MON15985 en una muestra, y no producir amplicon en una
muestra que contiene ADN de aquel evento. Se debe tener
precaucién al interpretar tal resultado, sin embargo, Yy

un experto en la técnica reconoceria que cuando esta
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presente como un miembro hemizigoute de un par de
cromosomas, el uso de la SEC ID NO:26 y la SEC ID NO:29
como herramienta de diagndéstico para probar un negativo o

un positivo puede ser errodneo.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se
proporcionan métodos para detectar la presencia dél ADN
correspondiente al evento de algodén MON15985 en una
muestra. Tal muestra que comprende: (a) poner en contacto
la muestra que comprende el ADN con un conjunto iniciador
que, cuando se utiliza en una reaccién de amplificacidn
de &cido nucleico con el ADN gendnico proveniente del
evento de algoddén MON15985, produce un amplicon dque es
diagnéstico para el evento de algodén MON15985, produce
un amplicon que es diagndéstico para el evento de algoddn
MON15985; (b) desarrollar una reaccién de amplificacidn
del 4cido nucleico, produciendo de esta manera el

amplicon; (c) detectar el amplicon.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, los
métodos  para detectar la presencia de ADN due
corresponden al evento de algodén MON15985 en una
muestra, tales métodos comprenden: (a) poner en contacto

la muestra que comprende ADN con una prueba que se
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|
hibridiza bajo condiciOnes de hibridizacidn severa con

ADN gendénico proveniente del evento de algoddén MON15985 vy
que no se hibridiza bajo condiciones de hibridacidn
severas con el ADN proveniente de una planta de control
de algoddn; (b) someter la muestra y probar las
condiciones hibridizacién severa; y (c) detectar la

hibridizacién de la prueba al ADN.

Otro aspecto de la presente invencién son 1los
métodos y composiciones para detectar la presencia del
sitio objetivo, es decir, al menos una de las uniones,
identificacién a detencidén de las cuales se
diagnosticaria para la presencia del ADN integrado con el
genénico de la planta de algodén en el evento de algoddn
MON15985, en una muestra del &cido nucleico derivada
preferida del genoma del evento de algoddbn MON15985, que
utiliza una variedad del método deteccidn que incluyen el
TAQMAN (Perkin Elmer) o metodologia de fluoroforo
/apagador relacionadas, amplificacién térmica, reacciones
en cadena de ligaza, hibridizacién del sur, métodos de
ELISA \% métodos de deteccidn colorimétricos %
fluorescentes. En particular, la presente invencién
proporciona juegos para la deteccién de la presencia de

la secuencia objetivo, es decir, al menos una de las

5
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secuencias unién en el evento de algodédn MON15985, en una
muestra que contiene 4acido nucleico gendénico proveniente
del evento de algodédn MON15985. E1 juego comprende al
menos un polinucleotido capas de unirse al sitio objetivo
o sustancialmente adyacente al sitio objetivo y al menos
unos medios para detectar la unién del polinucleotido al
sitio objetivo. Los medios de deteccién se pueden
seleccionar del grupo que consiste de métodos
fluorescentes, quimioluminiscentes, colorimétricos, ¢
isotépicos y se pueden acoplar, al menos, con métodos
inmunolégicos para detectar la unidén. También se prevé un
método que puede detectar la presencia de un sitio
objetivo en una nuestra, es decir, al menos una de las
uniones del ADN inserto con el ADN gendénico de la planta
de algodén en el evento MON15985, tomando ventaja de dos
o mas secuencias del polinucleotido que Juntas son
capaces de unirse a la secuencia del nuclebétido adyacente
o dentro de aproximadamente 100 pares base, o dentro de
aproximadamente 200 pares base, o] dentro de
aproximadamente 500 pares base, o dentro de
aproximadamente 1000 pares base de la secuencia objetivo
y se pueden extender una hacia la otra para formar un

amplicon que contiene al menos el sitio objetivo.

Ny

3
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El anterior y otros aspectos de la invencidén seran
mas evidentes de la siguiente descripcidén detallada y los

dibujos que la acompafan.
DIBUJOS

La figura 1 es una representacién gréfica de un
alineamiento de secuencia para el ADN dque esta

flanqueando las secuencias insertadas en las secuencias

insertadas mismas, que incluyen un gen _éryZAb en el
evento de algodén MON15985. E1 ADN inserto se describe
como una simple hebra con 5° de la izquierda hacia 3° a
la derecha. Las secuencias de ADN individuales
identificadas aqui son etiquetadas como sigue: numero de
referencia 1 es el extremo 5° que flanquea la éecuencia
del genoma (SEC ID N0:19) Numero de referencia 2 es la
secuencia de unién que traslapa la secuencia numero de
referencia de traslapo 1 y 3, una secuencia de
diagnéstico como se establece en la SEC ID _NO:14; el
nimero de referencia 3 es una secuencia relacionada con
el cloroplasto de ADN extrafio SEC ID NO:20; el numero de
referencia 4 que es la secuencia de unién que traslapa
las secuencias por el nUmero de referencias 3 y 5, una

secuencia de diagnéstico como se establece SEC ID NO:15;
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el numero de referencia 5 es un remanente a la secuencia
del genoma del algodén (SEC ID NO:21); el numero de
referencia 6 es la secuencia de unidén que traslapa la
secuencia de los numeros de referencia 5 y 7, una
secuencia de diagnéético como se establece en la SEC ID
NO:16; numero de referencia 7 es una porcibédn del extremo
5° de la secuencia intencionalmente insertada (SEC 1ID
NO:22); el numero de referencia a 8 es una porcibén del
extremo 3° de la secuencia intencionalmente insertada
(SEC ID NO:23); el numero de referencia 9 es la secuencila
de unién que traslapa la secuencia de los numerales de
referencia 8 y 10, una secuencia de diagndéstico como se
establece en la SEC ID NO:17; el numerc de referencia 10
es otro remanente no insertado intencionalmente de la
secuencia genoma del algoddén (SEC ID NO:24); el numero de
referencia 11 es la secuencia de unién que traslapa la
secuencia de los numeros de referencia 10 y 12, una
secuencia de diagnéstico como se establece en la SEC ID
NO:18; y el numero de referencia 12 es la secuencila del
genoma del algoddédn que flanquea la 37, como se establece

en 1la SEC ID.NO:i25.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES PREFERIDAS



18

El algodén, Gossypium hirsutum, ha sido
genéticamente modificado para resistir las plagas de
Lepidépteros, que tienen un impacto negativo sobre la
‘produccién del algoddén. Esto se logrd mediante 1la
insercién de un primer cartucho de ADN que codifica la
insercién de la proteina CrylAc proveniente del Bacillus
thuringiensis y un segundo cartucho dado que codifica la
proteina insecticida Cry2Ab proveniente del Basillus
thuringiensis. Esta invencién se relaciona
preferiblemente con plantas, partes de plantas, plantas
de progenie que contienen al menos la secuencia que
comprenden el segundo cartucho de ADN, y con métodos vy
composiciones de material para el uso de la deteccidn de

la presencia de dichas secuencias en una muestra.

El primer cartucho de ADN se inserté dentro del
genoma del cultivar de algodén Coker 312 a través de
Agrobacterium sp que se transforma utilizando un segmento
de ADN derivado del plasmido PV-GHBKO4 (pMON10518 en la
patente estadounidense No. 5,500,365)para producir el
evento de algodén MON531, gque reproducido con muchas
diferentes variedades de algoddn e introducido
exitosamente en los mercados de algodédn en todo el mundo.

El evento de algodén MON531 se transformdé utilizando
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tecnologia y aceleracién de particulas con un fragmento
de ADN lineal purificado con gel, es decir, el segundo
cartucho indicado aqui y el anterior, proveniente del
plasmido PV-GHBK1l (alternativamente denominado pB1579),
que contiene el cry2Ab y las regiones que codifican la p-
glucuronidasa (uidA). (John, M. E 1997. Cotton Crop
Improvement Through Genetic Engineering. Critical Reviews
in Biotechnology, 17(3): 185-208) El gel uidA se utilizd
como un marcador seleccionable para ayudar en la
identificacién de células dque contenian la regidén que
codifica el cry2Ab. La regidén que codifica al cry2Ab
derivado del plasmido PV-GHBK1l comprende el promotor
(CaMV) 35S del wvirus del mosaico del coliflor con una
regién mejoradora duplicada (patente U.S 5,530,196;
5,424,200; vy 5,359,142) operablemente conectada a una
secuencia lider no traducida de una proteina de golpe de
calor de petunia (PetHSP70-lider) operablemente conectada
o unida al péptido de transito de cloroplasto N-terminal
del gen EPSP de la Arabidopsis thaliana (AEPSPS/CTP2)
(Van den Broeck, et. Al. 1985. Targeting of a foreign
protein to chloroplasts by fusion to the transit peptide
from the small subunit of ribulose 1,5-bisphosphate
carboxylase. Nature 3135 358-63.) . Operablemente

conectada o unida a una secuencia sintética que codifica
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la proteina Cry2Ab (Widner, W. R. y Whiteley, H.R. 1990.
Location of the Dipteran Specificity Region 1n a
Lepidopteran-Dipteran Cristal Protein from Bacillus
thuringiensis. J Bacteriol. 172, 2826-32) que esta
operablemente conectada o unida a la regidén no traducida
3° del gen sintasa nopalina (NOS) de Agrobacterium
tumifaciens que termina la trascripcién y dirige 1la
poliadenilacién (Fraley, R.T., et. al. 1983. Expressidn
of bacterial genes in plant cells. Proc Natl Acad Sci
u,s,A,, 80 (15), 4803-07). La regidén que codifica la B-
glucuronidasa también es controlada por un promotor CaMV

355 mejorado y una secuencia de poliadenilacidén NOS 3°.

"La insercién del cartucho, o sustancialmente todo el

cartucho, que contiene las secuencias que codifican el
cry2Bb Y el uidA dentro del evento de algodédn MON531 dan
origen a un evento designado como MON15985 que comprende
tanto la secuencia que codifica el crylA como también el
cartucho que codifica la secuencia que codifica cry2Ab.
El analisis genético del evento MON15985 ha demostrado
que dos cartuchos insertados se encuentran en cromosomas
diferentes y asi se pueden segregar en la reproduccidn,
los segregantes al lugar al genotipo del eventc original
MON531 asi como también un segundo genético designado

como MON15985X que comprende solo un cartucho insertado
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simple que comprende el gen responsable para codificar la
proteina cry2Ab. Es el evento de transformacién el que da
origen al genotipo del algodén MON15985 asi como también
al genotipo MON15985X que es la materia sujeto de esta

invencidn.

Las siguientes definiciones \% métodos se
proporcionan para definir mejor la presente invencién vy
para guiar aquellos de experticio ordinario en la
practica de la presente invencién. A menos due anote otra
cosa, los términos deben ser entendidos de acuerdo con el
uso convencional por aquellos expertos en la técnica
relevante. Las definiciones de los términos comunes en
biologia molecular también se pueden encontrar en Rieger
et al ., Glossary of Genetics: Classical and Molecular,
quinta edicién, Springer-Verlag: New York, 1991; y Lewin,
Genes V, Oxford University Press: New York, 1994. La
nomenclatura de las bases de ADN se establecen en 37 CFR

§ se utiliza 1822.

Que comprende

Como se utiliza aqui, la expresién, “que comprende”

significa “que incluye pero no esta limitado a”.
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EVENTO

Como se utiliza aqui un “evento” transgénico se
refiere a una planta recombinante producida mediante la
transformacién de células vegetales con ADN heterologos,
es decir, una construccién de &cido nucleico que incluye
un transgen de enteres, regeneracién de una poblacidn de
plantas que resultan de la insercién del transgen dentro
del genoma de la planta, y la seleccién de una planta
particular caracterizada por la insercién en una
localizacién del genoma particular. El término “eventos”
se refiere al transformante y la progenie originales del
transformante que incluye el ADN heterdélogo. El término
“eventos” también se refiere a la progenia producida
mediante cruce sexual entre el transformante y otra
variedad que incluye el ADN heterdélogo. Aun después de
repetido el retro cruzamiento de un padre recurrente, el
ADN insertado y el ADN de flanqueo proveniente del padre
transformado esta presente en la progenie del cruce lo
mismo que el sitio del cromosoma. El1 término “evento”
también se refiere al ADN proveniente del transformante
original que comprende el ADN inserto y la secuencia de

flanqueo mediatamente adyacente al ADN inserto que se
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esperaria fuera transferida a la progenie que recibe el
ADN inserto incluyendo el transgen de interés como
resultado del cruce sexual de una linea parental que
incluye el ADN insertado (por ejemplo el transformante y
la progenie originales que resultan de si mismas) y las

lineas parentales que no contienen el ADN insertado.

Pruebas e iniciadores

Una “pruebas” es un &acido nucleico aislado el cual
esta unido a una etiqueta convencional detectable a una
molécula reportera, por ejemplo, un is6topo por
radioactivo, ligando agente quimioluminiscente o enzima.
Tal prueba es complementaria a una hebra de un acido
nucleico objetivo, en el caso de la presente invencidn, a
una hebra de un ADN gendémico proveniente de un evento de
algodén MON15985 (sea de una planta de algoddén o de una
muestra que incluye el ADN del evento). La prueba de
acuerdo con la presente invencién incluye no solo éacidos
deoxiribonucleicos o &cido sinoc también poliamida y otros
materiales de prueba que se unen especificamente a la
secuencia de ADN objetivo y se pueden utilizar para

detectar la presencia de la secuencia de ADN objetivo.
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Los “iniciadores” son &cidos nucleicos aislados que
fortalecidos en un hebra de ADN objetivos complementario
mediante hibridizacién de &acido nucleico para formar un
hibrido entre el iniciador de la hebra de ADN objetivo,
luego extendida Jjunto con la hebra de ADN objetivo
mediante una polimerasa, por ejemplo, una polimerasa de
ADN. Los pares de iniciadores o conjuntos se pueden
utilizar para la amplificacién de una secuencia de acido
nucleico, por ejemplo, mediante la reaccidén en cadena de
polimerasa (PCR™), también conocida como métodos de
amplificacién térmica, y otros métodos de amplificacidn

de 4cido nucleico convencionales.

Las pruebas y los 1niciadores pueden ser tan
pequefias como diez nucledtidos, pero son generalmente de
15 nucledétidos o més de longitud, preferiblemente 20
nucledétidos o mas, mas preferiblemente 25 nucledtidos, y
mas preferiblemente 30 nucledétidos o mas. Tales pruebas e
iniciadores hibridizan especificamente a una secuencia
objetivo bajo altas condiciones de hibridizacidn severa.
Preferiblemente, las pruebas y los iniciadores de acuerdo
con la presente invencién tienen complementariedad de
secuencia completa con la secuencia objetivo, aunque

pruebas diferentes de la secuencia objetivo y que
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requieren la capacidad de hibridizar las secuencias
objetivo se pueden se pueden designar mediante métodos
convencionales. Cualquier referencia a una secuencia
especifica para una prueba o iniciador de la secuencia de

ADN incluye su secuencia complementaria.

Los métodos para preparar y utilizar pruebas e
iniciadores se describen, por é;emplo, en Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, segunda ed., vol. 1-3, ed.
Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratcry Press,
Cold Spring Harbor, NY, 1989 (en lo sucesivo, “Sambrook
et al., 1989”); Currente Protocols in molecular Biology,
ed. Ausubel et el., Greene Publishing and Wiley-
Interscience, New York 1992 (con fechas periddicas) (en
lo sucesivo, “ usubel et al., 1992); and Innis et al.,
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications,
Academic Press: San Diego, 1990. Los pares de inicladores
PCR™ se pueden derivar de una secuencia conocida,

Por ejemplo al ignisar programas de computador destinados
para este propbésito tal como el Primer (versidén 0.5, ©

1991, Witehead Institute for Biomedical Research,

Cambridge, MA).
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Los iniciadores y las pruebas basadas en el ADN de
flanqueo las secuencias de inserto descritas aqui se
pueden utilizar para confirmar (y, si es necesario
corregir) las secuencias descritas mediante métodos
convencionales, por ejemplo, al reclonar y secuenciar

tales secuencias.

Hibridizacidén de &cido nucleico; condiciones severas;

especifica.

Las sondas e iniciadores de &cido nucleico en la
presente invencién hibridizan bajo condiciones severas
una secuencia de ADN objetivo. Cualquier hibridoizacidn
de acido nucleico convencional cuanto método de
amplificacién se puede wutilizar para identificar la
presencia del ADN proveniente del evento transgénico de

una muestra.

El término “condiciones severas” dque define
funcionalmente con relacién a la hibridizacidén de una
sonda de &cido nucleico a un &acido nucleico objetivo (es
decir a una secuencia de &acido nucleico particular e

interés) mediante el procedimiento
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De hibridizacién especifico discutido en Sambrook et al.,
1989, a 9.52-955. Ver también, Sambrook et al., 1989 a
9,47-9,52 9.56-9.58; Kanehisa, Nucl. Acids Res. 12:203-
213, 1984; y Wetmur y Davidson, J. Mol. Biol. 31:349-

370,1968.

En relacién con la amplificacién de la secuencia de
4cido nucleico objetivo (por ejemplo, mediante PCRTM)
utilizando un par iniciador de amplificacion,
“condiciones severas” son condiciones que le permiten al
par iniciador hibridizar solo la secuencia de acido
nucleico objetivo a la cual el iniciador que tiene la
correspondiente secuencia tipo silvestre (o su
complemento) se uniria y preferiblemente producir un
producto de amplificacién tunico. El término “especifico
para (una secuencia objetivo)” indica que la sonda o el
iniciador hibridiza bajo condiciones de hibridizacién
severas solo la secuencia objetivo en una muestra que

comprende la secuencia objetivo.

Amplificacidén del &cido nucleico

Como se utiliza aqui “el ADN amplificado” o

“amplicon” se refiere al producto de amplificacién del
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4cido nucleico de la secuencia de &cido nucleico objetivo
que es parte de una plantilla de acido nucleico. Por
ejemplo, para determinar si la. planta de algoddn due
resulta de un cruce sexual contiene un ADN gendémico de un
evento transgénico proveniente de una planta de algoddn
puede ser sometido a una amplificacién de &cido nucleico
utilizando un par iniciador gque incluye un iniciador
derivado de la secuencia de flanqueo en el genoma de la
planta adyacente al sitio de insercién del ADN heterdlogo
insertado y un segundo iniciador derivado del ADN
heterdlogo insertado para producir un amplicon gque es
diagnostico para la presencia del evento (por ejemplo, el
amplicon es de una longitud y tiene una secuencia que es
diagnéstica para el evento). Alternativamente, un par
iniciador se puede derivar De la secuencia de flanqueo
sobre ambos lados del ADN insertado con el fin de

producir un amplicon que incluye un inserto completo.

La amplificacién del &acido nucleico se puede lograr
mediante cualquiera de los varios métodos de aplicacidn
de &4cido nucleico conocidos en la técnica, gque 1ncluyen
la reaccién de cadena de polimerasa (PCR™). Una variedad
de métodos de amplificacidén son conocidos en la técnica y

son descritos, Inter. alia, en la patente estadounidense

i
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No. 4,683,195 y 4,683,202 y en los protocolos PCR: A
Guide to Methods and Applications, ed. Innis et al.,
Academic Press, San Diego 1990. Cualquier método bien
conocido para la amplificacién del 4&acido nucleico se

puede utilizar en la practica de la presente invencidn.

La secuencia del inserto del ADN heterdélogo o
secuencia de flanqueo proveniente de un evento de algoddn
MON15985 se puede verificar (y corregir si es necesario)
al amplificar tales secuencias provenientes del evento
que utiliza iniciadores derivados de las secuencias

suministradas aqui seguidas por una secuenciacién de ADN

estandar.

Juego de deteccidn.

Como se utiliza aqui, “juego de deteccidn” se
refiere a un juego utilizado para detectar la presencia o
ausencia de ADN proveniente de un evento MON15985 en una
muestra que comprende sondas de acido nucleico e
iniciadores de la presente invencién, que hibridizan bajo
condiciones severas a una secuencia de ADN objetivo, y
otros materiales necesarios para posibilitar la

hibridizacioéon del 4&cido nucleico o los métodos de
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amplificacién. Alternativamente, un Jjuego de deteccidn
puede comprender materiales necesarios para posibilitar a
un experto en la técnica desarrollar métodos similares a
aquellos descritos en la solicitud internacional PCT WO
97/22719, incorporada aqui como referencia, para detectar
la presencia o ausencia de ADN proveniente de un evento

MON15985 en una muestra.

Ejemplo 1.

El algodén, Gossypium hirsutum ha sido genéticamente
modificado para resistir las plagas de lepiddépteros, que
tienen un impacto negativo sobre 1la produccidon del
algodén. Esto se logra como se indicé aquil mediante la
insercién de un cartucho de ADN dque codifica en la
proteina cryAc insecticida proveniente del bacillus
thuringiensis dentro del genoma del cultivar de algoddn
Coker 312 a través de la transformacién del Agrobacterium
sp que utiliza un fragmento del ADN derivado del plasmido
PV-GHBK04 (pMON10518 en la patente estadounidense No.
5,500,365). Esta transformacién da como resultado tres
inserciones separadas dentro del genoma del algoddn. La
primaria, inserto funcional responsable por la expresidn

de la proteina crylAc en el evento del algoddn 531
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comprende el promotor 35S mejorado descrito
anteriormente, la regién codificante crylAc, y la
secuencia de terminacién wunida a una secuencia que
codifica un marcador seleccionable antibidético. Un
segundo inserto adyacente y e inmediatamente corriente
arriba de la primer secuencia insertada comprende una
regién que codifica el CRY1lAc parcial y la secuencia de
terminacién. El1 tercer inserto comprende solo una
secuencia de terminacién parcial y ha sido mostrada para
segregar independientemente de las primeras dos
secuencias indicadas anteriormente. La primera vy las
segundas secuencias insertadas estan estrechamente unidas
y por lo tanto no se segregan una de la otra. Los flancos
de la secuencia del genoma del algoddédn los extremos 5° y
3° de todos los tres insertos. Por lo tanto, las seis
inicas uniones del genoma/inserto del algodébn fueron
creadas como resultado del proceso de transformacién.
Cualquiera de las seis uniones puede ser analizada para
determinar si el evento MON531 esta presente en una

muestra de semillas de algodén.

El andlisis molecular se desarrollo sobre el evento
de algodén MON531 para definir el extremo de una de las

inserciones de ADN transgen e identificar el ADN gndmico
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del algodén que flanquea los insertos de ADN transgen.
Los estudios que avanzan del genoma combinados con la
secuenciacién de nuclebétidos produce las secuencias de
ADN de dos de dichas uniones de genoma/inserto de algoddn
para el inserto primario SEC ID NO:1 y SEC ID NO:2 y sus
complementos. Las secuencias de flanqueo y el diagndstico
de las secuencias del inserto para el MONS531 fueron
entonces identificadas como sigue: SEC ID NO:3, la
secuencia del extremo 5° del inserto primario; SEC ID
NO:4, la secuencia del genoma del algodén que flanquea el
extremo 5°; SEC ID NO:5, la secuencia del inserto en el
extremo 3°; y la SEC ID NO:6, la secuencia del genoma que
flanquea ese extremo 3°. Como se discutié anteriormente,
los iniciadores se pueden derivar de estas secuencias
para utilizar métodos de amplificacidén de ADN. Los
ejemplos de SEC ID NO:7 Y SEC ID NO:8. El SEC ID NO:9 es
la secuencia de la seccién del DNA que traslapa el ADN
del genoma del algodén y un extremo del ADN insertado; la
SEC ID NO:10 es la secuencia de una seccién del ADN que
traslapa el ADN del genoma del algodén y el extremo

opuesto del ADN insertado.

Lo siguiente proporciona un ejemplo no limitante de

cémo uno podria wutilizar estas secuencias de acido
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nucleico novedosas para detectar el evento de algoddn
MON531 en una muestra, incluyendo la, linea de semilla
denominada MON15985, y revisar su ausencia en la linea de

semilla denominada MON15985X.

Aislamiento del ADN para analisis PCR™.

E1 ADN proveniente del evento de algodén MONS5S31 se
extrajo del tejido de la semilla. El ADN se extrajo tanto
de los tejidos de semilla como de hoja provenientes de
las sustancias de control (semilla de algoddn no
transgénica y tejido de hoja). E1 ADN proveniente de la
semilla se aislé al procesar la semilla hasta convertirse
en un polvo fino que utiliza un mezclador comercialmente
disponible. Aproximadamente 2g de la semilla procesada se
transfirié a un tubo cénico de 50n ml, y ~ 16 ml de
amortiguador de extraccién CTAB [1,5% (P:P)CTAB,75 mM
Tris-HCL pH 8.0, 100mM EDTA pH 8,0,1,05 M NaCL y O0,75%
(p:p) PVP (MW 40,000] se agregaron a La semilla procesada.
Las muestras fueron incubadas a 65° C durante
aproximadamente 30 minutos con una mezcla intermitente y
luego se le permitié enfriarse a su temperatura ambiente.
Un volumen igual (~16 ml) de alcohol cloroformo: isoamilo

(24:1 (v/v)) o cloroformo se agrego a las muestras a
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temperatura ambiente. La suspensidn se mezclo mediante
inversién, y las dos fases se separaron nediante
centrifugacién a ~16.000 x g durante 5 minutos. La capa
acuosa (superior) se removié utilizando una pipeta de
transferencia y se ubicé dentro de un tubo cénico limpio
de 50 ml. Aproximadamente UN volumen de 1/10 (~16 ml) de
un amortiguador CTAB al 10% [10% (p:p) CTAB y o,7 M de
NaCL ] se agregaron a la fase acuosa, que luego se mezclo
mediante inversién. Las muestras se centrifugaron a
(~16.000 x g durante 5 minutos para separar las fases. La
fase acuosa (superior) se removié, mezclo con un volumen
igual (~ 15 ml) del amortiguador de precipitacidén CTAB
[1%$ (p:p)CTAB, 50 mM Tris pH 8,0 y 10 mM EDTA pH 8,0] y
se le permitidé permanecer a temperatura ambiente durante
aproximadamente 1 hora. Las muestras se centrifugaron a ~
10.000 x g hasta peletisar el ADN, el supernadante se
decanto, y el glébulo se disolvidé en aproximadamente 2 ml
de TE de sal alta [10mM Tris-HCL pH 8,0, 10 mM EDTA pH
8,0 y 1M NaCL] al incubar a 37° C con girado suave
durante aproximadamente 2 horas. La centrifugacidén se
desarrollo ~ 23.000 x g hasta peletisar cualquiera de las
impurezas remanentes. Se movidé el supernadante, se ubicd
en un tubo limpio de 15 ml, y aproximadamente 1/10 de

volumen (~ 150 p ) de 3 M NaOAc, pH 5,2 y dos volumenes
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(~ 4 ml en relacién con el supernadante) de etanol
congelado al 100% que fueron agregados para precipitar el
ADN. E1 ADN precipitado se devandé en un tubo micréfugo
que contenia aproximadamente 1 ml de 70% de etanol. El
ADN se peletizo en un micréfugo a una velocidad maxima
(14.000 rpm) durante 5 minutos se seco, y se redisolvid
en TE, pH 8,0 en un refrigerador a 4° C durante toda la

noche.

E1 ADN gendémico del algoddén no transgénico utilizado
como control se aislé del tejido de la hoja que se
congeld en nitrégeno liquido y se molié hasta convertirse
en un polvo fino utilizando un mortero y un macerados.
Aproximadamente un g del tejido de hoja molido se
transfirié a un tubo centrifugo de 13 ml y 6 ml de
amortiguador de extraccién [2,5 ml de amortiguador de
extraccién de ADN (350 mM de sorbitol, 100 mM Tris pH 7,5,
5 mM EDTA, 0,38% (P/v) de bisulfito de sodio), 2,5 ml de
un amortiguador de lisis de nucleos (200 mM Tris pH 7,5,
50 mM EDTA, 2 M NaCL, 2% (p/v) CTAB), Y 1 ML de sarcosilo
(solucién al 5% (p/v)] se agregd. Las muestras se
incubaron a 65° C durante aproximadamente 30 minutos con
una mezcla intermitente. Se agregaron cuatro y medio

milimetros de alcohol y cloroformo: isocamilo (24:1 v/v))
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a temperatura ambiente a las muestras. La suspensién se
mezclo durante 2 3 minutos, y las dos fases se separaron
mediante centrifugacién durante 15 minutos a ~ 2.00 x g a
4° C. La capa acuosa (superior) se removié utilizando un
a pipeta de transferencia y se ubicé dentro de un tubo
centrifugo de 13 ml. Cinco mililitros de isopropanol al
100% se agregaron, y los tubos se mezclaron mediante
inversién para precipitar el ADN, el ADN precipitado se
devand en un tubo micréfugo que contenia 500 pl de etanol
al 70%, el ADN se peletizo en un micréfugo a una
velocidad méaxima de (14.000 rpm) durante 2 minutos. EI
ADN se secd y se disolvidé en un amortiguador TE en un

refrigerador a 4° C durante toda la noche.

Verificacién del PCR™ de uniones de genoma de inserto de

algodén tGnico en el evento de algoddén MON531.

Las secuencias de ADN de cuatro uniones de
genoma/inserto de algodén se identificaron utilizando el
PCRTM basado el “Universal Genome Walker Kit™ de acuerdo
con el protocolo del fabricante seguido por secuenciacidn
del nucleétido de los productos PCR™. Luego, los ensayos
PCR™ se desarrollaron utilizando un iniciador

complementario al ADN gendémico del algodén y otro
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iniciador complementario al ADN del transgen insertado.
Por ejemplo, un iniciador designado en el extremo 3° del
primario, inserto funcional complementario a la secuencia
del flanqueo gendémico (por ejemplo SEC ID NO:6) pareado
con un segundo iniciador en el extremo 3° del primario,
inserto funcional complementario a la secuencia del
transgen insertado (por ejemplo SEC ID NO:5). Los ensayos
PCR™ se desarrollaron utilizando 10-100 ng de la
plantilla de ADN geondémico del evento de algodédn MONS531
en un volumen de reaccién de 50p que contienen una
concentracién final de 1.1 mM Mg, 0,4 uM de cada
iniciador, 200 uM de <cada dNTP, y 2,5 unidades de
polimerasa de ADN Taq. Las reacciones para los ensayos
PCRTM se desarrollaron bajo las siguientes condiciones
ciclicas: 1 ciclo a 94° C durante 3 minutos; 38 ciclos de
94° C durante 30 segundos, 60° C durante 30 segundos, 72°
C durante 90 segundos; 1 ciclo a 72° C durante 10
minutos. Los productos PCR™ se separaron utilizando la
técnica electroforesis con gel de agarosa, visualizada
mediante manchado con bromuro de etidio sacado el gel, y
sometido a secuenciacién de ADN utilizando quimica de

tinte terminador para confirmar las secuencias.
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En el ejemplo anterior, como se esperaba, las
reacciones de control sin el ADN de plantilla y el ADN de
color negativo no transgénico coker 312 no generaron un
producto PCR™. Las muestras MON531 del evento de algoddn
generaron el tamafio esperado de los productos PCRTM DE
264 bp para la secuencia de flanqueo 3°. Por lo tanto,
las secuencias de acido nucleico novedosas y la unién del
ADN insertado y el ADN geondémico de algoddn en el evento
de algodén MON531 son utiles para detectar el ADN

derivado del evento de algodén MON531 en una muestra.

E1l MON531 en el trasfondo de la variedad coker 312
se cruzaron con a variedad DP50 (Delta & Pine Land
Company) para producir una variedad que contiene el
evento MON531 que codifica 1la proteina CrylAb, que se

design6é como DP50B.

EJEMPLO 2

Este ejemplo describié la produccién de una planta
de algodén transformada designada como MON15985 derivada
del DP50B que contenia un evento de desercidén adicional

que codifica una proteina inhibitoria de insecto Cry2Ab y

|03 (OC

=
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el aislamiento y caracterizacidén de las secuencias del
ADN 5° y 3° que flanquean los extremos 5° y 37 del

MON15985.

Las células vegetales DP50B objetivo se
transformaron utilizando tecnologia de aceleracidn de
particula con un segmento de ADN lineal derivado del
plasmido PV-GHBK1l. El segmento de ADN lineal se prepard
mediante la digestién del pléasmido PV-GHBK1l con la
enzima de restriccién Kpnl, separacién de los fragmentos
del plasmido mediante electroforesis con gel de agarosa y
aislamiento del segmento de ADN que contiene el cartucho
que comprende la secuencia de codificacién del cry2Ab vy
la secuencia de codificacién del uidA (GUS). Ninguna
estructura de plésmido esta contenida dentro del segmento
o secuencia aislada y purificada y preparada para el
bombardeo del tejido de algoddén. E1l cartucho de expresidn
consiste de una regién de codificacidén cry2Ab regulada
mediante un promotor expresable en planta CaMV 358
mejorado y una terminacién de trascripcién NOS3" de
Agrobacterium Tumefaciens 3% la secuencia d
epoliadenilacién. La secuencia de codificacidén del cry2Ab
se designa para ser blanco de producto de expresién como

una proteina precursora para importar cloroplasto en las

Jot” (O3



40

células vegetales (segun se describe en la WO 0026371 y
la solicitud de ©patente estadounidense serie NO.
09/186,002, presentada en noviembre 4, 19998, cuyos

contenidos completos se incorporan aqui como referencia).

La variedad dl algodén DP50B se transformo con el
cartucho de ADN descrito anteriormente mediante el
bombardeo con particulas de oro recubiertas con ADN
utilizando un método de descarga electrostatica (John,
M.E., Cotton Crop Improvement Through Genetic
Engineering. Critical Reviews in Biotechnology, 17:185-
208 (1997).Los deferentes eventos fueron tamizados para
la eficacia contra plagas de 1insectos, fenotipo, vy
segregacién genética para la expresién de la proteina
Cry2Ab. Basado en estos criterios, se escogieron 6 lineas
para caracterizacién adicional del evento de insercidn.
La mancha del sur fue utilizada como el método primario
para evaluar la presencia de uno o més numeros de copias
de insercién y complementariedad del evento de insercidn.
Una linea, 15985, se escogibé para caracterizacién
molecular completa del evento de insercién que se insertd
en el genoma DP50B. E1 ADN que circunda el evento de

insercién se aisldé y se caracterizod.
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Aislamiento del ADN que- flanquea el evento de
insercién: E1 ADN se extrajo de hojas Jjévenes de algoddn
mediante un método Fito-Pure® modificado de Amersham que
se designé para extraer ADN de las plantas con grandes
cantidades de carbohidratos contaminantes. Con el fin de
determinar la secuencia del ADN alrededor de la secuencia
codificante cry2Ab insertada, el protocolo de Genome
Walker® de Clone Tech, Inc. Se utilizé. Los fabricantes
recomendaban condiciones dque eran seguidas con solo una
Modificacién: en lugar de utilizar extraccién con fenol
para purificacién del ADN después de la divisidn de
endonucleasa de restriccién, el ADN se purificdé con una
columna de giro Qiagen QIAquick® d acuerdo con el manual

de instrucciones del fabricante.

Las enzimas utilizadas para cortar el ADN geondémico
antes de la ligazén del ligador fueron Dral, Pvull, Scal
and Stul. Luego del procedimiento suministrado por
Qiagen, se extrajo el ADN en 5 volumenes de amortiguador
PB, unido a la columna. Lavado con 0,75 ml de PE y luego
eluido de la columna en 20 mL, 10mM Tris pH 8,5. Este ADN
se utilizé entonces como fuente de las bibliotecas
ligadoras. Las posiciones del iniciador fueron

deliberadamente escogidas de los extremos de donde el ADN
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fue linealizado para permitirle una cierta cantidad de
supresién en su extremo. Los primeros iniciadores (SEC ID
NO:30 y SEC ID NO:31) se designé para fortalecer las
secuencias que eran Unicas a la secuencia codificante
cry2Ab en razén de la presencia de los elementos de ADN

repetidos en el genoma del algodén. Los productos PCR™

resultantes se sometieron a una segunda reaccién PCR™

utilizando iniciadores anidados directamente en forma
adyacente a aquellos utilizados en la primera reaccién
(SEC ID NO:32 y SEC ID NO:33). Los parametros PCR™
utilizados fueron aquellos recomendados por Clone Tech.
Los parémetros de amplificacién primaria fueron como
sigue:7 ciclos 94° C 2 seg, 72° C 3 min, 32 ciclos 94° ¢
2 seg, 68° C 3 minutos, y pardmetros de amplificacidn
secundaria fueron como sigue: 5 ciclos 94° C 2 seg, 72° C
3 min, 20 ciclos 94° C2 seg, 68° C 3 minutos, y 68° C
dminutos en el Ultimo ciclo. Todas las reacciones PCRTM

se desarrollaron en una médquina Perkin-Elmer 9700.

Los productos PCRTM resultantes provenientes de la
segunda amplificacién se clonaron en el vector
pBS (SK+)proveniente de Stratagene el cual habia sido
cortado con Smal para generar un extremo despuntado y

tratar con fosfatasa alcalina para evitar autoligaciédn.
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Los fragmentos de ADN que fueron generados en la reaccién
PCR™ secundaria se trataron con quinaza T4 de ADN para
agregar un fosfato 5° y luego ligarla al vector de
extremo despuntado bajo condiciones De ligacidn estandar.

Protocolo de Genome Walker®: Las reacciones de PCR™
secundarias utilizando los pares iniciadores anidados
produjeron multiples fragmentos sintetizados de ambos
extremos 5° y 3°. Estos fragmentos independientes para el
extremo 5° se clonaron y secuenciaron utilizando métodos
bien conocidos en la técnica, mientras que dos fragmentos
fueron clonados y secuenciados del extremo 3°. Para cada
fragmento individual, al menos se obtuvieron dos clones

independientes.

La secuencia de los <clones de cada conjunto
iniciador se comparé una con la otra. Las secuencias
entre los clones respectivos se determinaron como siendo
la misma, y conteniendo la misma unién de transgen de

planta.

EJEMPLO 3
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Este ejemplo ilustra como las secuencias de ADN de
flanqueo del evento de insercién MON15985 se pueden

utilizar para determinar sigositidad.

Disefio y desarrollo de un PCR™ basado en ensayos
para homocigositidad del evento de inserci6én MON15985: La
secuencia de ADN de las dos regiones de flanqueo del
evento de insercién MON15985 se utilizaron para disefnar
un ensayo de homocigositidad basado en PCR™. Tal ensayo
seria considerado util si fuera capas de detectar tanto
el evento de insercién MON15985 especifico como el
cromosoma tipo silvestre. Para ensayar la factibilidad de
desarrollar un ensayo gque también detecte el cromosoma
tipo silvestre, se disefiaron iniciadores provenientes de
la secuencia directamente adyacente al evento de
insercién para ensayar si ellos pudieran ser utilizados
para sintetizar un fragmento de ADN en algoddn no
transgénico asi como también en la linea 15985. Los
iniciadores escogidos fueron capaces de sintetizar el
evento de insercién MON15985 total pero no se observd
ningin producto en los controles no transgénicos. Estos
resultados indicaron que el evento de insercidén no era
una simple ruptura en el ADN y la insercidn de la

secuencia de SADN del cartucho que codifica la proteina



45

Cry2Ab. Este resultado, sin embargo establecido que los
dos extremos estadn de hecho conectados y flanquean un

cartucho de gen intacto que contiene cry2Ab.

Los cebadores fueron disefiados para la secuencia de
dcido nucleico que flanquea el extremo 3° del inserto
para los fragmentos de amplificacidén por medio del
protocolo Genome Walker® en librerias de enlaces hechos a
partir de ADN de algoddén no transgénico. Un fragmento de
par de bases 620 fue clonado y secuenciado a partir de un
algodén no transgénico. Esta secuencia fue entonces usada
para disefiar los cebadores para el tipo silvestre de
cromosoma que estaria presente en el individuo en el
heterozigotodo. Varios conjuntos de cebadores fueron
hechos y ensayados Juntos para poder encontrar un
conjunto que trabajara en una reaccién uUnica y siempre
que no existieran bandas de antecedentes. Un conjunto de
cebador que comprende la secuencia la SEC ID NO:34
(secuencia que flanquea la planta de algoddén 3°) y SEC ID
NO:35 (secuencia que flanquea la planta de algoddébn 57)
fue encontrada que producia un amplicon de par de base
800 a partir de un tipo silvestre, o un ADN de algoddén no
transgénico. Sin embargo, si por lo menos un inserto,

esta presente el cebador comprende la SEC ID NO:36 la
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cual anillard en cry2Ab en las secuencias especificas de
cry2Ab y genera un amplicon de 1,5 kb con un anillado de
cebador en la secuencia de flanqueo de planta de algoddn
3°(SEC ID NO:34). Por lo tanto, el ensayo resultante
usando cebadores PCR™ comprende SEC ID NO:36,SEC 1ID
NO:34, y SEC ID NO:35 como sigue: si un individuo es
homocigoto para la insercién MON15985 en el evento
entonces solamente una banda de 1,5 kb estaria presente;
pero si es heterocigoto entonces una banda adicional de

0,8kb estaria también presente.

Juntas de estas bandas (1,5kb y 0,8 kb) fueron
clonadas y secuenciadas para confirmar su identidad. La
secuencia del ADN del fragmento de par base 800 generada
en los individuos heterocigotodos es idéntica a la
secuencia del fragmento Genome Walker® generado por 1los

cebadores tomados del extremo 3° y del ADN no trasgénico.

confirmacién del PCR™ con ensayo de zigocidad: para
verificar la precisién del ensayo de zigocidad una serie
de experimentos fueron conducidos utilizando progenia
transgénica homozigotoda, heterozigotoda y negativa del

MON 15985.
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R2:

Fenotipo: 15 plantas R2 individuales a partir de 3
genotipos R1 sospechosos fueron caracterizadas en cuanto
a la presencia o ausencia de la proteina cry2Ab por medio
de ELISA. Las plantas de interés que fueron positivas
para el estudio incluyeron MON15985-2 y MON15985-34. La
planta MON15985-71 fue identificada como negativa para la

proteina cry2Ab.

R

Fenotipo:15 semillas R3 individuales de cada una
delas plantas R2 seleccionadas fueron plantadas en tarros
de 4” y subsecuentemente tamizadas en cuanto a la
presencia de la proteina cry2Ab a través del cualitativo
de ELISA. Los resultados ELISA reportados para todas las
plantas R3 de MON15985-2 fueron positivas, asi dando a
los padres R2 una designacién de ser homozigotodos para
el gen cry2BAb. La progenia R3 de MON15985-34 fueron una
mezcla de plantas positivas y negativas dando a la
pariente R2 una designacién de ser heterozigotoda para el
gen cry2Ab. Todas las plantas R3 de MON15985-71 fueron
negativas y confirmaron que la pariente R2 fue negativa

también.
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Genotipo: El ensayo de zigocidad con base en APCRTM
fue 1llevado a cabo en cinco plantas R3 MON15985-2 vy
MON15985-71. Los cebadores y técnicas fueron utilizados
como se describid® previamente. Los resultados de este
ensayo dio los patrones de bandas esperadas. Toda la
progenie de MON15985-2 produjo solamente la banda unica
de 1,5 kb soportando los datos Elisa que, indicaron dque
la linea MON15985-2 es positiva homozigotoda para el gen
cry2Bb. Toda la progenia de MON15985-71 produjo solamente
la banda tnica de 0,8 kb encontrada en el tipc silvestre,
soportando asi los resultados Elisa al demostrar que esta
linea es homozigotoda negativa para el gen cry2Ab. Cinco
progenies de cada una de los catorce familias
individuales R2 de MON15985-34 fueron tamizadas lo mismo
que dando combinaciones de plantas homozigotodas,

heterozigotodas y negativas.

R4:

Cinco plantas individuales de todas las tres
poblaciones R3 se les permitié auto polinizarse y fueron
cosechadas. Quince progenies R4 de cada una de las

plantas R3 ensayadas por medio de PCR™ fueron plantadas

gl
o3



49

en tarros de 4~ para confirmar los resultados sobre las
plantas R3. Asi, si los resultados en R3 PCR™ fueron
homozigotodos entonces todas las progenies R4 deberian
ser homozigotodas, lo mismo que si los resultados en R3
por medio de PCRTM eran heterozigotodos la progenie R4
deberia ser una mezcla de ©plantas homozigotodas,
heterozigotodas y negativas. Todas Las familias de
progenie R4 sumihistraron los resultados esperados con
base en el ensayo PCRTM en R3. Por lo tanto, los ensayos
con base en PCR™ suministran un método durable para

genotipiar plantas en cuanto a zigocidad.
EJEMPLO 4

Este ejemplo ilustra las secuencias de ADN
flanqueadas en los extremos 5" y 3° del inserto en un

evento de algoddén MON15985.

E1l ADN de MONi5985 fue extraido de tejido de hojas
que fueron congeladas en nitrégeno liquido y molidas
hasta un polvo fino usando un mortero y un martinete.
Aproximadamente 1 g del tejido de hojas molido fue
transferido a un tubo centrifugo de 13 ml y una carga de

extraccién de 6 ml [2,5 ml de carga de extraccidén de
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ADN (350 mM de sorbitol, 100 mM de Tris pH 7,5 mM EDTA
0,38% (P/v)de bisulfito de sodio), 2,5 ml de carga de
lisis de ntcleo (200mM Tris pH 7,5, 50 mM EDTA, 2 M NaCL,
2% (p/v) CTAB), y un ml de sarcosil [5% (p/v) en
solucién)]las muestras fueron incubadas a 65° C durante
aproximadamente 35 minutos. Cuatro y medio mililitros de
cloroformo: alcohol isoamilo [24:1 (v/v)] a temperatura
de cuarto fueron agregados a las muestras. La suspensioén
fue mezclada durante 2 o 3 minutos, y las dos fases
fueron separadas por centrifugacién durante 15 minutos a
~ 2000 x g a 4° C. La capa acuosa (superior) fue removida
y colocada en un tubo centrifico de 13 ml. Cinco
mililitros de 100% de isopropanol fueron agregados, y los
tubos fueron mezclados por inversién para precipitar el
ADN. E1 ADN precipitado fue bobinado en un tubo de micro
fuga que contenia 500 pl de 70% de etanol. El1 ADN fue
convertido en pepitas en un micro fuga a una velocidad
maxima (14000 rpm) durante 2 minutos. El1 ADN fue secado y
disuelto en carga de TE en una refrigeradora 4° C durante

la noche.

El ADN tomado del control DP50 fue extraido a partir
del tejido de semilla. E1 ADN de la semilla fue aislado

por medio de procesar la semilla hasta convertirla en
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polvo fino usando un mezclador disponible comercial.
Aproximadamente 2 g de la semilla procesada fue
transferido a un tubo cénico de 50 ml, y ~ 16 ml de carga
de extraccién de CTAB [1,5% (p/v)CTAB, de 75 mM Tris pH
8,0, 100 mM EDTA pH 8,0, 1.05 M de NaCL. Y 0,75% (p/V)
PVP (MV 40000)] fueron agregados a la semilla procesada.
Las muestras fueron encubadas a 65° G durante
aproximadamente 30 minutos con mezclado intermitente vy
luego se les permitié enfriarse a temperatura de
ambiente. Un volumen igual de(~ 15 ml) de cloroformo a
temperatura ambiente: alcohol isocamilo [24:1(p/v)] fueron
agregados a las muestras. La suspensiéon fue mezclada
durante cinco minutos, y las dos fases fueron separadas
por centrifugacién a ~16000 x g durante 5 minutos a
temperatura ambiente. La capa acuosa 8superior) fue
removida y colocada en un tubo cénico de 50 ml limpio.
Aproximadamente 1 /10 en volumen (~1,5 ml) de carga de
CTAB al [10%(p/v)CTAB Y 0,7 M NaCL] y un volumen igual de
cloroformo: alcohol iscamilo [24:1 (v/v) ] fueron
agregados a la fase acuosa, 1 cual fue entonces mezclada
por inversidén durante 5 minutos. Las muestras fueron
centrifugadas a ~16000 x g durante 5 minutos a
temperatura ambiente para separar las fases. La fase

acuosa (superior) fue removida, mezclada, con un volumen

% %
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igual (~15 ml) de carga de precipitacién CTAB [1% (p/vV)]
CTAB, 50mM Tris pH 8,0 y 10 mM EDTA pH 8,0] y se les
permitié permanecer a temperatura ambiente durante
aproximadamente 1 hora. Las muestras fueron centrifugadas
a ~10000 x g hasta volverlas pepitas del ADN, el sobre
nadante fue decantado, y las pepitas fueron disueltas en
aproximadamente 2 ml de TE de alta sal[l0 mM Tris-HCL pH
8,0, 10 mM EDTA pH 8,0 y 1 M NaCL] por medio de incubar a
37° C con un batido suave durante aproximadamente 2 horas
o por medio de asentarlo en un refrigerador a 4% C
durante la noche. La centrifugacién fue llevada a cabo ~
23000 x g para peletizar cualquier impureza remanente. El
sobre nadante fue removido, colocadoc en un tubo de 15 ml
limpio, y aproximadamente 1/10 en volumen (~150 pl) de 3M
NaOAc, pH 5,2, Y 2 volumenes (~4 ml relativo al sobre
nadante) de 100% de etanol fueron agregados al
precipitado de ADN. El precipitado de ADN fue bobinado
dentro de un tubo micro fuga que contenia aproximadamente
1 ml de 70% de etanol. E1 ADN fue peletizado en un micro
fuga a velocidad méaxima (14000 rpm) durante 5 minutos
secado, y redisuelto en TE, pH, 0 en un refrigerador a 4°

C durante la noche.
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E1 ADN de cada uno DP50 y MON15985 fue cuantificado
antes de la iniciacién del estudio dentro del estudio
para el cual ellos fueron derivados. La cuantificacién
del ADN fue conducida usando un Fluorometro Hoefer DyNA
Quant 200 usando un marcador de tamafio molecular IX de
Boehringer Mannheim como un estandar de calibracidén de

ADN.

El analisis PCR de la secuencia gendémica de flanqueo
del extremo 5° del inserto que codifica 1la proteina
cry2Bb en el evento de algodén MON15985 fue llevada a
cabo usando un cebador derivado de 1la secuencia de
flanqueo genémico de 5° apareada con un segundo cebador
localizado en el inserto de ADN cercano al extremo 5" en
la secuencia de promotor CaMV 35S mejorada, abarcando una
regién de 1894 (SEC ID NO:26 Y SEC ID NO:27. El analisis
PCR para la secuencia gendémica que flanquea el extremo 3°
del inserto que codifica la proteina cry2Ab en el
evento de algodén MON 15985 se condujo utilizando un
iniciador localizado en la secuencia de poliadenilacién
NOS 3’ cerca al extremo 3° del inserto pareado con un
sequndo iniciador derivado de la frecuencia de flanqueo
genémico 37, que abarca una regidén de 763 bp (SEC ID

NO:28 Y SEC ID NO:29).
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Los analisis PCR fueron conducidos usando ADN
genémico del evento de algoddén MON15985 o de la linea de
algodén transgénica DP50. El analisis PCR fue conducido
usando 35 a 50 ng del evento de algodén MON15985 o la
linea no transgénica DP50 de la plantilla ADN gendmica en
una reaccién en volumen de 50 pl que contenia una
concentracién final de 1,5 mM Mg?", 0,2 upM de cada
cebador, 200 pM de cada Dntp, Y ,5 unidades de platino de
polimeraza de ADN Tagq (Gibco BRL). Las reacciones para
el extremo 5° del inserto fueron llevadas a cabo bajo las
siguientes condiciones de ciclado:1 ciclo a 94° C a
durante 3 minutos ; 35 ciclos de 94° C durante 1 minuto,
56°C durante 1 minuto, 72°C durante 2 minutos; un ciclo
de 72°C durante 10 minutos. Las reacciones para el
extremo 3° del inserto fueron llevadas a cabo bajo las
siguientes condiciones de ciclado: 1 ciclo a 94°C durante
3 minutos; 35 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 53°C
durante 1 minuto, 72°C durante 45 segundos; 1 ciclo a
72°C durante 10 minutos. Los productos PCR fueron
separados en un gel de agarosa al 1,0%. La electroforesis
fue conducida durante aproximadamente 1,5 a 2 horas a 100

V y visualizado por el estafiado de bromuro de etidio.
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Los productos PCR de 1los tamafios esperados que
contenian las secuencias de flanqueado de los extremos 5°
y 3° del inserto que codifica la proteina CryZAb en el
evento de algodén MON15985 generado con dos pares de
cebadores fueron aislados por electroforesis de gel de 20
nl de los productos PCR sobre geles de agarosa al 1,0%.
Los productos de PCR que representan las secuencias de
flanqueado 5° o 3° fueron cortadas a partir de un gel y
purificadas wusando un kit QIAquick Gel Extraccidn
(Qiagen)seguido por el procedimiento suministrado por el
fabricante. Para ambos analisis, 1los productos PCR
purificados fueron entonces secuenciados con cebadores
PCR usando la quimica de tintura determinacién. Debido a
la longitud de los productos PCR, el secuenciado fue
llevado a cabo tanto con los cebadores usados para
generar los productos lo mismo que cebadores disefiados

internamente a la secuencia amplificada.

Los anélisis PCR fueron llevados a cabo sobre ADN
genémico extraido del evento de algodén MON15985 y la
linea de algodén no trasgénico DP50 para verificar las
secuencia de flanqueado de ADN de los extremos 5" y 3°
del inserto en el evento de algodén MON15985. La reaccidn

de control no contenia ninguna plantilla de ADN lo mismo
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que la reaccién contenia un ADN de algodén no transgénico
DP50 que no genero un producto PCR como se esperaba. El
andlisis PCR del evento de algodén MON15985 en el ADN
generé el producto de tamafio esperado de 1984 Dbp
representando la secuencia de flanqueo 5° y una porcidn
del extremo 5° en el inserto que codifica la proteina

Cry2Ab.

La reaccién de control no contenia una plantilla de
ADN lo mismo que la reaccidén que contenia el ADN de
algodén no transgénico DP50 que no generd un producto PCR
como se esperaba. El andlisis PCR del evento de algoddn
MON15985 ADN generé el producto de tamafio esperado de 763
bp representando la secuencia de flanqueo 3° y una
porcién del extremo 3° del inserto. Estos resultados
demostraron que un tamafio predicho del producto PCR es
generado desde ambos extremos del inserto que codifica el

Cry2Bb en el evento de algodén MON15985.

La secuencia de consenso representando la secuencia
de ADN gendmica de algoddn que flanquea el extremo 5° del
inserto, io mismo que el ADN en el extremo 5° del
inserto, esta representada por la sec id no:11. Los datos

de secuencia de consenso del 5° contienen 1877 bp de ADN
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que flanquea el inserto seguido por 390 bp de la
secuencia del inserto que contienen el promotor CaMV 35S
mejorado. Pares de base 362-750 muestran homologia en el
ADN de cloroplasto. La secuencia de consenso dque
representa la secuencia gendmica de algodédn que flangquea
el extremo 3° del inserto, lo mismo que el ADN en el
extremo 3° del inserto, se representa por la SEC 1ID
NO:12. Los datos de secuencia de consenso 3° contienen
349 bp de la secuencia de inserto que contiene el extremo
3° del NOS de la secuencia de poliadenilacién 3" y la
secuencia de polienlazador seguida por 1012 bp de ADN de
algodén genémico que flanquea el inserto. Las secuencias
de consenso reportadas 5° y 3°° presentadas aqui son la
combinacién de reacciones de secuenciado multiple y son
mé&s cortas que aquellas de los productos PCR usados para
generar las secuencias. Estos datos delinean los extremos
5 y 3° del inserto en el evento de algodédn MON15985 vy
muestran el ADN que inmediatamente flanquea el inserto en

ambos extremos.

Estos datos demuestran que el evento de algoddn
MON15985 contiene un inserto de ADN uUnico gque contiene
(1) una secuencia que codifica UidA (GUS) regulada por el

promotor 35S CaMV mejorado (carente aproximadamente de
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260 bp en el extremo 5°) y la secuencia NOS 3° de
poliadenilacién; y (2) una secuencia de codificacidén que
codifica el Cry2Ab regulado por el promotor 35S CaMV
mejorado y la secuencia de poliadenilacién NOS 3" (figura
1). E1 PCR y los analisis de secuencia llevados a cabo en
este ejemplo confirman que la secuencia de los extremos
5 y 3° del inserto que codifica el Cry2Rb en el evento
de algodén MON15985, y que verifica la secuencia del ADN

genémica que flanquea los extremos 5° y 3° del inserto.

EJEMPLO 5

Este ejemplo ilustra las caracteristicas fisicas de
las secuencias que flanquean el evento de algodén
MON15895, y caracteriza la naturaleza y la localizacidn
fisica de las secuencias adicionales del ADN dque
flanquean los extremos 5° y 3° del ADN insertado en el
evento de algodén MON15985. E1 ADN gendmico fue analizado
por medio del secado Southern para determinar el numero
de eventos de insercidén, el numero de copias del ADN
insertado, la integridad de los promotores insertados,
las regiones de <codificacién, y 1las secuencias de
poliadenilacién, y la presencia o ausencia de secuencias

de estructuras de plasmidos. Todos los analisis fueron
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llevados a cabo tanto con la linea de algoddén DP50B
(control) y con el evento producido MON15985 novedoso
para caracterizar el ADN insertado novedoso. En adicidn,
la secuencia de flanqueo del extremo 5° y del 3" “insert-
a plant uniones” inserto a plantas” (previamente
determinadas por el Genome Walking)fueron confirmadas por

el PCR.

El plasmido PV-GHBK1l, el plasmido de fuente, sirvid
como la sustancia de referencia principal en estos
analisis. El1 plasmido, mezclado con ADN de la sustancia
de control DP50 fue usado como un indicador de tamafio y
un control de hibridizacién positivo en el andlisis de
secado Southern. Adicionalmente, los marcadores de tamafio
molecular de Boehringer Mannheim [Molecular Weight
Markers II(23,1 Kb -0,6Kb) y IX (1,4 Kb-0,072 Kkb),
catalogo # 236 250 y # 1449 460, respectivamente] y Gibco
BRL [High Molecular Weight DNA Marker (48,5 Kb-8,3 Kb) y
de escalera de 100 bp (2,1 Kb-0,1Kb), catalogo # 15618-
010 y # 15628-019, respectivamente] fueron usados para

las estimaciones de tamano.

El ADN gendémico del evento de algodén MON15985

protegido contra insectos fue digerido con una variedad
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de enzimas de restriccién y sometido a un andlisis de
hibridizacién de secado Southern para caracterizar la
codificacién ADN del Cry2Ab y el GUS integrado dentro del

genoma del DP50B.

El1 ADN extraido del tejido de hoja fue utilizado
para todos los an&dlisis de este ejemplo excepto para
aquellas muestras no transgénicas sobre la totalidad del
cartucho de gen iudA en el ensayo de secado probado con
la prueba de secuencia de poliadenilacién NOS 3° que fue
aislado de acuerdo con el método de Rogers y Bendich
(1985). El1 tejido de hoja fue congelado en nitrdgeno
liquido y molido en polvo fino usando un mortero y un
martinete. Aproximadamente 1 g del tejido de hoja molido
fue transferido a un tubo centrifugb de 13 ml que
contenia 6 ml de la carga de extraccién [2,5 ml de carga
de extraccién ADN (350 mM de Sorbitol, 100mM Tris pH
7,5, 5 mM EDTA), 2,5 ml de carga de lisis de nucleo (200
mM Tris pH 7,5, 50 mM EDTA, 2 M NaCL, 2% CTAB), y 1 ml de
sarcosil (soluciénal5%)]. Las muestras fueron incubadas a
65°C durante aproximadamente 30 minutos con mezclado
intermitente. Cuatro y medio milimetros de una mezcla de
cloroformo: alcohol 1isocamilo (24:1) a temperatura

ambiente fueron agregadas a las muestras. La suspensiodn
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fue mezclada durante 2 a 3 minutos, y las dos fases
separadas por centrifugacién durante 15 minutos a ~ 100 x
g a 4°C. La capa acuosa (superior) fue removida usando
una pipeta de transferencia y colocada dentro de un tubo
centrifugo de 13 ml. Cinco mililitros de 100% de
isopropanol fueron agregados, y los tubos fueron
mezclados por inversién para precipitar el ADN. EIl
precipitado de ADN fue peletiado por centrifugacidén a
~1000 x g durante 5 minutos a 4°C. Las pepitas fueron
lavadas con aproximadamente 1 ml de etanol al 70% y
centrifugadas durante 5 minutos adicionales a més o menos
100 x g a 4°C. Al ADN se le permitidé cercarse a

temperatura ambiente y fue redisuelto en TE a 4°C durante

la noche.

E1l ADN genémico purificado fue cuantificado usando
un Fluorémetro Hoefer DyNA Quant™ 200 (San Francisco, CA)
con un marcador IX de peso molecular Weight Marker usado

como estandar de calibracidn.

Aproximadamente 101 de ADN genémico para el ensayo y
las lineas de control fueron usados para digerir la
enzima de restriccién. Durante la noche la digestidén fue

llevada a cabo a 37°C de acuerdo con los fabricantes de
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protocolo segun volumen total de 500 pl usando 100
unidades de enzima de restriccién. ARlgo de la digestidn
de control fue anulados con 5 o 10 pg de PV-GHBK11l. Todas
las enzimas de restriccién fueron compradas de Boehringer
Mannheim. Después de la digestién las muestras fueron
precipitadas agregando un volumen de 1/10 (~50 pl de
NaORc a 3M Y 2 volumenes(~1 ml en relacién con el volumen
de digestién original) de etanol al 100%, seguido por
incubacién a menos 20°C durante por lo menos una hora. El
ADN digerido fue pelletiado por centrifugacidén, lavado
con etanol al 70%, secado al vacio durante 10 a 20
minutos, y redisuelto a temperatura ambiente sea en agua

o en TE.

Los ADN digeridos fueron separados sobre 0,8% de
geles de agarosa en una carga de TBE 1X. Una gran corrida
y una corrida corta fueron llevadas a cabo para cada
analisis de secado Southern. La corrida larga facilita
mayormente la resolucién de un ADN de peso molecular alto
mientras que la corrida corta asegura que todos los ADN
de peso molecular pequefio fueran retenidos sobre el gel.
Las corridas tanto larga como corta involucraron una
electroforesis de 4 a 6 horas a entre con 80-85 V y una

corrida durante la noche (9 a 15 horas) a 35 38 w.

1264
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Después de la electroforesis, los geles fueron lavados
con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio durante 20 a 30

minutos y fotografiados.

El ADN del plésmido PV-GHBK11l fue aislado durante la
noche con cultivos de E. coli. Las plantillas de prueba
homélogas a la regién de codificacidédn cry2AB, regidn de
codificacién uidA, el promotor CaMV 35S mejorado, la
secuencia de poliadenilizacién NOS 3° y la regidn
completa de estructura fueron preparadas por PCR usando

el PV-GHBK1l como plantilla.

Aproximadamente 25 ng de cada plantilla de prueba,
excepto de la de secuencia de poliadénilizacién NOS 37,

fueron marcadas con °’p-dCTP usando un método de cebador

aleatorio (RadPrime ADN Labeling System, Life
Technologies). La secuencia de poliadenilizacién NOS 3°
fue marcada usando PCR con una plantilla NOS 3° (15 ng),

los cebadores especificos NOS 3° (0,25 upuM), 1,5,mM MgCL.
3 uM dATP, dGTP, y dTITP, 100 pCi de **P-dCTP y 2,5
unidades de polimeraza de ADN Tag en un volumen final de
20 pl. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes:
1 ciclo a 94°C durante 3 minutos; 5 ciclos a 94°C durante

45 segundos, 55°C durante 30 segundos, y 72°C durante 1
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minuto;1 ciclo a 72°C durante 10 minutos. La probeta
radio marcada fue purificada wusando una columna de

Sefadex G-50 (Boehringer Mannheim) .

Los analisis de secado Southern (Southern, 1975)
fueron llevados a cabo estableciendo procedimientos,
generalmente Maniatis Fritsch Sambrook (Cold Spring
Harbor). Seguido de 1la electroforesis, el gel fue
incubado en una solucién de depurinizacién (0,125 N HCL)
durante ~10 minutos seguido por una solucidn
desnaturalizante 8°,5 M NaCH, 1,5 M NaCL) durante
aproximadamente 30 minutos, y luego una soluciédn
neutralizante (0,5 M Tris-HCL pH 7,1,5 M NaCL) durante
aproximadamente 30 minutos. E1 ADN de los genes de

agarrosa fue transferido a membranas de nailon Hybond-N™

(Amersham) usando un Turboblotter™ (Schleicher &
Schuell). E1 ADN se le permitié transferirse durante 4
horas durante la noche (en 20X SSC) y reticulado

covalentemente con la membrana con un UV Stratalinker™
1800 (Stratagene) posesionado par autoreticulacién. Los
secados fueron prehibridizados en un promedio de 2 horas
en Una solucién acuosa de 0,5 M de fosfato de sodio 7%
spsS (p/v), y 0,1 mg/ml DE tRNA de E. Coli. La

hibridizacién con la probeta de radio marcada fue llevada

-+
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a cabo en una solucién fresca de pre hibridizacidn
durante 14 a 21 horas aproximadamente 65°C. Las membranas
fueron lavadas aproximadamente 4 veces en una solucién
acuosa de 0,1! (p/v) SDS y 0,IX SSC durante intervalos de
15 minutos a 65°C. Las exposiciones multiples de los
secados fueron generados usando Kodak Biomax MS™ film en
conjunto con una pantalla de intensificacién Kodak Biomax
MS™ . Los secados fueron cortados por medio de incubar el
secado con una SDS al 0,1% (p/Vv) hirviendo y

permitiéndosele enfriar a temperatura ambiente.

El numero de inserto(el numero de sitios de
integracién del ADN transgénico introducido novedosamente
en un genoma de algodén) fue evaluado. El ensayo y el ADN
de control fueron digeridos con la enzima de restriccidn
Scal, la cual no fractura dentro del segmento de ADN
usado para la transformacién. Esta enzima 1liberdé un
segmento que contenia el ADN insertado y adyacente al ADN
genémico de la planta. Las muestras de la corrida corta
del plésmido DP50 fueron también digeridas coN Xbal para
linearizar el pléasmido. El1 secado fue probade con la

referencia plasmido PV-GHBKI11.
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El numero de copias del cartucho de
transformacién insertado dentro de cada locus fue
determinado por la digestién del ADN gendmico de ensayo
con la enzima de restriccién SphI, una enzima que corta
soio una vez en el segmento del ADN lineal usado para
generar el evento. El secado fue probado con el plasmido

de referencia PV-GHBK1ll1l.

La integridad de la regién de codificacidn
cry2Bb fue determinada por la digestién con una enzima de
restriccién, NcolI, que fractura en los extremos 5" y 3°
de la regién de codificacién cry2Ab. El1 secado fue
probado con la longitud completa de 1la regidn de

codificacibébn cry2Ab.

La integridad del cartucho de codificacidn
cry2Ab (el promotor CaMV 35S mejorado, la regién de
codificacidn cry2Bhb, Y la secuencia de
poliadenilizacién NOS 3°) fue accesada por digestidén con
la enzima de restriccién BamHI que fractura en los
extremos 5° y 3° de los cartuchos cry2Ab. El secado fue

probado secuencialmente con cada elemento del cartucho.
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La secuencia e las uniones ADN gendémica 1inserto a
planta 5° y 3° fueron determinadas como se describid
anteriormente usando el kit Clontech’s Universal Genome
Walker™ . Los cebadores fueron disefiados para verificar
estas uniones por PCR. La unién 5° fue verificada usando
un cebador disefiado para la secuencia de flanqueo
genémico 5° apareada con un segundo cebador en el
promotor CaMV 35S mejorado del gen uidA. La unidén 37 fue
verificada usando un cebador disefiado par la frecuencia
del flanqueo gendémica de 3° con un segundo cebador
localizado en el gen cry2Ab.Los PCR fueron conducidos
usando 100 ng de ADN gendémico de hoja (1 a 2 pl) como una
plantilla, 10 pmol de cada cebador 81 pl cada uno), y PCR
Supermix (Gibco BRL cat nO. 10572-014) en un volumen de
reaccioén de 25 pl. La amplificacién de las reacciones fue
llevada a cabo bajo las siguientes condiciones de
ciclado: 1 ciclo de 94°C durante 3 minutos; 30 ciclos de
94°C durante 30 segundos, 55°C durante 1 minuto, 72°C
durante 2 minutos; 1 ciclo de 72°C durante 4 minutos. Los
productos PCR fueron separados sobre un gel de agarosa al
1% en TAE al 1X y visualizados por manchado con bromuro

de etidio.
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La integridad de la regién de codificacidén uidA
fue determinada por la digestién con las enzimas de
restriccién EcoRI y BglII que fractura en los extremos 5°
y 3° de la regién de codificacién uidA, respectivamente.
El secado fue probado con la longitud completa de la

regién de codificacidén uidA.

La integridad del cartucho uidA (promotor CaMV 338
mejorado, regién de codificacién uidA, y secuencia de
poliadenilizacién NOS 3°) fue accesada por digestidn con
las enzimas de restriccién de BamHI, y SphI que fracturan
en los extremos 5° y 3° con el cartucho uidA. El secado
fue probado secuencialmente con cada elemento del

cartucho.

La regién de estructura principal del plasmido esta
definida como el fragmento de restriccién KpnI de PV-
GHBK1l que no fue usado para transformar la planta. Este
consiste de un origen bacterial de replicacién, ori-pUC,
y el gen nptII bajo el control de un promdtor bacterial.
Para confirmar la ausencia de la estructura principal, el
ADN genémico fue digerido con la enzima de restriccidn
Kpnl y probado con la longitud completa de la regidn de

estructura principal.
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Las muestras de ensayo y de ADN de control fueron
digeridas con Scal. El ADN de control DP50 partid con PV-
GHBK11l que también fue digerido con Scal. Ya que el Scal
no fractura dentro del pléasmido, una segunda enzima, Xbal
fue agregada para linearizar el plésmido. El plasmido fue
linearizado para facilitar la migracién a través del gel
para servir como un estimador de tamafio preciso. E1l
secado fue probado con PV-GHBKll radiomarcado (figura 1),
la fuente de pléasmido para el segmento de ADN lineal
usado en la transformacién. La corrida larga de DP50 no
produjo ninguna banda de base detectable. El plasmido PV-
GHBK11 mezclado con la corrida corta DP50 produjo la
banda de tamafio esperado en aproximadamente 8,7 KB, el
tamafio del plasmido completo sin ninguna banda adicional.
Las corridas larga y corta de DP50B produjeron dos bandas
aproximadamente 22 Kb y 15 Kb (muy desvanecidas). Ya que
estas bandas estidn presentes en ambos eventos MON15985 Y
EL DP50B (MON531) de control ellos estéan considerados
como bandas de fondo o de antecedente asociados con el
evento MON531. Los MON15985 1largo y corto cada uno
producido sobre una banda no presente en ninguno de las
pistas DP50 O DP50B en aproximadamente 9,3 Kb. Estos

resultados sugieren que el evento MON15985 del algoddn

\T:_g_.‘:f_
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contiene un segmento de ADN integrado localizado sobre un

fragmento de restriccién Scal y 9,3 Kb.

El ADN gendémico aislado del MON15985, DP50B, DPS50
(control no transgénico) Y dp50 mezclado con un pléasmido
PV-GHBK11l, ADN fueron digeridos con SphI. El1 secado fue
probado con PV-GHBK11l,el plasmido fuente para el segmento
de ADN lineal usado en esta transformacidén. La corrida
larga DP50 no produjo ninguﬁa banda antecedente
detectable. El plésmido PV-GHBK11 mezclado con DP50 en la
corrida corta produjo las bandas de tamafio esperado en
3,9 v 4,8 Kb; una banda diluida adicional en 8,7 Kb en la
pista 5 es presumiblemente debida al ADN de plasmido no
digerido. Las corridas larga y corta del DP50B produjeron
tres bandas en aproximadamente 6,4, 8,3, y 8,6 Kb. Ya que
estas bandas estadn presentes en ambos eventos MON15985 y
el DP50B de control ellos son considerados como bandas
antecedentes asociados con el evento MON531. Las corridas
larga y corta de MON15985 cada una produjo dos bandas no
presentes en las pistas DP50 O DP50B en aproximadamente
2,3 Kb y 3,5 Kb. Debido a que la enzima SphI corta
solamente una vez dentro del cartucho de transformacidn,

el resultado sugiere que el MON15985 contiene una copia
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del ADN integrado que produce estos dos fragmentos de

restriccidén.

El1 ADN del ensayo, controles y control mezclado con
el plasmido PV-GHBK1l ADN fue digerido con Ncol para
liberar la regién de codificacién cry2Ab y accesar el
estar intacta. El secado fue probado con una regidén de
codificacién cry2Ab de longitud completa. Como se espero,
la corrida larga de control no transgénico DP50 y las
corridas larga y corta de control DP50B no detectables no
mostraron ninguna banda de hibridizacién detectable. El
plédsmido PV-GHBK1l mezclado con DP50 en la corrida corta
produjo la banda esperada en aproximadamente 1,9 Kb que
corresponde a la regidn de codificacién cry2Ab completa.
Tanto las corridas larga y corta del MON15985 también
produjeron una banda de 1,9 Kb que corresponde al tamano
esperado de una regién de codificacién cry2Ab intacta.
Este resultado establece que el evento MON15985 contiene
la regién de codificacién CRY2Ab intacta sin ningun

fragmento detectable adicional.

El ADN de 1los ensayos, 'y control mezclado con
plasmido y con ADN de pléasmido PV-GHBK11l fue digerido con

BamHI el cual liberé la codificacién de cartucho completa

35
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Cry2Bb (por ejemplo la regidén de codificacién cry2Ab, el
promotor CaMV 358 mejorado, \% la secuencia de

poliadenilizacién NOS 37).

El secado fue probado con la regién de codificacidn
cry2Ab de longitud completa. La corrida larga de control
no transgénico DP50 y la corrida larga y corta del DP30B
no usaron ningunas bandas de hibridizacién detectables.
El plasmido PV-GHBK1ll mezclado con el DP 50 en la corrida
corta produjo la bandé esperada de 3,2 Kb que corresponde
a la codificacién Cry2Bb completa del cartucho. Tanto las
corridas corta y larga del MON15985 produjo una banda en
aproximadamente 4,0 Kb. Este resultado indica que el
extremo 3° del cartucho de transformacién perdid el sitio
de restriccién BmHI en el genoma de algoddén. La secuencia
3° de la unidén inserto a planta, previamente determinada
por el genoma caminante, fue verificada por el analisis
PCR. 66 pares de base el extremo 3° del cartucho de
transformacién fueron mostrados como que habian sido
eliminados, incluyendo el sitio BamHI. Los nucledtidos
eliminados no incluyen ninguno de la secuencia de
poliadenilizacién NOS 3° asociada con el cartucho de
codificacién Cry2Ab, pero solamente con el ADN de enlace.

Estos resultados establecen que el cartucho de

X
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codificaciébn Cry2Ab estd intacto. No hay cartuchos
parciales derivados de esa codificacién Cry2Ab que fueran

detectados.

E1l secado usado anteriormente fue cortado \%
reprobado con el promotor CaMV 35S mejorado de longitud
completa. La corrida larga de DP50 no produjo ninguna
banda antiantescedente detectable. E plésmido PV-GHBKL1
mezclado con DP50 en la corrida corta produjo las bandas
de tamafio esperadas en 5,5 y 3,2 Kb con ninguna banda
adicional detectable. La corrida larga y corta de DP50B
produjeron cinco bandas en aproximadamente 4,4, 5,3, T 5y
9,4, y 22Kb. Ya que estas bandas estan presentes tanto en
el evento MON15985 y en el de control DP50B son
consideradas como bandas antecedentes asociadas con el
evento MON531. Los ensayos largos y cortos del MPN15985
ambos produjeron una banda en aproximadamente 4,0 Kb que
no estaba presente ni en el DP50 ni en la pista DPS50B.
Esto corresponde al fragmento predicho para el cartucho
de codificacién Cry2Ab dado el resultado obtenido con la
probeta de regién de codificacién cry2Ab. Una segunda
banda en las pistas de MON15985 resultaron d ela
hibridizacién al promotor CaMV 35S mejorado asociado con

el cartucho de codificacién UidA (GUS) que estaba
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predicho pero no aparente en las pistas de prueba. Los
resultados de la prueba de secuencia de poliadenilizacidn
Nos 37, discutida mas abajo demuestra que el promotor
CaMV 35S mejorado o la secuencia de este promotor
asociada con el cartucho de codificacién UidA esta
presente, pero la manga 4,4 Kb co migra con una banda de
antecedente 4,4 Kb y no es aparente. Ningun promotor

extrafio fue detectado.

El secado usado anteriormente fue recortado y
reprobado con la secuencia de poliadenilizacidén NOS 3" de
longitud completa. La corrida larga DP50 no produjo
ninguna banda trasfondo detectable. El plasmido PV-GHBKIl1
mezclado con la corrida corta DP50 produjo las bandas de
tamafio esperadas en 5,5 y 3,2 Kb sin ninguna banda
adicional detectable. La corrida larga y corta DP50B
produjo una banda en aproximadamente 1,2 Kb. Ya que esta
banda esta presente tanto en el evento MON15985 como en
el DP50B de control es considerado como un antecedente
asociado con el evento MON531. Los ensayos las corridas
larga y corta MON15985 cada una produjeron dos bandas que
no estaban presentes en el DP50 o en las pistas DP50B o
en aproximadamente 4,0 y 4,4 Kb. La banda 4,0 Kb

corresponde al fragmento predicho para el cartucho de
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corta DP50 produjo la banda esperada de aproximadamente
1,9 Kb que corresponde a la regién de codificacidn
completa uidA. Tanto la corrida larga como corta del
evento MON15985 ADN también produjo una banda de 1,9 Kb
que corresponde al tamafic esperado de una regién de
codificacién uidA intacta. Este resultado establece que
el evento MON15985 contiene la regién de codificacidn

uidA intacta, sin ningin fragmento adicional detectado.

El ADN de la sustancias de ensayo y control fue
digerido con BamHI y Sphl para liberar el cartucho uidA
completo (por ejemplo la regién de codificacidén uida, el
promotor CaMV 35S mejorado, y la secﬁencia de
poliadenilizacidén NOS 3f). El pléasmido PV-GHBK1l fue
digerido con Pstl y corrido en muestras de corrida corta
DP50 después de la digestién (excepto para el secado de
prueba de secuencia de poliadenilizacién NOS 3" el cual
el pléasmido fue digerido con BamHI y SphI). Esto fue
hecho para mostrar el tamafio de un cartucho uidA de

longitud completa e intacta.

El secado fue probado con la regidén de codificaciodn
uidA de longitud completa. Como se esperaba, la corrida

larga de control no transgénico DP50 y las corridas larga
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y corta DP50B de control no mostraron ningunas bandas de
hibridizacién detectables. El plasmido PV-GHBK1l mezclado
con la corrida corta DP50 produjo la banda esperada de
2,8 Kb que corresponde al cartucho uidA completo. Tanto
las corridas larga y corta del MON15985 produjo una banda
de aproximadamente 2,5 Kb. Este resultado indica que una
porcién del cartucho uidA no estaba presente. La unidn
inserto a planta 5° previamente determinada por el génoma
caminante, fue verificada por analisis PCR. Esto habia
demostrado previamente que 284 bp de la porcibébn 5 del
cartucho de transformacién fueron eliminados. Estos
resultados establecen que el cartucho uidA le falta
aproximadamente 260 bp de la secuencia de promotor 57 vy
24 bp del ADN polienlazado derivado para el sitio de
clonacién multiple del plésmido. Odell et al. (1985)
mostré6 que tal determinacién no debe afectar la
iniciacién de trascripcién precisa. Ningun cartucho
adicional parcial uidA fue detectado con la probeta de

regién de codificacidén uidA.

El secado usado anteriormente fue cortado y
reprobado con el promotor CaMV 35S mejorado De longitud
completa. La corrida larga DP50 no produjo ninguna banda

de antecedentes. El pléasmido PV-GHBK1l mezclado con la
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corrida corta DP50 produjo las bandas de tamafio esperado
en 1,5 y 2,8 Kb sin ninguna banda adicional detectada.
Las corridas larga y corta DP50B produjeron 5 bandas en
aproximadamente 4,3, 4,6, 5,0, 6,6, y 8,5 Kb. Ya que
estas bandas estan presentes tanto en el evento MON15985
Yy €en el control DP50B son consideradas como bandas
antecedentes asociadas con el evento MON531. los ensayos
o corridas larga y corta MON15985 cada una produjeron dos
bandas de aproximadamente 2,5 Y 1,0 Kb no presentes en
las pistas DP50 o DP50B. La banda 2,5 Kb corresponde al
fragmento pre dicho para el cartucho uidA. La banda de
1,0 Kb resulta del promotor CaMV 35S mejorado asociado
con el cartucho de codificacién Cry2Ab. Ningun promotoir

extrafio fue detectado.

El secado fue probado <con la secuencia de
poliadenilizacién NOS 3° de longitud completa. La
corrida larga de DP50 no produjo ninguna banda de
antecedente detectable. El plédsmido PV-GHBK1ll mezclado
con la corrida corta DP50 produjo las bandas de tamario
esperadas en 3,8 y 2,2 Kb sin ninguna banda adicional
detectada. En las corridas larga y corta del DP50B
produjeron una banda en aproximadamente 1,2 kb. Ya dque

esta banda esta presente tanto en el evento 15985 y en el

&
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de control DPS50B se considera como antecedente asociado
con el evento MONS531. Las corridas larga y corta MON15985
cada una produjeron dos bandas no presentes en las pistas
DP50 o DPS50B en aproximadamente 2,5 y 2,3 Kb. La banda
2,5 Kb corresponde al fragmento predicho para el cartucho
uidA. La banda de 2,3 Kb resulta de la secuencia de
poliadenilizacién NOS 3° asociada con el cartucho de

codificacién Cry2Ab.

Estos resultados confirman que el cartucho uidA le
falta aproximadamente 260 bp del extremo 5° del promotor

CaMV 35S mejorado pero de otra manera esta intacto.

E1l ADN gendémico aislado del evento MON15985, DP50B,
DP50 (control no transgénico)y DP50 mezclado con pléasmido
PV-GHBK11 ADN fue digerido con KpnI. El secado fue
probado con la secuencia de estructura completa. La
corrida larga DP50 no mostrdé ningunas bandas de
hibridizacién detectables. El pléasmido PV-GHBK1l mezclado
con el ADN DP50 produjo una banda del tamafio esperado de
2,6 Kb para la estructura completa. Las corridas larga y
corta DP50B produjeron una banda uUnica en aproximadamente
22Kb. Ya que esta banda esta presente tanto en el evento

MON15985 y en el de control DP50B se considera gque son
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antecedentes asociados con el evento MON531. Las corridas
larga y corta MON15985 contenian la banda de antecedente
22Kb sin ninguna hibridizacién adicional. Estos
resultados establecen que el evento MON15985 no contiene

ninguna secuencia de estructura de plasmido detectable.

El PCR fue llevado cabo sobre el ADN gendmico para
confirmar la unién inserto a planta en las secuencias en
los extremos 5° y 3° del inserto MON15985. Como se
esperaba, las muestras no transgénicas no llevaron a un
producto PCR en el conjunto cebador 5° ni 3° que fue
usado. La muestra DP50B usada como el controcl no produjo
productos con ningun par de cebador como se esperaba. Un
evento diferente preparado usando la misma construccidén y
seleccionando para la expresién de Cry2Ab, MON15813,
tampoco produjo productos cuando cualquier conjunto de
cebador fue usado. El1 ADN gendémico MPN15985 produjo los
productos de tamafio correcto cuando el extremo 5° usando
pares de cebador y el extremo 3° con pares de cebador.
Este anadlisis PCR confirmé que las secuencias de borde de

5" y 3" del MON15985.

El evento de algodén MON15985 protegido contra

insectos fue producido por una tecnologia de aceleracidn
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de particulas usando un segmento de ADN de KpnlI que
contiene un cartucho gque codifica Cry2Ab Y UidA. El
evento MON15985 contiene un inserto de ADN unico
localizado sobre un fragmento Scal en 9,3 Kb. Este
insecto contiene una <copia completa del cartucho
insertado el cual le falta aproximadamente 20 bp en el
extremo 5° del promotor CaMV 35S mejorado llevando la
expresién de la secuencia de codificacién UidA. E1 PCR
fue usado para verificar las secuencias de unién 5" y 3°
del inserto con el genoma dela planta lo mismo que el que
este intacto los extremos 5° y 3° del inserto. El evento
MON15985 no contienen ninguna secuencia de estructura d
pléasmido detectable  resultante del evento de
transformacién. Con base en las enzimas usadas en este
estudio, el patrén de restriccién del inserto cry2Ac no
ha cambiado por la 1insercién del ADN insertado dque

comprende la secuencia de codificacidén cryZ2Ab.

Asi, la SEC ID NO:14, SEC ID NO:15, SEC ID NO:lo,
SEC ID NO:17 Y SEC ID NO:18 y las secuencias que
comprenden estas secuencias, son diagnosticadas para la
insercién que dio lugar o nacimiento al evento MON15985

del algodén. Con referencia a 1la figura 1, estas

S
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secuencias se han referenciado con los numeros 2,4,6,9 y

11 respectivamente.

Todas las publicaciones y solicitudes de patentes
mencionadas en esta especificacién son indicativas del
nivel de experticio de aquellos versados en la materia al
cual esta invencién pertenece. Todas las publicaciones vy
solicitudes de patentes que se han incorporado aqui como
referencia al mismo grado que las publicaciones que cada
publicacién individual o solicitud de patente individual
fueron indicadas especifica o individualmente para ser

incorporadas como referencia.

Aunque la anterior invencién ha sido descrita en algun
detalle por via de ilustracién y ejemplo para propodsito
de claridad y entendimiento, es obvio que ciertos cambio
y modificaciones pueden ser practicados dentro del

alcance de las reivindicaciones adjuntas.

b
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REIVINDICACIONES
‘rl. Una planta de algoddén resistente a los insectos,
o partes de ella, la semilla de dicha planta de algoddn
que tiene depositada dentro que esta depositada con la
Bmerican Type Culture Collection bajo el numero de

deposito PTA-2516.

(igz)Una planta de algoddén resistente a los insectos,
o partes de ella en donde el ADN que tiene por lo menos
una secuencia nucleotida seleccionada a partir del grupo
de SEC ID NO:14, SEC ID NO.15, SEC ID NO:16, SEC 1ID
NO:17, y SEC ID NO:18 forma parte del genoma de la
planta.

/’“\

k\ij Una planta descendiente de la planta de algodén
resistente a los insectos de la reivindicacién 1 en donde
el ADN tiene por lo menos una secuencia de nucleétidos
seleccionados a partir del grupo de SEC ID NO: 14, SEC ID
NO:15, SEC ID NO:16, SEC ID NO:17, y SEC ID NO:18 forma

parte del genoma De la planta.
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\
"4, La semilla de una planta de las reivindicaciones

T 0 38,

el ™

v

5. Un método para producir ﬁna planta” de algodén

resistente a los insectos que comprende cultivar con una

(ﬁlahii/éé cualquiera de las reivindicaciones 1,2, o 3, y
\\~__,_.-/'

seleccionar progenie por medio de analizar al menos una
secuencia de nucleotidos seleccionada a partir del grupo

de SEC ID NO:14, SEC ID NO:15, SEC ID NO:16, SEC ID

NO:17, y SEC ID NO:18.

=

_@) Una secuencia de ADN aislada comprende la SEC ID

(
S
NO:14,1la SEC 1D NO.15, SEC ID NO:16, SEC ID NO:17, o SEC

ID NO:18.

\_7./ Una secuencia de ADN aislada comprende la SEC ID
NO:26,SEC ID NO:27, SEC ID NO:28, SEC ID NO:29, SEC 1ID
NO:30, SEC ID NO:31, SEC ID NO:32, SEC ID NO:33, SEC ID

NO:34, SEC ID NO:35, o SEC ID NO:36.

K?Z:ykl par de secuencias de ADN aisladas, cada una

comprende por lo menos 10 nucleétidos las cuales cuando

7
e e 5

\:T-._‘_______,_,_,_/—'"
ADN producen un diagnostico amplicon para MON15985.

se usan jgyt@gxen un procedimiento de amplificacién de ﬁ#L



85

. \_)

/

5\%/ El par de secuencias de ADN aisladas de la

reivindicacién 8 en donde cada una es escogida de la SEC

ID NO:11.

P
_K%E;> El par de secuencias de ADN aisladas de la
:\ —_—

reivindicacién 8 en donde cada una es escogida de la SEC

ID NO:12.

11. Un método para detectar la presencia de la
\_\__ ——— “-\ )
insercién de MON15985 Fn el tejido de algodén comprende:

(a) seleccionar un par de cebadores cada uno
comprende por lo menos 10 nucledétidos de la SEC
ID NO: o SEC ID NO:!2 en donde cada miembro del

par esta sobre lados opuestos de un diagnostico

de secuencia para dicha insercién MON15985;

(b) poner en contacto una muestra de dicho tejido

de algoddédn con dicho par de cebadores;
(c) llevar a cabo la amplificacién de ADN y

analizar para encontrar amplicon.

12. El método de la reivindicacién 11 en donde dicho par

de cebadores se selecciona a partir del grupo que
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consiste de SEC ID N0O:26,SEC ID NO:27, SEC ID NO:28, SEC
ID NO:29, SEC ID NO:30, SEC ID NO:31, "SEC ID NO:32, SEC

ID NO.33, SEC ID NO:34, SEC ID NO:35, y SEC ID NO:36.

13. Un método para detectar la presencia De la

insercién MON15985 en el tejido de algedén comprende.

(a) poner en contacto una muestra de dicho tejido

de algodén con una probeta de polinucledtidos

— 3

que hibridiza bajo condicionds de P Brimmedbn
extringente con uno o mas secuencias de ADN
seleccionadas a partir del grupo que consiste
de SEC ID NO:14, SEC ID NO:15, SEC ID NO:16,
SEC ID NO:17, y SEC ID NO:18. SEC ID

(b) Someter la muestra y la probeta a condiciones

de hibridizacién extringente;

(c) Analizar la hibridizacién_agnié probeta.

_-}5, Un kit de deteccidén de ADN que comprende unaf

probeta —de polinucledtidos que hibridiza baj&

condiciones de hibridizacidén extringente con una o

mas secuencias de ADN seleccionadas a partir del |

grupo que consiste de SEC ID NO:14, SEC ID NO:15,

SEC ID NO:16, SEC ID NO:17, y SEC ID NO:18. \
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15. Un kit de deteccién de ADN que comprende un par

de cebadores cada uno de los cuales comprende por

\
menos 10 nucledtidos de\la SEC ID NO:11, SEC ID NO:12,

\‘_._'___‘_____._._____'________——l

donde cada uno esta sobre lados opuestos de

diagnostico de secuencia para la insercidén MON15985.

16. El1 kit de deteccién ADN de la reivindicacidn
en donde dicho par de cebadores esta seleccionado
partir del grupo que consiste de SEC ID NO:26, SEC
NO:27, SEC ID NO:28, SEC ID NO:29, SEC ID NO:30, SEC
NO:31, SEC ID NO:32, SEC ID NO.33, SEC ID NO:34, SEC

NO:35, y SEC ID NO:36.

lo

en

un

15

ID

ID

ID
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RESUMEN

La presente invencién suministra plantas de algoddn,
tejidos de algoddén, y semillas de algodédn que incluyen el
evento MON15985, que confiere resistencia a los dafios del
insecto Lepidopteran. También se ha suministrado ensayos
para detectar la presencia del evento MON15985 con base
en la secuencia de ADN de la construccidédn recombinante
insertada dentro dei genoma de algoddén que resultd en el
evento MON15985 yv/0 las secuencias genémicas que

flanquean el sitio de insercidn.
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38-21(52211)
FIELD OF THE INVENTION

This invention is related to the field of plant molecular biology, and in particular to plant

plant breeding, and is directed to a novel transformation event of cotton

insect protection and
plants, Gossypium hirsutum, comprising at least one polynucleotide sequence inserted into a
specific site within the genome of a cotton cell, said sequence encoding a Cry2Ab lepidopteran
insect inhibitory protein. Additionally, the invention is related to cotton plants derived from
transformation events designated as MON15985, MON15985X, and MON531, and to assays
for detecting the presence of these cotton events, their nucleic acid complement, or protein

produced from their respective event specific DNA, in a sample.

BACKGROUND OF THE INVENTION

This invention relates to the Lepidopteran resistant cotton plant (Gossypium hirsutum)

event MON531 expressing a chimeric form of a CrylA insect inhibitory protein and derivative
events thereof comprising MON15985 and MON15985X, each of which expresses a Cry2A
insect inhibitory protein. Additionally, the invention relates to the plants as designated, progeny

and plant parts thereof, and to methods for the detection of the transgene or genomic insertion

regions in said cotton line events and in progeny and plant parts thereof, as well as to methods

for detecting the products of the transgenes inserted into the cotton genome within these -

specific cotton lines.
Cotton is a commercially valuable textile and is best known as a fiberous composition

produced by cotton plants of, or related to the genus and species Gossypium hirsutum. Cotton

plants are susceptible to insect infestation in all areas of the world in which the plants are

cultivated. Recombinant DNA technology has been applied to cells of the cotton plant for

about a decade, and cotton plants which exhibit improved characteristics as a result of the

insertion of heterologous DNA sequences have been produced using recombinant DNA

technology since about the early 1990's. Some of the improvements exhibited by recombinant

cotton plants consist of herbicide tolerance, improved fiber characteristics, and resistance to

insect infestation.
The first recombinant cotton plants protected from Lepidopteran insect infestation were

produced, approved by regulatory agencies for commercial distribution, and subsequently

a chimeric

commercialized in 1996. These cotton plants contained a DNA sequence encoding
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CrylA lepidopteran insect inhibitory protein. This particular trait, along with an adjacent linked

DNA sequence encoding a selectable marker, has been transferred by conventional breeding
into a number of cotton varieties, each of which are particularly suited for enhanced production
of cotton in diversified geographic locations throughout the world. These recombinant varieties
have enjoyed a tremendous commercial success for a number of reasons. One reason is that
yields per acre of cotton production have on average improved dramatically because of reduced
insect infestation as a result of the presence of the insect inhibitory protein present within each
cell of the cotton plant. Another principle reason for the commercial success has been the
reduced labor and expense due to the reduction in over the top applications of chemical
pesticides required to protect the crop from insect infestation. In addition, the reduction in
chemical pesticide applications improves the overall health of the environment by avoiding the
annihilation of insects or arachnids and other species which present no threat to the crop in the
field, reduces the load of chemical pesticide toxins applied to the environment, and allows the
farmer to avoid the risk associated with the potentially harmful effects of exposure to chemical
pesticides.

A caveat, however, to the introduction of an insect resistance trait into a crop species is
the concern related to the development of insect resistance. The management of the
development éuf resistance, known as insect resistance management, has been a principle
concern of the agricultural community. Not long after the introduction of chemical pesticide
applications to crop fields in the late 1800’ and early 1900’s, it was noted that insect species
adapted rapidly to the pesticides in their environment so that individuals which survived a
particular dose of chemical pesticide would give rise to 2 rapid increase in populations of
insects which were tolerant to the insecticide chemical. The only means of managing the
development of races of insect pests which exhibited resistance to chemical pesticide
applications was to apply high levels of tﬁc or more chemical insecticides simultaneously, each
insecticide exerting its activity through a mode of action different from the other pesticide(s) in
the composition, whenever insect infestation was observed to be problematic during a growing
season. Theoretically, a population of insect pest species would not be able to develop
resistance to both chemical pesticides in a mixture and so the combination would result in the
control not only of insect infestation but also of the problem related to the development of

populations of insects resistant to either of the chemical pesticides. Yet, utilizing the chemical
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insecticide applications in this manner resulted in a greater sterilization of the isrozli{sﬁzjlgs)
because virtually all arachnid and insect species, i.e., pest species and species beneficial to the
field or otherwise, were exterminated.

A more practical solution has been to combine two or more insect inhibitory proteins

toxic to the same insect species together in a single plant to achieve a means similar to the

combinatorial chemistries described above, for combating the development of pests resistant to
insect inhibitory proteins present in a particular variety of recombinant insect resistant cotton.
While it may bé seen as obvious in view of the chemical arts to provide a combination of insect
inhibitory proteins for resistance management purposes, both of which are toxic to the same
insect pest species feeding on a particular plant, in reality the development of a plant meeting
these characteristics is problematic, and requires a great deal of resources, technical ability, and
trial and error experimentation in order to obtain a single recombinant plant transformation
event which results in. a morphologically normal recombinant plant exhibiting the desired
combination of insect inhibitory proteins produced in sufficient levels and at appropriate times
during the plant growing season and in the tissues upon which target pest species feed.
Thus, there exists a need for the development and characterization of cotton plants

exhibiting the charac{erxsucs of enhanced insect resistance as a result of the presence of two or
more insect inhibitory protcms produced from DNA sequences incorporated into the genome of
the plant cells. Furthermore, it would be desirable for the insect inhibitory traits to segregate
independent of one another, to not cause any adverse effects upon the physiology and
metabolism of the plant, and to have little if any effect upon the yield or quality of the fiber
produced from said plant.
Cotton event MON531, which contains a cassette encoding a chimeric CrylA protein and a
selectable marker, was transformed with a different expression cassette encoding a Cry2Ab
insect control protein. Cotton plants expressing both the chimeric Cry1A and Cry2Ab proteins
have improved insecticidal efficacy, an expanded range of insect control, and provide enhanced
Insect Resistance Management options to the grower.

The expression of foreign genes in plants is known to be influenced by their

chromosomal position, perhaps due to chromatin structure (e.g., heterochromatin) or the
proximity of transcriptional regulation elements (€.g., enhancers) close to the integration site

(Weising et al., 1988, “Foreign Genes in Plants,” Ann. Rev. Genet. 22:421-477). Itis likely
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that many insertional events create genetic instability, or for any number of reasons create

problems in plants derived from such events including but not limited to chlorosis, stunting,

and infertility. In any event, and at least for these reasons, it is often necessary to screen a
large number of transformation events in order to identify a morphologically normal event
characterized by optimal expression of an introduced gene of interest. For example, it has
been observed in plants and in other organisms that there may be wide variations in levels of

expression of an introduced gene among individually selected events. There may also be

differences in spatial or temporal patterns of expression, for example, differences in the

relative expression of a transgene in various plant tissues, that may not correspond to the
10  patterns expected from transcriptional regulatory elements present in the introduced gene
construct. For this reason, it is common to produce hundreds to thousands of different events

and screen those for a single event that has desired transgene expression levels and patterns

. for commercial purposes. An event that exhibits the desired levels or patterns of transgene

h: expression is useful for introgressing the transgene into other genetic backgrounds by sexual
E 15 outcrossing using conventional breeding methods. Progeny of such crosses are expected to
;E maintain the transgene expression characteristics of the original transformant. This strategy
= is used to ensure reliable gene expression in a number of varieties that are well adapted to

local growing conditions.
It would be advantageous to be able to detect the presence of a particular event in
¢ of interest. In

. 20  order to determine whether progeny of a sexual cross contain a transgen

R

addition, a method for detecting a particular event would be helpful for complying with

regulations requiring the pre-market approval and labeling of foods derived from

recombinant crop plants, for example, or for use in environmental monitoring, monitoring

traits in crops in the field, or monitoring products derived from a crop harvest, as well as for
25 use in ensuring compliance of parties subject to regulatory or contractual terms.

It is possible to detect the presence of a transgene by any nucleic acid detection
method known in the art including but not limited to thermal amplification (PCR™) or DNA
hybridization using nucleic acid probes. Typically, for the sake of simplicity and uniformity
of reagents and methodologies for use in detecting a particular DNA construct that has been

30 used for transforming various plant varieties, these detection methods generally focus on

ters, terminators, marker genes, etc., because

frequently used genetic elements, such as promo

4 5
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for many DNA constructs, the coding sequence region is interchangeable. Asa result, such

methods may not be useful for discriminating between separate events produced as a result of

using constructs which differ only with reference to as little as the coding sequence. In

addition, such methods may not be useful for discriminating between different events,
5  particularly those produced using the same DNA construct unless the sequence of
chro_mosomal DNA adjacent to the inserted DNA (“flanking DNA”) is known. An event-
specific ‘thermal amplification (PCR™) assay is discussed, for example, by Windels et al.
(Med. Fac. Landbouww, Univ. Gent 64/5b:459-462, 1999), who identified glyphosate
tolerant soybean event 40-3-2 using a thermal amplification primer set spanning the junction
between the insert and flanking DNA. Specifically, one primer included sequence from

within the insert and a second primer included sequence from flanking DNA.

SUMMARY OF THE INVENTION

According to one aspect of the invention, compositions and methods are p

rovided for

B

detecting the presence of various transgene/genomic insertion regions from cotton plants

designated as cotton event MON531, and cotton event MON15985 or a segregant variety

15

RN

derived from MON15985 designated as MON15985X.
DNA sequences are proviclefd that comprise at least one junction sequence of
NO:1 [5'GCGTT TCTGG TTATA

e

Shgy

MONS531 selected from the group identified as SEQ ID
ATATA3] and SEQ ID NO:2 [5'CTTCT CTGCT AAGTG GGTCA3'] and complements
ence spans the point at which heterologous DNA inserted

=

20

T

thercof; wherein a junction sequ
into the genome is linked to DNA from the cotton cell genome flanking the insertion point,

the junction sequence(s) being diagnostic for the event.
Another aspect of the invention are various combinations of the DNA sequences that

25  comprise at least 11 or more contiguous nucleotides of the DNA sequence of SEQ ID NO:3

racacaaa acaaaagcat catatgctga tttatttatt catagatgga gctcaagtca 60

lag
attacagcat acattttagt 120

tagttaaata gcccgatact

actacatact tattcagtaa aaagccctca aaattgaaga
ctctagatct cattattect ccatcaagag aagectccacg

ccgatetcga tccacacttt gtcggtcteca 300

ttocctegetc actatgaget
caaaggacgy gatccocoggg 180

30 taccgagcre gaattcaggc

ctgtccacga tgaaggttcco cteggtttca
ggaaagtact caagctectt ggtaacatag ccaactggaa gtggtgtgta gteccctgtaa 360
gttctcacgt ctgccatctg tgtaggattt ctcctcgtac

cctctgttga actcocgcaagg
gcttcogttgt aacctctgtt acggctagtg 480

acggaggcat agtcagcagg aacggaagga

6
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taggcacctc
ggatagattt
tegtggatag
cagcctctac
accaggacgyg
cagctgaggdc
aatgcggtaa
acggacaact
atcatggcga

tccacggact

ttgtcecectee

cgtactcttc
cttoctegac
tcacgcaacc
ctggacagac
aacgctgatt
cattgttgaa
agatacgtcc
caggcaagta
tgttggtgte
ctttggecte

acttcttctc

SEQ ID NO:4

[aagtgggtca gtggg

ctgattcaca
gcagttggag
ctcaccgtat
tctaacctct
gttetgttee
gtcaccgttc
ctcaagttce
agecctcacga
ggcttgcaac
cttgtaaacg

tgect

tatgattggg gkttteotettt ggtgtacatec
ttcatctctt aaatcggecta aaaaacaact

accggggagg ggggggggaa tggaggaaat
accaagtatg ttattggttg atcgagtggg

aacttgctt

SEQ ID NO:5

{ccectcaaat gtcaatag

gtgtagtegt
aacttaagct
ccctecttgt
tgggacactt
tccacgteca
ttgatgacgt
tegaagatgg
atgectgtgca
tgatcatatt
atgttagttt

aatgaccttc
atgaaaaaaa

tgcaagtaac
cgtcggtgtt
aagcggtcac
cagcttoccca
catgaccttt
ttctggcatc
cagecgttcac
cacgtttgtc
gggagttcac

cecattcocgag

cctattgeat
gagtaggecct

agaatagggg actcatttat

aaggaattca

ggatcgcgcec cctcatctgt cagtagtegc gecoctcaag

tatccecagy
gatttgcgag
caacgecgeg

cttgtccaca
gotggocage
ccgggtgagt

gagggccaag ttttocgega

cttcgacggc

and SEQ ID NO:6

[ttataatata cacatatata atttatcact gtatattctt

attggcoccct ccattttttt amaaaaaatt tgatctgata gagaaaagaa agaaagaaada

agaagaatat

gtttetgg

tcatctgtgg

tccacgtcge

gaaactcgog

cggcocgaaat

cggcccctea ‘agtgtcaacg

ggtatccaca acgccggegg

atgttcaatt

tgtcaatacc
taaaatcagyg
cgagecctgeoo
tccgececte

ccgeoggkgke

ggtgttgttyg
gttctogatc
acggagaatg
ctcaggcaca
cacattccag
gtacaaggag
accagggatc
tgeggegtag
gaacaaagca

tttctcacgt

gtgge attggttttt aatttcaacyg cgttttgtcyg catatacttt

tgtctgaatt
actcatccgt
atatatataa
ctgggtttga

gt geogcccctea tctgtcagca cteotgeocecect caagtgtcaa

gcagggcact
cgttttecgec
cctratetgt
atctgtcagt

tcgcacacgg

goagagaaca atcacgaggc

tagtgacctt tcaatggtga aaaatcaaaa aaaaatctca tttaatgata

aacaaaatgt caaacagtct gacagctcect g

each respectively designated otherwise as the sequence of th

genome sequence flanking the 5’ end of the inserted sequence; the sequence of the insert at

the 3’ end; and the cotton genome sequence flanking the 3’
DNA amplification methods. Appropriate

stic for cotton event MON531. Examples

complements thereof for use as DNA primers in
amplicons produced using such primers are diagno:

of such primers arc

SEQ ID NO:7 [gccaatgect cgtgattgtt ctetge] , and

SEQID NO:8 [gatttgcgag gcotggecage tccacg] -

7
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540

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

110417,

60
120
180
240
300

309];

60
120
180
240
300
360

378],

60
120
180

2111,

e insert at the 5" end; the cotton

end of the inserted sequence and
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SEQ ID NO:9

mers can be selected are at least
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[cccctcaaat gtcaataggt gcgeceectca tctgtcageca ctctgececct caagtgtcaa 60
ggatcgegee ccteatctgt cagtagtegc gccectcaag tgtcaatacc gcagggcact 120
tatccccagg cttgtccaca tcatctgtgg gaaactcgcg taaaatcagg cgttttcgec 180
gatttgcgag gctggecage tccacgtcge cggccgaaat cgagcctgec cctcatctgt 240
caacgccgcglchggtgagt cggcccctea agtgtcaacyg teccgececcte atctgtcagt 300
gagggccaag ttttccgcga ggtatccaca acgccggcgd cegeggtgte tcgcacacgyg 360
cttcgacggc gtttctggtt ataatataca catatataat ttatcactgt atattcttgce 420
agagaacaat cacgaggcat tggceeckee atttttttaa aaaaaatttg atctgataga 480
gaaaagaaag aaagaaaaad aagaatatta gtgaccttte aatggtgaaa aatcaaaaaa 540
aaatctcatt taatgataaa caaaatgtca aacagtctga cagctecetg 589] ,
and

SEQ ID NO:10
[agtacacaaa acaaaagcat catatgctga tttatttatt catagatgga gctcaagtca 60
tagttaaata gcccgatact ttcctegete actatgagcet attacagcat acattttagt 120
actacatact tattcagtaa aaagccctca aaattgaaga ‘caaaggacgg gatccccggg 180
taccgagctc gaattcaggc ctctagatct cattattcét ccatcaagag aagctccacy 240
ctgtccacga tgaaggttec ctcggtttca ccgatctcega tccacacttt gtcggtctca 300
ggaaagtact caagctcctt ggtaacatag ccaactggéa gtggtgtgta gtccctgtaa 360
cctctgttga actcgcaagg gttctcacgt ctgcecatctyg tgtaggattt ctcctegtac 420
acggaggcat agtcagcagg aacggaagga gcttcgttgt aacctctgtt acggctagtg 480
taggcacctce cgtactctec ctgattcaca gtgtagtegt tgcaagtaac ggtgttgttg 540
ggatagattt cttectegac gecagttggag aacttaagct cgtcggtgtt gttctcgatc 600
tcgtggatgg tcacgcaacc ccaccgtat ccctecttgt aagcggtcac acggagaatg 660
tagcctctac ctggacagac tctaacctct tgggacactt cagcttccea ctcaggcaca 720
accaggacgd aacgctgatt gttetgttec tccacgtcca catgaccttt cacattccag 780
cagctgagge cattgttgaa gtcaccgttc ttgatgacgt ttctggcatc gtacaaggad 840
aatgcggtaa agatacgtcc ctcaagttcc tcgaagatgd cagecgttcac accagggatc 900
acggacaact caggcaagta agcctcacga atgctgtgea cacgtttgte tgcggegtgy 960
atcatggcga tgttggtgte ggettgcaac tgatcatatt gggagttcac gaacaaagca 1020
tcocacggact ctttggecte cttgtazaacg atgttagttt cccattcgag tttctcacgt 1080

8
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ttgtcectee acttottcte tgetaagtgg gtcagtgggyg tggcattggt ttttaattte 1140

aacgcgtttt gtcgeatata cttttatgat tggggtttct ctttggtgta catcaatgac 1200

ctbeoccotatt geattgtctg aattttcatc tcttaaatcg geotaaaaaac aactatgaaa 1260

aaaagagtag gcctactcat ccgtaccggg gagggggggyg ggaatggagg aaatagaata 1320

ggggactcat ttatatatat ataaaccaag tatgttattyg gttgatcgag tgggaaggaa 1380

ttcaatgtte aattctgggt ttgaaacttg ¢ 1411] .

The amplicons produced by said DNA primers are also an aspect of the invention.

According to another aspect of the invention, methods of detecting the presence of

DNA corresponding to the cotton event MON531 in a sample are provided. Such methods
comprise: (a) contacting the sample comprising DNA with a primer set that, when used in a
nucleic acid amplification reaction with DNA from cotton event MONS531, produces an
amplicon that is diagnostic for cotton event MONS531; (b) performing a nucleic acid
amplification reaction, thereby producing the amplicon; and (c) detecting the amplicon.

According to another aspect of the invention, methods of detecting the presence of a
DNA corresponding to the MON531 event in a sample, such methods comprising: (a)
contacting the sample comprising DNA with a probe that hybridizes under stringent
hybridization conditions with DNA from cotton event MONS31 and does not hybridize under
stringent hybridization conditions with a control cotton plant DNA, i.e., using other than
MONS531 DNA; (b) subjecting the sample and probe to stringent hybridization conditions;
and (c) detecting hybridization of the probe to the DNA.

According to one aspect of the invention, DNA sequences are provided that comprise
at least one junction sequence of cotton event MONMON15985 or MON15985X selected
from the group consisting of SEQ ID NO:14 [tgaaatgogt ttattegtat]), SEQ ID NO:15
[acgaaggagt tcttttaggel, SEQID NO: 16 [atatctctat aaagggtaat], SEQID NO: 17
[ctagtogatc tgcactgaaal, and SEQ ID NO: 18 [caaagtaggg gttgttggeal, and
complements thereof. These sequences correspond to diagnostic features within the
chromosome of plants comprising MON15985 or MON15985X genetic material. SEQ ID
NO:14 corresponds to a 5° end diagnostic junction sequence between native and contiguous
cotton genomic 5’ end DNA flanking the inserted DNA, which is linked to the 5’ end of a
chloroplast related DNA sequence.: near the 5’ end of the inserted DNA. SEQ ID NO:15
corresponds to a 5’ end diagnostic junction sequence between the 3’end of chloroplast related

9
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DNA sequence linked to the 5’ end of the 5’ end cotton genomic remnant sequence positioned

immediately 5’ to the inserted 5’ DNA end. SEQ ID NO: 16 corresponds to a 5’ end diagnostic
junction sequence between the 3’ end of the 5’ end cotton genomic remnant DNA sequence
and the 5’ end of the inserted DNA sequence (i.e., the 5’ end of the inserted DNA sequence is
represented by a 35S promoter sequence driving expression of GUS from .within the inserted
DNA). SEQ ID NO:17 corresponds to a 3’end diagnostic junction sequence between the 3’
end of the inserted DNA and the 5’ end of the 3’ end cotton genomic remnant DNA sequence
which is positioned between the inserted DNA and the cotton genomic DNA flanking the 3
end of the inserted DNA. SEQ ID NO:18 corresponds to a 3’ end diagnostic junction
sequence between the 3’ end of the 3 end cotton genomic remnant DNA sequence and the
cotton genomic DNA sequence flanking the 3’ end of the inserted DNA.

1t should be noted that the identification or detection of a sequence diagnostic for
cotton event MON15985X is insufficient to be diagnostic for cotton event MON15985.
MON15985X is a variant of MON15985 containing a complement of genetic material
substantially equivalent to MON15985 but which has been segregated awziy from the
diagnostic sequences comprising cotton event MONS531 which are also present in
MON15985. Therefore, detection or identification of sequences which are diagnostic for
cotton event MON15985X is insufficient to conclude that cotton event MON15985 DNA has
been identified. One or more cotton event MONS31 sequences must also be identified or
detected in order for a detection or identification of sequences corresponding to cotton event
MON15985X to also be diagnostic for cotton event MON15985.

A junction sequence herein spans the point at which heterologous DNA inserted into
the genome is linked to DNA from the cotton cell genome flanking the insertion point, the
identification or detection of one or more junction sequences in a plants’ genetic material
being sufficient to be diagnostic for the event. Included are DNA sequences that comprise at
least 10 or more (e.g., 15, 25, 50) nucleotides of insert sequence from cotton event
MON15985 or MON15985X and similar length of flanking DNA from these cotton event .
Also included are DNA sequences which comprise 15 or more nucleotides of contignous
insert sequence from cotton event MON15985X and at least one nucleotide of flanking DNA
from cotton event MON15985X adjacent to the insert sequence. Such DNA sequences are

diagnostic for cotton event MON15985X. Nucleic acid amplification of genomic DNA from

10
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the event produces an amplicon comprising such diagnostic DNA sequences. In addition, J %@
detection the binding of oligonucleotides which bind specifically to the diagnostic sequences

described herein is also diagnostic for the event.
According to another aspect of the invention, cotton plants and seeds comprising such

DNA sequences which are diagnostic for cotton event MON15985X and MONT1 5985 are

provided. The cotton seeds comprising sequences diagnostic for the presence of cotton event

MON15985X and MON15985 DNA were deposited on September 29, 2000 with the

American Type Culture Collection and are designated as ATCC accession number PTA-

2516.
According to another aspect of the invention, oligonucleotide sequence primer pairs for

distinguishing cotton event MON15985 and MON15985X from the native, nontransformed,

and undisturbed sequence within the wild type sequence within the genome of at least a

variety of cotton comprising DeltaPine 50 are provided. In particular, such flanking sequence

primers pairs comprise at least one isolated nucleic acid comprising at least 15 contiguous

nucleotides from about base pair positions 1-361 as set forth in SEQ ID NO:11, the sequence

disclosed herein as the cotton genomic DNA sequence flanking the 5" end of the inserted

DNA as depicted in Figure 1, and at least one isolated nucleic acid comprising at least 15
contiguous nucleotides from about base pair positions 674-1361 as set forth in SEQID
NO:11, the sequence disclosed herein as the cotton genomic DNA sequence flanking the 3’
end of the inserted DNA as depicted in Figure 1. In addition, flanking sequence primer pairs

for detecting cotton event MON15985 and event MON15985X DNAs, and for distinguishing

DNA from these events from cotton DNA not containing sequences diagnostic for these

events are provided. Such flanking sequence primer pairs comprise at least one isolated

nucleic acid comprising at least 15 contiguous nucleotides from nucleotides 1-1885 of SEQ

ID NO:11 paired with at least one isol ated nucleic acid comprising at least 15 contiguous

nucleotides from nucleotides 362-22670f SEQ ID NO:11, or primer pairs comprising at least

one isolated nucleic acid comprising at least 15 contiguous nucleotides from nucleotides 1-

673 of SEQ ID NO:12 paired with at least one isolated nucleic acid comprising at least 15

contiguous nucleotides from nucleotides 350-1 361 of SEQ ID NO:12.

According to another aspect of the invention, primer sets that are useful for nucleic acid

amplification, for example, are provided. Such primer sets comprise the above-described
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flanking sequence primers and an isolated nucleic acid comprising at least 15 contiguous
nucleotides of insert sequence of the cofton events MON15985 and MON15985X. For
example, SEQ ID NO:26 and SEQ ID NO:27 produce an amplicon which is diagnostic for
the presence of cotton event MON15985X DNA, and SEQ ID NO:28 and SEQ ID NO:29
produce yet another amplicon which is diagnostic for the presence of cotton event '
MON15985X DNA. In contrast, SEQ ID NO:26 and SEQ ID NO:29 are capable of
producing an amplicon from DNA samples obtained from other than cotton event
MON15985X or MON15985, and from hemizygous genomes comprising the wild type
sequence at the point at which the MON15985 sequence integrated into the genome as well
as the MON15985 integrant sequence, and said amplicon would appear to be diagnostic for
the lack of cotton event MON15985X or MON15985 DNA in a sample, and produce no
amplicon in a sample containing . Caution should be exercised in interpreting such a result,
however, and one skilled in the art would recognize that when present as a hemizygous
member of a chromosome pair, the use of SEQ ID NO:26 and SEQ ID NO:29 as ﬁdiagnostic
tool for proving a negative or a positive may be erroneous.

According to another aspect of the invention, methods of detecting the presence of
DNA corresponding to the cotton event MON15985 or MON15985X in a sample are
provided. Such methods comprise: (2) contacting the sample comprising DNA with a primer
set that, when used in a nucleic-acid amplification reaction with genomic DNA from cotton
event MON15985 or MON15985X, produces an amplicon that is diagnostic for cotton event
MON15985X; (b) performing a nucleic acid amplification reaction, thereby producing the
amplicon; and (c) detecting the amplicon.

According to another aspect of the invention, methods of detecting the presence of
DNA corresponding to the cotton event MON15985X in a sample, such methods comprising:
(a) contacting the sample comprising DNA with a probe that hybridizes under stringent
hybridization conditions with genomic DNA from cotton event MON15985X and does not
hybridize under the stringent hybridization conditions with DNA from a control cotton plant;
(b) subjecting the sample and probe to stringent hybridization conditions; and (c) detecting
hybridization of the probe to the DNA.

Another aspect of the present invention is methods and compositions for detecting the

presence of a target site, i.c., at Jeast one of the junctions, identification or detection of which

12
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would be diagnostic for the presence of the integrated DNA with the genomic of misc_c:t(tizif] ¥
plant in the cotton event MON 15985X, in a sample of nucleic acid derived from or obtained
from the genome of the cotton event MON15985X, using a variety of detection methods
including TAQMAN (Perkin Elmer) or related flourophore/quencher methodologies, thermal
amplification, ligase chain reaction, southern hybridization, ELISA methods, and
colorimetric and fluorescent detection methods. In particular, the present invention provides

for kits for detecting the presence of the target sequence, i.e., at least one of the junctions of

the insert DNA with the genomic DNA of the cotton plant in the cotton event MON15985X,
e cotton event MON15985X. The kit is

he target site or substantially

in a sample containing genomic nucleic acid from th
comprised of at least one polynucleotide capable of binding to t
adjacent to the target site and at least one means for detecting the binding of the
polynucleotide to the target site. The detecting means can be selected from the group
consisting of fluorescent, chemiluminescent, colorimetric, or isotopic and can be couple'd_ at
least with immunological methods for detecting the binding. A kit is also envisioned which
can detect the presence of a target site in a sample, i.¢., at Jeast one of the junctions of the
insert DNA with the genomic DNA of the cotton plant in the MON15985 event, taking
advantage of two or more polynucleotide sequences which together are capable of binding to
nucleotide sequences adjacent to or within about 100 base pairs, or within about 200 base
pairs, or within about 500 base pairs or within about 1000 base pairs of the target sequence
and which can be extended toward each other to form an amplicon which contains at least the
target site.

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

following detailed description and accompanying drawings.

DRAWINGS

Figure 1 illustrates a summary of the sequence alignment for the DNA
inserted sequence encoding Cry2Ab in cotton event MON15985. The inserted DNA is

flanking the

depicted as described herein, 5’ from the left through 3’ to the right. Individual DNA
sequences identified herein are labeled accordingly. 1) corresponds to the position of the 5’
end flanking genome sequence as set forth in SEQ ID NO:19; 2) corresponds to a diagnostic

sequence as set forth in SEQ ID NO:14 between the 5’ end flanking genome sequence and the
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following chloroplast related DINA sequence; 3) corresponds to the position of the chloroplast

related sequence positioned 5’ the inserted sequence as set forth in SEQ ID NO:20; 4)

corresponds to a diagnostic sequence as set forth in SEQ ID NO:15 between the 3’ end of the

chloroplast related DNA sequence and the following remnant cotton genome related
sequence; 5) corresponds to the position and sequence of the 5" end remnant of cotton
genome sequence positioned immediately 3o the 5’ end of the inserted sequence; 6)
corresponds to a diagnostic sequence as set forth in SEQ ID NO:16 between the 3’ end of the
5’end remnant cotton genome sequence and the 5’ end of the inserted DNA sequence; 7)
corresponds to the position of a portion of the 5’ end of the inserted sequence as set forth in
SEQ ID NO:22; 8) corresponds to the position of a portion of the 3’end of the inserted
sequence as set forth in SEQ ID NO:23; 9) corresponds to a diagnostic sequence as set forth

in SEQ ID NO:17 between the 3’end of the inserted sequence and the 5’end of a 3" end
10) corresponds to the position of the 3’ end related
rth in

related remnant cotton genome sequence;

remnant cotton genome sequence; 11) corresponds to a diagnostic sequence as set fo
SEQ ID NO:18 between the 3’ end of the 3 end related remnant cotton genome sequence and
the 3" genome sequence flanking the inserted DNA sequence; 12) corresponds to the position

of the sequenced portion of the 3’end cotton genome flanking the 3’ end of the inserted DNA

sequence, as set forth in SEQ ID NO:25.

DETAILED DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENTS

Cotton, Gossypium hirsutum, has been genetically modified to resist Lepidopteran

pests, which have a negative impact on cotton production. This was accomplished by the
insertion of a first DNA cassette that encodes the insecticidal CrylAc protein from Bacillus
thuringiensis and a second DNA cassette that encodes the insecticidal Cry2Ab protein from

Bacillus thuringiensis. This invention relates preferably to plants, plant parts, progeny plants

which contain at least the sequences comprising the second DNA cassette, and to methods

and qomposmons of matter for use in detecting the presence of said sequences in a sample.

. The first DNA cassette was inserted into the genome of cotton cultivar Coker 312
:hrouéh Agrobacterium sp transformation using a DNA fragment derived from plasmid PV-
GHBKO04 (pMON10518 in U.S. Patent No. 5,500,365) to produce cotton event MON531,

which has been down bred with many different cotton varieties and successfully introduced in
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38-21(52211)
cotton markets around the world. Cotton event MONS531 was retransformed using particle
acceleration technology with a gel purified linear DNA fragment, i.e., the second cassette
indicated herein and above, from plasmid PV-GHBK11, which contained cry2Ab and B-

idase (uidA) coding regions. (John, M.E. 1997. Cotton Crop Improvement Through
17 (3): 185-208). The uidA was

glucuron
Genetic Engineering. Critical Reviews in Biotechnology,

used as a selectable marker to aid in identifying cells which contained the cry2Ab2 coding

region. The cry2Ab coding region derived from plasmid PV-GHBK 11 comprises the

cauliflower mosaic virus (CaMV) promoter with a duplicated enhancer region (U.S. Patents

5,530,196; 5,424,200; and 5,359,142) operably connected to a petunia heat shock protein
(PetHSP70-leader) operably connected or linked to the N-
de from Arabidopsis thaliana EPSPS gene (AEPSPS/CTP2)

untranslated leader sequence

terminal chloroplast transit pepti
(Van den Broeck, et. al. 1985. Targeting of a foreign protein fo chloroplasts by fusion to the

transit peptide from the small subunit of ribulose 1,5 -bisphosphate carboxylase. Nature 313,

358-63.) operably connected or linked to a synthetic seqeuence endocing Cry2Ab (Widner,

W .R. and Whiteley, H.R. 1990. Location of the Dipteran Specificity Region in a

Lepidopteran-Dipteran C rystal Protein from Bacillus thuringiensis. J Bacteriol. 172, 2826-

32.) which is operably connected or linked to the 3’ nontranslated region of the nopaline

synthase (NOS) gene from Agrobacterium tumifaciens which terminates transcription and

directs polyadenylation (Fraley, R.T., et al. 1983. Expression of bacterial genes in plant cells.

Proc Natl Acad Sci U.S.A., 80 (15), 4803-07.). The B-glucuronidéée coding region is also

controlled by an enhanced CaMV 35S promoter and a NOS 3’ polyadenylation sequence.

The insertion of the cassette, or substantially all of the cassette, containing the Cry2Ab and

UidA coding sequences into the cotton event MONS531 gave rise to a single event designated

as MON15985 which comprises both the Cryl A coding sequence as well as the cassette

encoding the Cry2Ab coding sequence. Because the cassettes encoding these proteins were

introduced in separate transformations, and because the cotton genome consists of several

4 s -
chromosomes comprising the total nuclear genome, the likelihood that the second cassette

would insert-near to or within the same chromosome as the Cryl A coding sequence was Very

low. Furthermore, genetic analysis of the MON15985 event has demonstrated that the two

egants giving rise to the original MONS531 event
ated as MON15985X comprising only the Coker

inserted cassettes can be segregated, the segr

genotype as well as a second genotype design

15
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312 genetic background containing a single cassette incorporated into the nuclear genome
which is responsible for encoding the Cry2Ab protein. It is the transformation event giving

rise to the cotton genotype MON15985 as well as the MON159 85X genotype which are

intended as the subject matter of this invention.

5 The following definitions and methods are provided to better define the present
invention and to guide those of ordinary skill in the art in the practice of the present
invention. Unless otherwise noted, termis are to be understood according to conventional
usage by those of ordinary skill in the relevant art. Definitions of common terms in
molecular biology may also be found in Rieger et al., Glossary of Genetics: Classical and

10 Molecular, 5th edition, Springer-Verlag: New York, 1991; and Lewin, Genes V, Oxford
University Press: New York, 1994. The nomenclature for DNA bases as set forth at 37 CFR

§ 1.822 is used.
As used herein, the term “comprising” means “including but not limited to.

e

S T

15 Event
As used herein a transgenic “event” refers to a recombinant plant produced by

transformation of plant cells with heterologous DNA, i.e., a nucleic acid construct that

includes a transgene of interest, regeneration of a population of plants resulting from the

insertion of the transgene into the genome of the plant, and selection of a particular plant

20 characterized by insertion into a particular genome location. The term “event” refers to the

original transformant and progeny of the transformant that include the heterologous DNA.

The term “event” also refers to progeny produced by a sexual outcross between the
transformant and another variety that include the heterologous DNA. Even after repeated

backcrossing to a recurrent parent, the inserted DNA and flanking DNA from the transformed
25  parent is present in the progeny of the cross at the same chromosomal location. The term
“avent” also refers to DNA from the original transformant comprising the inserted DNA and
flanking sequence l.glmedlately adjacent to the inserted DNA that would be expected to be
transferred to a progeny that receives inserted DNA including the transgene of interest as the
result of a sexual cross of one parental line that includes the inserted DNA (e.g., the original

30 transformant and progeny resulting from selfing) and a parental line that does not contain the

inserted DNA.
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Probes and Primers
" is an isolated nucleic acid to which is attached a conventional detectable

A "pro

label or reporter molecule, e.g., 2 radioactive isotope, ligand, chemiluminescent agent, or

enzyme. Such a probe is complementary to a strand of a target nucleic acid, in the case of the

present invention, to a strand of genomic DNA from cotton event MON15985 (whether from

a cotton plant or from a sample that includes DNA from the event). Probes according to the

present invention include not only deoxyribonucleic or ribonucleic acids but also polyamides

and other probe materials that bind specifically to a target DNA sequence and can be used to

detect the presence of that target DNA sequence.

"Primers” are isolated nucleic acids that are annealed to a complementary target DNA

strand by nucleic acid hybridi sation to form a hybrid between the primer and the target DNA
strand, then extended along the target DNA strand by a polymerase, .8., @ DNA polymerase.

Primer pairs or sets can be used for amplification of a nucleic acid sequence, e.g., by the

polymerase chain reaction (PCR™), also known as thermal amplification methods, or other

conventional nucleic-acid amplification methods.
Probes and primers are generally 15 nucleotides or more in length, preferably 20

nucleotides or more, more preferably 25 nucleotides, and most preferably 30 nucleotides or
more. Such probes and primers hybridize specifically to a target sequence under high
stringency hybridization conditions. Preferably, probes and primers according to the present

invention have complete sequence complementarity with the target sequence, although

probes differing from the target sequence and which retain the ability to hybridize to target
sequences may be designed by conventional methods.

Methods for preparing and using probes and primers are described, for example, in
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., vol. 1-3, ed. Sambrook et al., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989 (hereinafter, "Sambrook et
al., 1989"); Current Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel et al., Greene Publishing
and Wiley-Interscience, N@w York, 1992 (with periodic updates) (hereinafter, "Ausubel e
al., 1992); and Innis et al,, PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic
Press: San Diego, 1990. PCR™.-primer pairs can be derived from a known sequence, for

example, by using computer programs intended for that purpose such as Primer (Version 0.5,

© 1991, Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA).
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Primers and probes based on the flanking DNA and insert sequences disclosed herein
can be used to confirm (and, if necessary, to correct) the disclosed sequences by conventional

methods, e.g., by re-cloning and sequencing such sequences.

Nucleic-Acid Hybridization: " Stringent Conditions"; "Specific"

The nucleic-acid probes and primers of the present invention hybridize under
stringent conditions to a target DNA sequence. Any conventional nucleic acid hybridization

or amplification method can be used to identify the presence of DNA from a transgenic event

in a sample.
The term "stringent conditions” is functionally defined with regard to the

hybridization of a nucleic-acid probe to a target nucleic acid (i.e., to a particular nucleic-acid

sequence of interest) by the specific hybridization procedure discussed in Sambrook et al.,
1989, at 9.52-9.55. See also, Sambrook e al., 1989 at 9.47-9.52, 9.56-9.58; Kanehisa, Nucl.
Acids Res. 12:203-213, 1984; and Wetmur and Davidson, J. Mol. Biol. 31:349-370, 1968.

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

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

the target sequence.

Nucleic-Acid Amplification
As used herein, “amplified DNA” or “amplicon” refers to the product of nucleic-acid

amplification of a target nucleic-acid sequence that is part of a nucleic acid template. For
example, to determine whether the cotton plant resulting from a sexual cross contains an
transgenic event genomic DNA from a cotton plant may be subjected to nucleic acid
amplification using a primer pair hat includes a primer derived from flanking sequence in the
genome of the plant adjacent 1;0 the insertion site of inserted heterologous DNA and 2 second
primer derived from the inserted heterologous DNA to produce an amplicon that is diagnostic

for the presence of the event (e.g., the amplicon is of a length and has a sequence that is

diagnostic for the event). Alternatively, a primer pair can be derived from flanking sequence
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on both sides of the inserted DNA so as to produce an amplicon that includes the entire
insert.

Nucleic-acid amplification can be accomplished by any of the various nucleic-acid
amplification methods known in the art, including the polymerase chain reaction (PCR™). A
variety of amplification methods are known in the art and are described, inter alia, in U.S.
Patent Nos. 4,683,195 and 4,683,202 and in PCR Protocols: A Guide to Methods and '
Applications, ed. Innis et al., Academic Press, San Diego, 1990. Any well known method for
nucleic acid amplification may be used in the practice of the present invention.

The sequence of the heterologous DNA msert or flanking sequence from cotton event
MON15985 can be verified (and corrected if necessary) by amplifying such sequences from

the event using primers derived from the sequences provided herein followed by standard

. DNA sequencing.

Detection Kit
As used herein, “detection kit refers to a kit used to detect the presence or absence of

DNA from a MON15985 event in a sample comprising nucleic-acid probes and primers of

"o

the present invention, which hybridize under stringent conditions to a target DNA sequence,

and other materials necessary to enable nucleic acid hybridization or amplification methods.

dw e e

Alternatively, a detection kit may comprise materials necessary to enable one skilled in the
art to pr:rform methods similar to those described in PCT International Application WO

e il

20 97/22719, incorporated herein by reference, to detect the presence or absence of DNA from a

MON15985 event in a sample.

i i

Example 1
Cotton, Gossypium hirsutum, has been genetically modified to resist Lepidopteran
pests, which have a negative impact on cotton production. This was accomplished as

indicated herein by the insertion of a DNA cassette which encodes the insecticidal CrylAc

25

protein from Bacillus thuringiensis into the genome of cotton cultivar Coker 312 through

Agrobacterium sp transformation using E;ijNA fragment derived from plasmid PV-GHBKO04

(pMON10518 in U.S. Patent No. 5 ,500,31;5). This transformation resulted in three separate
30  insertions into the cotton genome. The primary, functional insert responsible for expressing
the CrylAc protein in cotton event 531 comprises a promotor, crylAc coding region, and
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termination sequence linked to a sequence which encodes an antibiotic selectable marker. A
second insert adjacent to and immediately upstream of the first inserted sequence comprises a

partial crylAc coding region and termination sequence. The third insert comprises only a

partial termination sequence and has been shown to segregate independently from the first

two sequences indicated above. The first and second inserted sequences are tightly linked
and therefore do not segregate from each other. Cotton genome sequence flanks the 5’ and 3’

ends of all three inserts. Therefore, six unique cotton genome/insert junctions were created as
a result of the transformation process

Molecular analyses were performed on cotton event MONS31 to dcﬁne the ends of
the transgene DNA insertions and identify the cotton genomic DNA flanking the transgene
DNA inserts. Genome walking studies combined with nucleotide sequencing yielded the
DNA sequences of four said cotton genome/insert junctions.

The complex arrangement of genetic elements, derived from the transformation
plasmid PV-GHBKO04 in cotton event MONS531 provides novel nucleic acid sequences at the
5 and 3’ cotton genome/insert junctions at each of three sites of insertions. These novel
nucleic acid sequences are useful for detecting DNA from cotton event MON531 in a sample
using various methods well known in the art. The following provides a nonlimiting example

of how one might use these novel nucleic acid sequences to detect cotton event MONS531 in a

sample.

DNA Isolation for PCR™ Analyses.

DNA from cotton event MONS531 was extracted from seed tissue. DNA was
extracted from both seed and leaf tissues from the control substance (non-trans genic cotton
seed and leaf tissue). DNA from seed was isolated by processing the seed to a fine powder
using a commercially available blender. Approximately 2 g of the processed seed was
transferred to a 50 ml conical tube, and ~16 ml of.CTAB extraction buffer [1.5% (w:w)
CTAB, 75 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM EDTAZPH 8.0, 1.05 M NaCl, and 0.75% (w:w)
PVP (MW 40,000)] was added to the processed Seed The samples were incubated at 65°C
for approximately 30 minutes with intermittent mixmg and then allowed to cool to room

temperature. An equal volume (~16 ml) of room temperature chloroform:isoamyl alcohol

(24:1 (v/v)) or chloroform was added to the samples. The suspension was mixed by
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inversion, and the two phases separated by centrifugation at ~16,000 x g for 5 minutes. The

aqueous (top) layer was removed using a transfer pipet and placed into a clean 50 m! conical
tube. Approximately 1/10 volume (~1.6 mi) of 10% CTAB buffer (10% (w:w) CTAB and
0.7 M NaCl] was added to the aqueous phase, which was then mixed by inversion. The
samples were centrifuged at ~16,000 x g for 5 minutes to separate the phases. The aqueous

(upper) phase was removed, mixed with an equal volume (~15 ml) of CTAB precipitation

* buffer [1% (w:w) CTAB, 50 mM Tris pH 8.0, and 10 mM EDTA pH 8.0] and allowed to

stand at room temperature for approximately 1 hour. The samples were centrifuged at
~10,000 x g to pellet the DNA, the supernatant was decanted, and the pellet was dissolved in
approximately 2 m} of high salt TE [10mM Tris-HC] pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, and 1 M
NaCl] by incubating at 37°C with gentle swirling for approximately 2 hours. Centrifugation
was performed at ~23,000 x g to pellet any remaining impurities. The supernatant was
removed, placed into a clean 15 ml tube, and approximately 1/10 volume (~150 ul) of 3M
NaOAc, pH 5.2, and 2 volumes (~4 ml relative to the supernatant) of chilled 100% ethanol
were added to precipitate the DNA. The precipitated DNA was spooled into a microfuge tube
containing approximately 1 m! of 70% ethanol. The DNA was pelleted in a microfuge at
maximum speed (14,000 rpm) for 5 minutes, dried, and re-dissolved in TE, pH 8.0 in 2 4°C
refrigerator overnight.

The non-transgenic cotton genomic DNA used as 2 control was isolated from leaf
tissue that was frozen in liquid nitrogen and ground into 2 fine powder using a mortar and
pestle. Approximately 1 g of the ground leaf tissue was transferred to a 13 ml centrifuge tube
and 6 ml of extraction buffer [2.5 ml DNA extraction buffer (350 mM sorbitol, 100 mM Tris
pH 7.5, 5 mM EDTA, 0.38% (w/v) sodium bisulfite), 2.5 ml nuclei lysis buffer (200 mM Tris
pH 7.5, 50 mM EDTA, 2 M NaCl, 2% (w/v) CTAB), and 1 ml Sarkosyl (5% (w/v) solution))
was added. The samples were incubated at 65°C for approximately 30 minutes with
intermittent mixing. Four and a half milliliters of chloroform:isoamyl alcohol (24:1 (v/v)) at
room temperature was added to the samples. The suspegsion was mixed for 2 to 3 minutes,
and the two phases separated by centrifugation for 15 n}fﬁutes at ~2,000 x g at 4°C. The
aqueous (top) layer was removed using a transfer pipet ;r;d placed into a 13 mi centrifuge
tube. Five milliliters of 100% isopropanol were added, and the tubes were mixed by

inversion to precipitate the DNA. The precipitated DNA was spooled into a microfuge tube
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containing 500 pl of 70% ethanol. The DNA was pelleted in a microfuge at maximum speed

(14,000 rpm) for 2 minutes. The DNA was dried and dissolved in TE buffer in a 4°C

refrigerator overnight.

PCR™ Verification of Unique Insert-Cotton Genome Junctions in Cotton Event

MONS31.
The DNA sequences of four cotton genome/insert junctions were identified using the

PCR™.based Universal GenomeWalker Kit™ as per the manufacturer’s protocol followed by

nucleotide sequencing of the PCR™ products. Next, PCR™ assays were developed using one
primer complementary to cotton genomic DNA and another primer complementary to inserted

transgene DNA. For example, one primer designed to the 3’ end of the primary, functional
insert complementary to genomic flanking sequence (e.g., SEQ ID NO:6) paired with a second

primer at the 3’ end of the primary, functional insert complementary to inserted transgene
sequence (e.g., SEQ ID NO:5). The PCR™ assays were performed using 10 - 100 ng of cotton

event MON531 genomic DNA template in 2 50 ul reaction volume containing a final

concentration of 1.1 mM Mg®*, 0.4 uM of each primer, 200 pM each dNTP, and 2.5 units of

Tag DNA polymerase. The reactions for the PCR™ assays were performed under the

following cycling conditions: 1 cycle at 94°C for 3 minutes; 38 cycles of 94°C for 30 seconds,

60°C for 30 seconds, 72°C for 90 seconds; 1 cycle at 72°C for 10 minutes. The PCR™
products were separated using agarose gel electrophoresis, visualized by ethidium bromide

staining, excised from the gel, and subjected to DNA sequencing using dye-terminator

chemistry to confirm the sequences.

In the example above, as expected, the control reactions without template DNA and
Coker 312 non-transgenic negative control DNA did not geperate a PCR™ product. The cotton
event MONS531 samples generated the expected size PCR™ products of 264 bp for the 3’

flanking sequence. Therefore, the novel nucleic acid sequences at the junction of inserted DNA

and cotton genomic DNA in cotton event MONS531 are useful fop detecting DNA derived from

cotton event MON531 in a sample. b
MONS531 in the variety Coker 312 background was crossed into the variety DP50 (Delta

& Pine Land Company) to produce a Delta&Pine Land Company variety containing the
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MONS531 event encoding the CrylA protein. The subsequent variety was designated as

DP50B.

EXAMPLE 2

This example describes the production of arecombinantly transformed cofton plant

. designated as MON15985 derived from DP50B which contains an additional insertion event

encoding a Cry2Ab insect inhibitory protein, and the isolation and characterization of the 5’

and 3’ DNA sequences flanking the 5’ and 3’ ends of the MON15985 and segregant

MON15985X insertion event.
Target DP50B plant cells were transformed using particle acceleration technology

with a linear DNA segment derived from plasmid PV-GHBK11. The linear DNA segment
was prepared by digestion of plasmid PV-GHBK 11 with the restriction enzyme Kpnl,

separation of the plasmid fragments by agarose gel electrophoresis and isolation of the DNA

segment containing cassette comprising the Cry2Ab coding sequence and UidA coding

sequence (GUS). No plasmid backbone was contained within the segment or sequence
isolated and purified and prepared for bombardment of cotton tissue. The expression

cassette consists of a Cry2Ab coding region regulated by an enhanced CaMV33 S plant

expressible promoter and an Agrobacterium tumefaciens NOS3’ transcription termination and

polyadenylation sequence. The Cry2Ab coding sequence is designed to target the expression

product as a precursor protein for chloroplast import in plant cells (US Patent Application

Serial NO. 09/186,002, filed November 4, 1998).
The cotton variety DPSOB was transformed with the DNA cassette described above

containing a sequence encoding a Cry2Ab insect inhibitory protein by bombardment with
DNA coated gold particles using electrostatic discharge method (John, M.E., Cotton Crop
Improvement Through Genetic Engineering. Critical Reviews in Biotechnology, 17:185-208

(1997)). Different events were screened for efficacy against insect pests, phenotype, and

genetic segregation for expression of the Cry2Ab protein. Based on Lhcgf criteria, 6 lines

%
were chosen for further characterization of the insertion event. Southerd blot was used as the

primary method for evaluating the presence of one or more copy numbers of insertion and

completeness of the insertion event. One line, 15985, was chosen for a thorough molecular
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characterization of the insertion event that inserted into the DPSOB genome. The DNA
surrounding the insertion event was isolated and characterized.

Isolation of the DNA flanking the insertion event: DNA was extracted from young
cotton leaves by a modified Phyto- Pure® method from Amersham which is designed to
extract DNA from plants with large amounts of contaminating carbohydrates. In order to
determine the sequence of the DNA around the inserted Cry2Ab coding sequence, the

Genome Walker® protocol from CloneTech, Inc. was used. The manufacturer’s

recommended conditions were followed with only one modification: rather than using phenol

extraction for purification of the DNA after restriction endonuclease cleavage, the DNA was

purified with a Qiagen QLf\t:n.tickm spin column in accordance with the manufacturer’s
instruction manual.

The enzymes used to cut the genomic DNA prior to linker ligation w
the DNA was extracted in 5

ere Dral, Pvull,

Scal and Stul. Following the procedure provided by Qiagen,

volumes of PB buffer, bound to the column, washed with 0.75ml of PE and then eluted from

the column into 20mL of 10mM Tris pH 8.5. This DNA was then used as the source for the

linker libraries. Primer positions were deliberately chosen away from the ends of where the

DNA was linearized to allow for a certain amount of deletion at either end. The first primers

(SEQ ID NO:30 [gactgaatgc ccacaggeeg tcgagtt ] and SEQ ID NO:31 [cctgaactct ggeacceagt
tcgacc]) were designed to anneal to sequences that are unique to a Cry2Ab coding sequence
because of the presence of repeated DNA elements in the cotton genome. The resulting
PCR™ products were subjected to a second PCR™ reaction using nested primers directly
adjacent to those used in the first reaction (SEQ ID NO:32 [ggtttctaca ggacggacca tggagatctg

¢] and SEQ ID NO:33 [ccaactaaca tetcgecget gtactgatag g]). The PCR™ parameters used

were those recommended by CloneTech. The primary amplification parameters were as
follows: 7 cycles 94°C 2 sec, 72°C 3min, 32 cycles 94°C 2 sec, 68°C 3 min, and secondary

amplification parameters were as follows: 5 cycles 94°C 2 sec, 72°C 3 min, 20 cycles 94°C

2sec, 68°C 3 min, and 68°C 4 min in Jast cycle. All PCR™ reactions were performed on a

Perkin-Elmer 9700 machine. ]
The resulting PCR™ products from the second amplification were cloned into the

pBS(SK+) vector from Stratagene which had been cut with Smal to generate a blunt end and

treated with alkaline phosphatase to prevent self-ligation. The DNA fragments that were

24




15

20

25

30

38-21(52211) \HZ\(JM

generated in the secondary PCR™ reaction were treated with T4 DNA kinase to add a
5'phosphate and then ligated into the blunt end vector under standard ligation conditions.

Genome Walker® protocol: The secondary PCR™ reactions using the nested primer
pairs produced multiple fragments synthesized from both 5" and 3’ ends. Three independent
fragments for the 5’ end were cloned and sequenced using methods well-known in the art,
while two fragments were cloned and sequenced from the 3’ end. For each individual
fragment, at least two independent clones were obtained.

The sequence of the clones from each primer set were compared to one another. The

sequences among the respective clones were determined to be the same, and contained the

same plant trans-gene junction.

EXAMPLE 3

This example illustrates how the DNA sequences flanking the MON15985 and
MON15985X insertion event can be used to determine zygosity.

Design and development of a PCR™ based test for homozygosity of the MON15985
insertion event: The DNA sequence of the two regions flanking the MON15985 insertion
event was used to design a PCR™ based homozygosity test. Such a test would be considered
useful if it were able to detect both the specific MON] 5985 insertion event and the wildtype
chromosome. To test the feasibility of developing an assay that also detects the wild type
chromosome, primers were designed from the sequence directly adjacent to the insertion
event to test if they could be used to synthesize a DNA fragment in the non-transgenic cotton,
as well as in the 15895 line. The primers chosen were capable of synthesizing the whole
MON15985 insertion event, but no product was observed in the non-transgenic controls.
These results indicated that the insertion event was not a simple break in the DNA and
insertion of the DNA sequence and cassette encoding Cry2Ab. This result, however,
established that the two ends are indeed connected and flank an intact gene cassette encoding
Cry2Ab. .

Primers were designed to the nucleic acid sequence flanking the 3’ end of the ifisert to
amplify fragments via the Genome Walker® protocol in linker libraries made from non-"~
transgenic cotton DNA. A 620 base pair fragment was cloned and sequenced from non-

transgenic cotton. This sequence was then used to design primers for the wild type
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chromosome that would be present in the heterozygous individual. Several sets of primers
were made and tested together in order to find a set that worked in a single reaction and
provided no background bands. A primer set comprising SEQ ID NO:34 ([tggttgetic
tgaggctac]3’ cotton plant flanking sequence) and SEQ ID NO:35 ([ctigtcattg gtgcagacag
gttc]5’ cotton plant flanking sequence) was found to produce an 800 base pair amplicon from
wild type, or non-transgenic cotton DNA. However, if at least one insert is present, the
primer comprising SEQ ID NO:36 will anneal to cry2Ab specific sequences and generate a
1.5 kb amplicon with a primer annealing to the 3’ cotton plant flanking sequence (SEQ ID
NO:34). Therefore, the resulting assay using PCR™ primers comprising SEQ ID NO:36,
SEQ ID NO:34, and SEQ ID NO:35 is as follows: if an individnal is homozygous for the
MON15985 insertion event then only one band of 1.5 kb would be present; but if it is
heterozygous then an additional 0.8 kb band would also be present.

Both of these bands (1.5 kb and 0.8 kb) were cloned and sequenced to confirm their
identity. The DNA sequence of the 800 base pair fragment generated in heterozygous
individuals is identical to the sequence of the Genome Walker® fragment generated with the
primers from the 3’ end and non- -transgenic DNA.

Conft irmation of PCR™ based zygosity assay: To verify the precision of the zygosity
assay a series of experiments were conducted utilizing known homozygous, heterozygous and

negative transgenic progeny of MON15985.

R2:
Phenotype: Fifteen individual R2 plants from three suspected R1 genotypes were
characterized for the presence or absence of the Cry2Ab protein via ELISA. Plants of
interest that were positive for the study included MON15985-2 and MON15985-34.
Plant MON15985-71 was identified as negative for Cry2Ab.

R3: .

Phenotype: Fifteen individual R3 seeds from each of the selected R2 plants were

55

planted in 4 pots and subsequently screened for the presence of the Cry2Ab protein
via qualitative ELISA. The ELISA results reported that all R3 plants of MON15985-2
were positive, thus giving the R2 parent a designation of being homozygous for the

cry2Ab gene. R3 progeny of MON15985-34 were a mixture of positive and negative
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plants giving the R2 parent a designation of being heterozygous for the cry2Ab gene. _Li{/&
All R3 plants of MON15985-71 were negative and confirmed that the R2 parent was

negative as well,

Genotype: A PCR™-based zygosity assay was performed on five R3 plants of
MON15985-2 and MON15985-71. Primers and techniques were used as previously
described. Results of this test gave the expected banding patterns. All progeny of
MON15985-2 produced only the single 1.5 kb band supporting the ELISA data, which
indicated the MON15985-2 line is homozygous positive for the cry2Ab gene. All
progeny of MON15985-71 produced only the single 0.8 kb band found in the wild-
type, thus supporting the ELISA results in demonstrating that this line is homozygous
negative for the cry2Ab gene. Five progeny of each of fourteen individual R2 families

of MON15985-34 were screened as well giving combinations of homozygous,

heterozygous and negative plants.

Five individual plants from all three R3 populations were allowed to self pollinate and
were taken to harvest. Fifteen R4 progeny from each of the R3 plants tested via
PCR™ were planted in 4” pots to confirm the results on the R3 plants. Thus, if the
R3 PCR™ result was homozygous then the all the R4 progeny should be
homozygous, as well if the R3 PCR™ result was heterozygous the R4 progeny should
be a mixture of homozygous, heterozygous and negative plants. All R4 progeny
families provided the expected result based on the R3 PCR™ assay. Therefore, the

PCR™ based assay provides a durable method for genotyping plants for zygosity.

EXAMPLE 4
This example illustrates the DNA sequences flanking the 5' and 3' ends of the .
insert in cotton event MON15985 and MON15985X. a

DNA from MON15985 was extracted from leaf tissue that was frozen in Liquid
nitrogen and ground into a fine powder using a mortar and pestle. Approximately 1 g o
of the ground leaf tissue was transferred to a 13 ml centrifuge tube and 6 ml of

extraction buffer [2.5 ml DNA extraction buffer (350 mM sorbitol, 100 mM Tris pH
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7.5, 5 mM EDTA, 0.38% (w/v) sodium bisulfite), 2.5 ml nuclei lysis buffer (200 mM

Tris pH 7.5, 50 mM EDTA, 2 M NaCl, 2% (w/v) CTAB), and 1 ml Sarkosyl [5%
(w/v) solution)] were added. The samples were incubated at 65°C for approximately
35 minutes. Four and a half milliliters of chloroform:isoamyl alcohol [24:1 (v/v)] at
room temperature were added to the samples. The suspension was mixed for 2to 3
minutes, and the two phases separated by centrifugation for 15 minutes at ~2,000 x g
at 4°C. The aqueous (top) layer was removed and placed into a 13 ml centrifuge tube.
Five milliliters of 100% isopropanol were added, and the tubes were mixed by
inversion to precipitate the DNA. The precipitated DNA was spooled into a
microfuge tube containing 500 pl of 70% ethanol. The DNA was pelleted in 2
microfuge at maximum speed (14,000 rpm) for 2 minutes. The DNA was dried and

dissolved in TE buffer in a 4°C refrigerator overnight.

DNA from the DPS0 control was extracted from seed tissue. DNA from seed
was isolated by processing the seed to a fine powder using a commercially available
blender. Approximately 2 g of the processed seed was transferred to a 50 ml conical
tube, and ~16 t_nl of CTAB extraction buffer (1.5% (w/v) CTAB, 75 mM Tris pH 8.0,
100 mM EDTA pH 8.0, 1.05 M NaCl, and 0.75% (w/v) PVP (MW 40,000)] were
added to the processed seed. The samples were incubated at 65°C for approximately
30 minutes with intermittent mixing and then allowed to cool to room temperature.
An equal volume (~15 ml) of room temperature chloroform:isoamy! alcohol [24:1
(v/v)] was added to the samples. The suspension was mixed for 5 minutes, and the
two phases separated by centrifugation at ~16,000 x g for 5 minutes at room

temperature. The aqueous (top) layer was removed and placed into a clean 50 ml

conical tube. Approximately 1/10 volume (~1.5 ml) of 10% CTAB buffer [10% (w/v)

CTAB and 0.7 M NaCl] and an equal volume of chloroform:isoamyl alcohol [24:1
(v/v)] were added to the aqueous phase, which was then mixed by inversion for 5
minutes. The samples were centrifuged at ~16,000 x g for 5 minutes at room
temperature to separate the phases. The aqueous (upper) phase was removed, mixed
with an equal volume (~15 ml) of CTAB precipitation buffer [1% (w/v) CTAB, 50
mM Tris pH 8.0, and 10 mM EDTA pH 8.0] and allowed to stand at room
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temperature for approximately 1 hour. The samples were centrifuged at ~10,000 x g
to pellet the DNA, the supernatant was decanted, and the pellet was dissolved in
approximately 2 ml of high salt TE [10mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0,
and 1 M NaCl] by incubating at 37°C with gentle swirling for approximately 2 hours
or by sitting in a 4°C refrigerator overnight. Centrifugation was performed at ~23,000

x g to pellet any remaining impurities. The supernatant was removed, placed into a

* clean 15 ml tube, and approximately 1/10 volume (~150 ul) of 3M NaOAc, pH 5.2,

and 2 volumes (~4 ml relative to the supernatant) of 100% ethanol were added to
precipitate the DNA. The precipitated DNA was spooled into a microfuge tube
containing approximately 1 ml of 70% ethanol. The DNA was pelleted in a microfuge
at maximum speed (14,000 rpm) for 5 minutes, dried, and re-dissolved in TE, pH 8.0
in a 4°C refrigerator overnight.

The DP50 and MON15985 DNA were quantitated prior to the initiation of the
study within the study from which they were derived. DNA quantitation was
conducted using a Hoefer DyNA Quant 200 Fluorometer using Boehringer Mannheim
molecular size marker IX as a DNA calibration standard.

PCR analysis of the genomic sequence flanking the 5’ end of the insert
encoding Cry2Ab in cotton event MON15985 was performed using one primer
derived from the 5’ genomic flanking sequence paired with a second primer located in
the inserted DNA near the 5’ end in the enhanced CaMV 35S promoter sequence,
spanning a 1894 bp region (SEQ ID NO:26 and SEQ ID NO:27). The PCR analysis
for the genomic sequence flanking the 3’ end of the insert encoding Cry2Ab in cotton
event MON15985 was conducted using one primer located in the NOS 3’
polyadenylation sequence near the 3’ end of the insert paired with a second primer
derived from the 3’ genomic flanking sequence, spanning a 763 bp region (SEQ ID
NO:28 and SEQ ID NO:29).

The PCR analyses were conducted using genomic DNA from the cotton event
MON15985 or non-transgenic cotton line DP50. The PCR analysis was conducted
using 35-50 ng of cotton event MON15985 or non-transgenic line DPSO genomic
DNA template in a 50 pl reaction volume containing a final concentration of 1.5 mM

Mg?*, 0.2 uM of each primer, 200 pM each dNTP, and 2.5 units of Platinum Tag
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DNA polymerase (Gibco BRL). The reactions for the 5" end of the insert were

performed under the following cycling conditions: 1 cycle at 94°C for 3 minutes; 35
cycles of 94°C for 1 minute, 56°C for 1 minute, 72°C for 2 minutes; 1 cycle at 72°C
for 10 minutes. The reactions for the 3” end of the insert were performed under the
following cycling conditions: 1 cycle at 94°C for 3 minutes; 35 cycles of 94°C for 1
minute, 53°C for 1 minute, 72°C for 45 seconds; 1 cycle at 72°C for 10 minutes. The
PCR products were separated on a 1.0 % agarose gel. Electrophoresis was conducted
for approximately 1.5-2 hours at 100 V and visualized by ethidium bromide staining.
PCR products of the expected sizes containing the sequences flanking the 5
and 3’ ends of the insert encoding Cry2Ab in cotton event MON15985 generated with
two primer pairs were isolated by gel electrophoresis of 20 ul of the PCR products on
1.0% agarose gels. PCR products representing the 5’ or 3’ flanking sequences were
excised from a gel and purified using the QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
following the procedure supplied by the manufacturer. For both analyses, the purified
PCR products were then sequenced with the PCR primers using dye-terminator
chemistry by the Monsanto Company Genomics Sequencing Center. Due to the
length of the PCR products, sequencing was performed with both the primers used to
generate the products as well as primers designed internal to the amplified scc.;ucnce.
PCR analyses were performed on genomic DNA extracted from cotton event
MON15985 and non-transgenic cotton line DP50 to verify the DNA sequences
flanking the 5” and 3’ ends of the insert in cotton event MON15985. The control

reaction containing no template DNA as well as the reaction containing DP50 non-

transgenic cotton DNA did not generate a PCR product, as expected. PCR analysis of
the cotton event MON15985 DNA generated the expected size product of 1894 bp
representing the 5” flanking sequence and a portion of the 5’ end of the insert

encoding Cry2Ab.
The control reaction containing no template DNA as well as the reaction

containing DP50 non-transgenic cotton DNA did not generate a PCR product, as
expected. PCR analysis of the cotton event MON15985 DNA generated the expected
size product of 763 bp representing the 3’ flanking sequence and a portion of the 37

end of the insert. These results demonstrate that a predicted size PCR product is
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generated from both ends of the insert encoding Cry2Ab in the cotton event

MON15985.
The consensus sequence representing the cotton genomic DNA sequence

flanking the 5’ end of the insert, as well as the DNA at the 5’ end of the insert, is

5 represented by SEQ ID NO:11. The 5’ consensus sequence data contains 1877 bp of
DNA flanking the insert followed by 390 bp of insert sequence containing the
enhanced CaMV 35S promoter. Base pairs 362-750 show ho.moiogy to chloroplast
DNA. The consensus sequence representing the cotton genomic sequence flanking
the 3’ end of the insert, as well as the DNA at the 3’ end of the insert, is represented in

10 SEQ ID NO:12. The 3’ consensus sequence data contains 349 bp of insert sequence
containing the 3’ end of the NOS 3" polyadenylation sequence and polylinker
sequence followed by 1012 bp of cotton genomic DNA flanking the insert. The
reported 5’ and 3’ consensus sequences presented here are the combination of

multiple sequencing reactions and are shorter than those of the PCR products used to

generate the sequences. These data delineate the 5’ and 3’ ends of the insert in the

15
cotton event MON15985 and show the DNA which immediately flanks the insert on

both ends.
’ This data demonstrates that cotton event MON15985 contains a single DNA

insert containing (1) a sequence encoding UidA (GUS) regulated by the enhanced 358

20 CaMYV promoter (lacking approximately 260 bp at the 5’end ) and NOS 3’
o5 polyadenylation sequence; and (2) a coding sequence encoding Cry2Ab regulated by
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i the enbanced 35S CaMV promoter and the NOS 3’ polyadenylation sequence (Figure
1). PCR and sequence analyses performed in this example confirm the sequence of
the 5” and 3’ ends of the insert encoding Cry2Ab in the cotton event MON15985, and

25 verify the genomic DNA sequence flanking the 5’ and 3’ ends of the insert.

EXAMPLE 5

This example illustrates the physical characteristics of the sequences flanking
the cotton event MON15985, and characterizes the nature and physical location of

30 additional DNA sequences flanking the 5’ and 3' end of the inserted DNA in the cotton
event MON15985. Genomic DNA was analyzed by Southern blotting to determine
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the number of insertion events, the copy number of the inserted DNA, the integrity of

the inserted promoters, coding regions, and polyadenylation sequences, and the
presence or absence of plasmid backbone sequence. All analyses were performed
with both the cotton line DP5S0B (control) and with the newly produced MON15985
event to characterize the newly inserted DNA. In addition, the flanking sequence of
the 5’ and 3’ "insert-to-plant" junctions (previously determined by Genome Walking)
were confirmed by PCR.

Plasmid PV-GHBK 11, the source plasmid, served as the primary reference
substance in these analyses. The plasmid, mixed with DNA from the DP50 control
substance, was used as a size indicator and a positive hybridization control in
Southern blot analysis. Additionally, molecular size markers from Boehringer
Mannheim [Molecular Weight Markers II (23.1 Kb-0.6 Kb) and IX (1.4 Kb-0.072
Kb), catalog #236 250 and #1449 460, respectively] and Gibco BRL [High Molecular
Weight DNA Marker (48.5 Kb-8.3 Kb) and 100 bp ladder (2.1 Kb-0.1Kb), catalog
#15618-010 and #15628-019, respectively] were used for size estimations.

Genomic DNA from insect protected cotton event MON15985 was digested
with a variety of restriction enzymes and subjected to Southern blot hybridization
analysis to characterize the DNA encoding Cry2Ab2 and GUS integrated into the
genome of DP50B.

DNA extracted from leaf tissue was used for all of the analyses in this example
except for the nontransgenic sample on the uidA gene cassette intactness blot probed
with the NOS 3’ polyadenylation sequence probe which was isolated according to the
method of Roéers and Bendich (1985). Leaf tissue was frozen in liquid nitrogen and
ground into a fine powder using a mortar and pestle. Approximately 1 g of the ground
leaf tissue was transferred to 13 ml centrifuge tube containing 6 ml of the extraction
buffer [2.5 ml DNA extraction buffer (350 mM Sorbitol, 100 mM Tris pH 7.5, 5 mM
EDTA), 2.5 ml Nuclei lysis buffer (200 mM Tris pH 7.5, 50 mM EDTA, 2 M NaCl,
2% CTAB), and 1 ml Sarkosyl (5% solution)]. The samples were incubated at 65°C
for approximately 30 minutes with intermittent mixing. Four and a half milliliters of a
mixture of chloroform:isoamyl alcohol (24:1) at room temperature was added to the

samples. The suspension was mixed for 2 to 3 minutes, and the two phases separated
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by centrifugation for 15 minutes at ~1,000 x g at 4°C. The aqueous (top) layer was

removed using a transfer pipet and placed into a 13 ml centrifuge tube. Five milliters

of 100% isopropanol were added, and the tubes were mixed by inversion to precipitate
the DNA. The precipitated DNA was pelleted by centrifuging at ~1,000 x g for 5
minutes at 4°C. The pellet was washed with approximately 1 ml of 70% ethanol and
centrifuged for an additional 5 minutes at ~1 ,000 x g at 4°C . The DNA was allowed
to dry at room temperature and re-dissolved in TE at 4°C overnight.

The purified genomic DNA was quantitated using a Hoefer DyNA Quant™
200 Fluorometer (San Francisco, CA) with Boehringer Mannheim Molecular Weight
Marker IX used as a calibration standard.

Approximately 10 pg of genomic DNA from the test and control lines were
used for the restriction enzyme digests. Overnight digests were performed at 37°C
according to manufacturers protocols in a total volume of 500 wl using 100 units of
restriction enzyme. Some of the control digests were spiked with either 5 or 10 pg of
PV-GHBK11. All restriction enzymes were purchased from Boehringer Mannheim.

After digestion, the samples were precipitated by adding 1/10 volume (~50 pl) of 3M

NaOAc and"Z volumes (~1 ml relative to the original digest volume) of 100% ethanol,
s 5 -

followed by incubation at -20°C for at least one hour. The digested DNA was pelleted
by centrifugation, washed with 70% ethanol, vacuum dried for 10-20 minutes, and re-
dissolved at room temperature in either water or TE.

Digested DNA's were separated on 0.8% agarose gels in 1X TBE buffer. A
‘long run’ and a ‘short run’ were performed for each Southern blot analysis. The long
run facilitated greater resolution of the higher molecular weight DNAs while the short
run ensured that all smaller molecular weight DNAs were retained on the gel. The
long run/short run involved a 4-6 hour electrophoresis at 80-85 V and an overnight (9-
15 hour) run at 35-38 V. After electrophoresis, the gels were stained in 0.5 pg/ml
ethidium bromide for 20-30 minutes and photographed.

Plasmid PV-GHBK 11 DNA was isolated from overnight E. coli cultures.
Probe templates homologous to the cry2Ab coding region, uidA coding region, the
enhanced CaMV 358 promoter, the NOS 3’ polyadenylation sequence, and the entire
backbone region were prepared by PCR using PV-GHBK11 as the template.
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Approximately 25 ng of each probe template, except the NOS 3’ polyadenylation
sequence, were labeled with 32p_JCTP using the random priming method (RadPrime
DNA Labeling System, Life Technologies). The NOS 3’ polyadenylation sequence
was labeled using PCR with NOS 3° template (15 ng), NOS 3’ specific primers (0.25
pM each), 1.5 mM MgCly, 3 pM dATP, dGTP, and dTTP, 100 pCi of 32P_dCTP and
2.5 Units of Tag DNA polymerase in a final volume of 20 ul. The cycling conditions
were as follows: 1 cycle at 94°C for 3 minutes; 5 cycles at 94°C for 45 seconds, 55°C
for 30 seconds, and 72°C for 1 minute; 1 cycle at 72°C for 10 minutes. The
radiolabeled probe was purified using a Sephadex G-50 column (Boehringer
Mannheim).

Southern blot analyses (Southern, 1975) were performed established
procedures, gcncfally Maniatis Fritsch Sambrook (Cold Spring Harbor). Following
electrophoresis, the gel was incubated in depurination solution (0.125 N HCD for ~ 10
minutes followed by denaturing solution (0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl) for ~30 minutes,
and then neutralizing solution (0.5 M Tris-HCI pH 7, 1.5 M NaCl) for -30 minutes.
The DNA from the agarose gels was transferred to Hybond-NTM nylon membranes
(Amersham) usir;g a Turboblotter™ (Schileicher & Schuell). The DNA was allowed
to transfer for 4 hours to overnight (in 20X SSC) and covalently cross-linked to the
membrane with a UV Stratalinker ™ 1800 (Stratagene) set to autocrosslink. The blots
were prehybridized an average of 2 hours in an aqueous solution of 0.5 M sodium
phosphate, 7% SDS (w/v), and 0.1 mg/ml E. coli tRNA. Hybridization with the
radiolabeled probe was performed in fresh prehybridization solution for 14-21 hours
at approximately 65°C. Membranes were washed at least four times in an aqueous
solution of 0.1% (w/v) SDS and 0.1X SSC for 15 minute intervals at 65°C. Multiple
exposures of the blots were generated using Kodak Biomax MS™ film in conjunction
with one Kodak Biomax MS™ intensifying screen. Blots were stripped by incubating
the blot with boiling 0.1% (w/v) SDS and allowing it to cool to room temperature.

The insert number (the number of integration sites of newly introduced
transgenic DNA in the cotton genome) was evaluated. The test and control DNAs
were digested with the restriction enzyme Scal, which does not cleave within the
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DNA segment used for transformation. This enzyme released a segment ch?r‘lstji]rl(isrl2 ;I Y
the inserted DNA and adjacent plant genomic DNA. The plasmid-spiked DP50 “short
run’ samples were also digested with Xbal to linearize the plasmid. The blot was
probed with the reference plasmid PV-GHBKI11.

~ The number of copies of the transformation cassette inserted into each locus
was determined by di gesting the test genomic DNA with the restriction enzyme Spkl,
an enzyme that cuts only once in the linear DNA segment used to generate the event.
The blot was probed with the reference plasmid PV-GHBK1 1.

The integrity of the Cry2Ab coding region was determined by digestion with a
restriction enzyme, Ncol, that cleaves at the 5" and 3’ ends of the Cry2Ab coding
region. The blot was probed with the full length Cry2Ab coding region.

The integrity of the Cry2Ab encoding cassette (enhanced CaMV 358
promoter, Cry2Ab coding region, and NOS 3’ polyadenylation sequence) was
assessed by digestion with the restriction enzyme BamHI which cleaves at the 5° and

3’ ends of the Cry2Ab cassette. The blot was sequentially probed with each element

of the cassette.
The integrity of the UidA coding region was determined by digestion with the

restriction enzymes EcoRI and BglIIl which cleave at the 5' and 3’ ends of the UidA
coding region, respectively. The blot was probed with the full length UidA coding
region. |

The integrity of the UidA cassette (enhanced CaMV 35S promoter, UidA
coding region, and NOS 3’ polyadenylation sequence) was assessed by digestion with
the restriction enzymes BamHI and Sphl which cleave at the 5" and 3’ ends of the
UidA cassette. The blot was sequentially probed with each element of the cassette.,

The backbone region of the plasmid is defined as the Kpnl restriction fragment
of PV-GHBK 11 that was not used to transform the plant. It consists of a bacterial
origin of replication, ori-pUC, and the npt!I gene under the control of a bacterial
promoter. To confirm the absence of backbone, genomic DNA was digested with the
restriction enzyme Kpnl and probed with the full-length backbone region.

The sequence of the 5 and 3’ insert-to-plant genomic DNA junctions were

determined as described above using Clontech’s Universal Genome Walker™ Kit.
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Primers were designed to verify these junctions by PCR. The 5’ junction was verified
using one primer designed to the 5° genomic flanking sequence paired with a second
primer in the enhanced CaMV 35S promoter of the uidA gene. The 3’ junction was
verified using a primer designed to the 3’ genomic flanking sequence with a second
primer located in the cry2Ab gene. The PCRs were conducted using 100 ng of leaf
genomic DNA (1-2 pl) as a template, 10 pmol of each primer (1 pl each), and PCR
Supermix (Gibco BRL cat no. 10572-014) in a 25 ul reaction volume. The -
amplification of the reactions was performed under the following cycling conditions: 1

cycle 94°C for 3 minutes; 30 cycles 94°C for 30 seconds, 55°C for 1 minute, 72°C for 2

minutes; 1 cycle 72°C for 4 minutes. The PCR products were separated on a 1%
agarose gel in 1X TAE and visualized by staining with ethidium bromide.

Test and control DNA samples were digested with Scal. DP50 control DNA
spiked with PV-GHBK11 was ﬁlso digested with Scal. Since Scal does not cleave
within the plasmid, a second enzyme, Xbal, was added to linearize the plasmid. The

plasmid was linearized to facilitate its migration through the gel to serve as an

accurate size estimator. The blot was probed with radiolabeled PV-GHBKI11 (Figure

1), the source plasmid for the linear DNA segment used in the transformation. The
DP50 long run did not produc::/any detectable background bands. Plasmid PV-
GHBK11 mixed with DP50 short run produced the expected size band at
approximately 8.7 Kb, the size of the whole plasmid, with no additional bands. The
DP50B long and short runs produced two bands at approximately 22 Kb and 15 Kb
(very faint). Since these bands are present in both event MON15985 and the DP50B
(MONS531) control they are considered background bands associated with the crylAc
event. The MON15985 long and short each produced one band not present in either
the DP50 or the DP50B lanes at approximately 9.3 Kb. This result suggests that
cotton event MON15985 contains one segment of integrated DNA located on a 9.3 Kb
Scal restriction fragment.

Genomic DNA isolated from MON159835, DP50B, DP50 (non-transgenic
control) and DP50 mixed with plasmid PV-GHBK11 DNA was digested with SpalL
The blot was probed with PV-GHBK 11, the source plasmid for the linear DNA

segment used in transformation. The DP50 long run did not produce any detectable
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background bands. Plasmid PV-GHBK11 mixed with DP50 in the short misﬁrggiiﬁ
the expected size bands at 3.9 and 4.8 Kb; an additional faint band at 8.7 Kb in lane 5
is presumably due to undigested plasmid DNA. The DP50B long and short runs
produced three bands at approximately 6.4, 8.3, and 8.6 Kb. Since these bands are
present in both event MON15985 and the DP50B control they are considered
baék;ground bands associated with the crylAc event. The MON15985 long and short
runs each produced two bands not present in the DP30 or the DP50B lanes at
approximately 2.3 Kb and 3.5 Kb. Because the enzyme SphI cuts only once within the
transformation cassette, this result suggests that MON15985 contains one copy of
integrated DNA which produces these two restriction fragments.

DNA from the test, controls, and control mixed with plasmid PY-GHBK11
DNA was digested with Ncol to release the Cry2Ab coding region and assess its
intactness. The blot was probed with the full-length Cry2Ab coding region. As
expected, the DP50 non-transgenic control long run and the DP50B control long and
short runs showed no detectable hybridization bands. Plasmid PV-GHBK11 mixed
with DP50 in the short run produced the expected ~1.9 Kb band which corresponds to
the entire Cry2Ab coding region. Both the MON15985 long and short runs also
produced a 1.9 Kb band which correspdnds to the expected size of an intact Cry2Ab
coding region. This result establishes that event MON15985 contains the intact
Cry2Ab coding region, with no additioﬁal detectable fragments.

DNA from the test, controls, and control mixed with plasmid PV-GHBK11
DNA was digested with BamHI which releases the entire cassette encoding Cry2Ab
(i.e. Cry2Ab coding region, the enhanced CaMV 358 promoter, and the NOS 3
polyadenylation sequence).

The blot was probed with the full length Cry2Ab coding region. The DP50
non-transgenic control long run and the DP50B control long and short runs showed no
detectable hybridization bands. Plasmid PV-GHBKI1 mixed with DP50 in the short
run produced the expected 3.2 Kb band which corresponds to the entire cassette
encoding Cry2Ab. Both the MON15985 long and short runs produced a band at
approximately 4.0 Kb. This result indicates that the 3’ end of the transformation

cassette lost the BamHI restriction site during integration into the cotton genome. The
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3’ sequence of the insert-to-plant junction, previously determined by genome walking,

was verified by PCR analysis. Sixty-six base pairs of the 3’ end of the transformation
cassette were shown to have been deleted, including the BamHI site. The deleted
nucleotides do not include any of the NOS 3’ polyadenylation sequence associated
with the cassette encoding Cry2Ab, but only linker DNA. These results establish that

the cassette encoding Cry2Ab is intact. No partial cassettes derived from that

encoding Cry2Ab were detected.”

The blot used above was stripped and re-probed with the full length enhanced
CaMYV 35S promoter. The DP50 long run did not produce any detectable background
bands. Plasmid PV-GHBK11 mixed with DP50 in the short run produced the
expected size bands at 5.5 and 3.2 Kb with no additional bands detectable. The
DPS0B long and short runs produced five bands at approximately 4.4, 5.3, 7.5,94,
and 22 Kb. Since these bands are present in both event MON15985 and the DP50B
control they are considered background bands associated with the crylAc event. The
MON15985 long and short runs both produced one band at approximately 4.0 Kb
which is not present in either the DP50 or the DP50B lanes. This corresponds to the
fragment predicted for the cassette encoding Cry2Ab given the result obtained with
the Cry2Ab coding region probe. A second band in the MON15985 lanes resulting
from hybridization to the enhanced CaMV 35S promoter associated with the cassette
encoding UidA (GUS) is predicted but not apparent in the test lanes. The results of
the NOS 3’ polyadenylation sequence probe, discussed below, demonstrate that the
enhanced CaMV 35S promoter sequence associated with the UidA encoding cassette
is present, but the 4.4 Kb band co-migrates with a 4.4 Kb background band and is not
apparent. No extraneous promoters were detected.

The blot used above was re-stripped and ré—probed with the full length NOS 3’
polyadenylation sequence. The DP50 long run did not produce any detectable
background bands. Plasmid PV-GHBK11 mixed with DP50 short run produced the
expected size bands at 5.5 and 3.2 Kb with no additional bands detectable. The
DP50B long and short runs produced one band at approximately 1.2 Kb. Since this
band is present in both event MON1 5085 and the DP50B control it is considered
background associated with the crylAc event. The MON15985 long and short runs
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each produced two bands which are not present in the DP50 or the DP50B lanes at

approximately 4.0 and 4.4 Kb. The 4.0 Kb band corresponds to the fragment
predicted for the cassette encoding Cry2Ab, given the result from above. The 4.4 Kb
band was not apparent on the blot probed with the enhanced CaMV 35S promoter
because it co-migrates with the 4.4 Kb background band seen on that blot. This

segment is associated with the uidA cassette.

These results establish that the Cry2Ab encoding cassette is intact and that there is a
66 bp deletion between the BamHI site and the 3’ end of the transformation cassette,
which does not include any of the NOS 3’ polyadenylation sequence at the 3” end of
the cassette encoding Cry2Ab. No partial cassettes derived from that encoding
Cry2Ab were detected.

Genomic DNA isolated from MON15985, DP50B, DP50 (non-transgenic
control) and DP50 mixed with plasmid PV-GHBK11 DNA was digested with EcoRI
and Bg/ to release the entire uidA coding region. The blot was probed with the full-
length uidA coding region. The DP50 non-transgenic control long run and the DP50B
control long and short runs showed no detectable hybridization bands. Plasmid PV-
GHBK 11 mixed with DP50 short run produced the expected ~1.9 Kb band which
corresponds to the entire uidA coding region. Both the long and short runs of event
MON15985 DNA also produced a 1.9 Kb band which corresponds to the expected
size of an intact uidA coding region. This result establishes that event MON15985
contains the intact widA coding region, with no additional fragments detected.

DNA from the test and control substances was digested with BamHI and Sphl
to release the entire uidA cassette (i.e. uidA coding region, the enhanced CaMV 358
promoter, and the NOS 3’ polyadenylation sequence). The plasmid PV-GHBKI11 was
digested with PsfI and spiked into the DP50 short run samples after digestion (except
for the NOS 3’ polyadenylation sequence probe blot in which the plasmid was
digested with BamHI and SphI). This was done to show the size of an intact full-
length uidA cassette.

The blot was probed with the full length uidA coding region. As expected, the

DP50 non-transgenic control long run and the DP50B control long and short runs
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showed no detectable hybridization bands. Plasmid PV-GHBK11 mixed with DP50

short run produced the expected 2.8 Kb band which corresponds to the entire uidA
cassette. Both the MON15985 long and short runs produced an approximately 2.5
Kb band. This result indicates that a portion of the uidA cassette was not present. The
5" insert-to-plant junction, previously determined by genome walking, was verified by
PCR analysis. It had been demonstrated previously that 284 bp of the 5’ portion of
the transformation cassette were deleted. These results establish that the uidA cassette
is missing approximately 260 bp of the 5* promoter sequence and 24 bp of polylinker
DNA derived from the multiple cloning site of the plasmid. Odell et al. (1985)
10 showed that such a deletion should not affect accurate transcription initiation. No
additional partial uidA cassettes were detected with the uidA coding region probe.
The blot used above was stripped and re-probed with the full length enhanced
CaMV 35S promoter. The DP50 long run did not produce any background bands.
Plasmid PV-GHBK 11 mixed with DP50 short run produced the expected size bands
at 1.5 and 2.8 Kb with no additional bands detected. The DP50B long and short runs

produced five bands at approximately 4.3, 4.6, 5.0, 6.6, and 8.5 Kb. Since these bands

are present in both event MON15985 and the DP50B control they are considered
background bands associated with the crylAc event. The MON15985 long and short

runs each produced two bands at approximately 2.5 and 1.0 Kb not present in the
20 DP50 or the DP50B lanes. The 2.5 Kb band corresponds to the fragment predicted for
the uidA cassette. The 1.0 Kb band results from the enhanced CaMYV 358 promoter

associated with the cassette encoding Cry2Ab. No extraneous promoters were
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detected.
The blot was probed with the full length NOS 3’ polyadenylation sequence.

25 The DP50 long run did not produce any detectable background bands. Plasmid PV-
GHBK11 mixed with DPS0 short run produced the expected size bands at 3.8 and 2.2
Kb with no additional bands detected. The DP50B long and short run produced one
band at approximately 1.2 Kb. Since this band is present in both event 15985 and the
DP50B control it is considered background associated with the crylAc event. The

30 MON15985 long and short runs each produced two bands not present in the DP50 or
the DP50B lanes at approximately 2.5 and 2.3 Kb. The 2.5 Kb band corresponds to
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38-21(52211)
the fragment predicted for the uidA cassette. The 2.3 Kb band results from NOS 3’

polyadenylation sequence associated with the cassette encoding Cry2Ab.

These results confirm that the uidA cassette is missing approximately 260 bp
of the 5" end of the enhanced CaMV 35S promoter but is otherwise intact.
Genomic DNA isolated from event MON15985, DP50B, DP50 (non-transgenic
control) and DP50 mixed with plasmid PV-GHBK11 DNA was digested with Kpnl.

“The blot was probed with the entire backbone sequence. The DP50 Jong run showed

no detectable hybridization bands. Plasmid PV-GHBKI1 1 mixed with DP50 DNA
produced one band at the expected size of 2.6 Kb for the entire backbone. The
DP50B long and short run produced a single band at approximately 22 Kb. Since this
band is present in both event MON15985 and the DP50B control it is considered
background associated with the cry/Ac event. The MON15985 long and short runs
contained the 22 Kb background band with no additional hybridization. This result
establishes that event MON15985 does not contain any detectable plasmid backbone

sequence.
PCR was performed on genomic DNA to confirm the insert-to-plant junction

sequences at the 5’ and 3’ ends of the MON15985 insert. As expected, the non-
transgenic samples did not yield a PCR product when either the 57 or 3’ primer set

was used. The DP50B sample (cryJAc control event) did not yield products with
either primer pair, as expected. A different event selected for cxPrcss'i on of Cry2Ab,
MON15813, also did not yield products when either primer set was used. The
MON15985 genomic DNA yielded the correct size products when 5’ end using primer
pairs and 3’ end primer pairs. This PCR analysis confirmed the 5’ and 3’ border
sequences of MON15985.

The insect protected cotton event MON15985 was produced by particle
acceleration technology using a Kpnl DNA segment containing a cassette encoding
Cry2Ab and UidA. The MON15985 event contains a single DNA insert located on a
9.3 Kb Scal fragment. This insert contains one complete copy of the inseried cassette
which is missing approximately 260 bp at the 5'end of the enhanced CaMV 358
promoter driving expression of the UidA coding sequence. PCR was used to verify

the 5’ and 3’ junction sequences of the insert with the plant genome, as well as the

41

3
XN




EIRE TRt

(A

38-21(52211)
intactness of the 5’ and 3’ ends of the insert. Event MON15985 does not contain any

detectable plasmid backbone sequence resulting from the transformation event. Based
on the enzymes used in this study, the restriction pattern of the cryJAc insert is not

changed by the insertion of the DNA inserted comprising the Cry2Ab coding

sequence.
Thus, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, and

SEQ ID NO:18 and sequences comprising these sequences, are diagnostic for the

insertion which gave rise to cotton event MON15985.
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What is claimed is:
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An insect resistant cotton plant, or parts thereof, seed of said cotton plant having

been deposited with the American Type Culture Collection under accession

5 number PTA-2516.
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ABSTRACT

The present invention provides cotton plants, cotton tissues, and cotton seeds that

include the MON15985 event, which confers resistance to Lepidopteran insect damage. Also

provided are assays for detecting the presence of the MON15985 event based on the DNA

sequence of the recombinant construct inserted into the cotton genome that resulted in the

MON15985 event and of genomic sequenc‘es-ﬂanking the insertion site.
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SEQUENCE LISTING

<110> Monsanto Technology LLC Huber, Scott Roberts, James Shappley,

Zacchary

<120> Cotton Event 15985 and Compositions and Methods for Detection Thereof

<130> 38-21(52211)

<140> June 11, 2001

<160> 36

<170> PatentIn version 3.0
<210> 1

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial sequence
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(20}

<223> sequence comprising a junction between insert DNA and cotton chromosome
<400> 1

gcgtttctgg ttataatata 20

<210> 2

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(20)

<223> seguence comprising a junction between insert DNA and cotton chromosome

<400> 2

cttctetget aagtgggtca 20

<210> 3

<211> 1104

<212> DNA

<213> artificial segquence

<220>

221> misc_feature

<222> (1)..(1104)

<223> completely synthetic seqguence

<400> 3

agtacacaaa acaaaagcat catatgctga tttatttatt catagatgga gctcaagtca 60
B

tagttaaata gcecgatact ttectcgetc actatgagct attacagcat acattttagt 120
%

actacatact tattcagtaa Aaagcecctca aaattgaaga caaaggacgg gatccceggg 180

taccgagectc gaattcaggc'%tctagatct cattattcct ccatcaagag aagctccacg 240

ctgtceocacga tgaaggttcc cteggtttca ccgatctcga tecacacttt gtcggtctca 300

ggaaagtact caagctcctt ggtaacatag ccaactggaa gtggtgtgta gtccectgtaa 360

cctetgttga actcgeaagg gttctcacgt ctgeccatcty tgtaggattt ctectegtac 420




acggaggcat
taggcacctc
ggatagattt
tocgtggatgg
tagcctctac
accaggacgg
cagctgaggce
aatgcggtaa
acggacaact
atcatggcga
teccacggact

ttgtecctec

<210> 4

£21)> 303
<212> DHNA
<213>
<400> 4

aagtgggtca

tatgattggg

ttcatctctt

accggggagg
accaagtatg

aacttgectt

<210> 5

<211> 378
<212> DNA
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400> 5

agtcagcagg
cgtactctte
cttcctecgac
tcacgcaace
ctggacagac
aacgctgatt
cattgttgaa
agatacgtcc
caggcaagta
tgttggtgte
ctttggecte

acttckttete

gtggggtggc
gtttetettt
aaatcggcta
ggggggggaa

ttattggttyg

misc_feature
{1).
completely synthetic sequence

. (378)

aacggaagga
ctgattcaca
gcagttggag
ctcaccgtat
tctaacctct
gttctgttoe
gtcaccgtte
ctcaagttcc
agcctcacga
ggcttgcaac
cttgtaaacg

tgct

Gossypium hirsutum

attggttttt
ggtgtacatc
aaaaacaact
tggaggaaat

atcgagtggg

artificial sequence %
A

Ex,

gcttegtbgt
gtgtagtcgt
aacttaagct
cecctcettgh
tgggacactt
tccacgtcca
ttgatgacgt
tcgaagatgg
atgctgtgea
tgatcatatt

atgttagttt

aﬁtttcaacg
aatgaccttc
atgaaaaaaa
agaatagggg

aaggaattca

cccctcaaat ghbcaataggtb gogeococotca tctgtcageca

ggatcgegec cctcatctgt cagtagtcgc gcccctcaag

aacctectgtt
tgcaagtaac
cgteggtgtt
aagcggtcac
cagcttcecca
catgaccttt
ttctggcate
cagcgttcac
cacgtttgtc
gggagttcac

cccattcgag

cgttttgteg
cctattgcat
gagtaggcet
actcatttat

atgttcaatt

ctetgeceet

tgtcaatacc

acggctagtg
ggtgttgttg
gttctcgate
acggagaatg
ctcaggcaca
cacatteccag
gtacaaggag
accagggatc
tgcggcgtygg
gaacaaagca

tttctcacgt

catatacttt
tgtctgaatt
actcateccgt
atatatataa

ctgggtttga

caagtgtcaa

gcagggecact

tatccccagg cttgtccaca tcatctgtgg gaaactcgeg taaaatcagg cgttttegec

2

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1104

60
120
180
240
300

309

60
120

180




gatttgcgag gctggecage tcocacgtcgc cggecgaaat cgagcectgec cctcatctgt
caacgccgcg ccgggtgagt cggeccctca agtgtcaacg tecgeeccte atctgtcagt

gagggecaag ttttccgecga ggtatccaca acgccggegy ccgeggtgte tcgcacacgyg

cttcgacgge gtttctgg

<210> b

<211> 211

<212> DNA

<213> Gossypium hirsutum
<400> 6

ttataatata cacatatata atttatcact gtatattctt gcagagaaca atcacgaggce

attggcccect ccattttttt aaaaaaaatt tgatctgata gagaaaagaa agaaagaaaa

agaagaatat tagtgacctt tcaatggtga aaaatcaaaa aaaaatctca tttaatgata

aacaaaatgt caaacagtct gacagctect g

<210> 7

<211> 26

<212> DNA

<213> artificial seguence
220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(26)

<223> completely synthetic segquence
<4C0> 7

gccaatgecct cgtgattgtt ctcotge

<210> 8

<211> 26

<212> DNA

<213> artificial seguence
<220>

<221> misc_feature

<222> (1) ..(26)

<223> completely synthetic sequence
<400> 8

gatttgcgag gctggccage tccacg

-

'?;
<210> 9 .
<211> 589 -
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<221> misc_feature
<222> {1} ..(378)

<223> MON531 3’/ insert sequence, completely synthetic
=220>

240

300

360

378

180

211

26

26




MON531 3’ end Gossypium hirsutum

gcgeccectea
cagtagtege
tcatctgtgg
teccacgtege
cggceccctca
ggtatccaca
ataatataca
tggececctece
aagaatatta

caaaatgtca

<221> misc_feature
<222> (373)..1(588)
<223>

<400=> 9

cccctcaaat gtcaataggt
ggatcgcgeo ccteoatcotgt
tatccccagg cttgtccaca
gatttgcgag gctggococagco
caacgccgeyg ccgggtgagt
gagggccaag ttttcoccocgcga
cttocgacgge gtttotggtt
agagaacaat cacgaggcat
gaaaagaaay aaagaaaaag
aaatctcatt taatgataaa
<210> 10

<211> 1411

<3212> DNA

<213> artificial sequence
<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1104)
<223>

<220>

<221> misc_feature
<222> (1105)..(1141)

<223>
<400= 10
agtacacaaa
tagttaaata
actacatact
taccgagcte
ctgtecacga
ggaaagtact
cctctgttga
acggaggecat
taggcaccte

ggatagattt

tcgtggatgg

tctgtcagca
geccecctcaag
gaaactcgcg
cggccgaaat
agtgtcaacg
acgccggcgg
catatataat
atttttttaa
gtgacctttc

aacagtctga

completely synthetic insert sequence

acaaaagcat catatgctga ctttatttatt

geccgatact
tattcagtaa
gaattcagge
tgaaggttce
caagctecctt
actcgcaagg
agtcagcagg
cgtactettc
ctteceotegac

tcacgcaacc

ttcotegete
aaagcecctca
ctctagatct
ctcocggtttca
ggtaacatag
gttctcacgt
aacggaagga
ctgattcaca

gcagttggag

ctcaccgtat

actatgagct
aaattgaaga
cattattect
ccgatctega
-
ccaactggaa
%
ctgccatdtyg
L)
gecttegttot
gtgtagtegt

aacttaagct

ccctocttgt

ckectgeeoect
tgtcaatacce
taaaatcagg
cgagcctgec
tcegececte
ccgeggtgte
ttatcactgt
aaaaaatttg
aatggtgaaa

cagctcctg

catagatgga
attacagcat
caaaggacgd
ccatcaagag
tccacacttt
gtggtgtgta
tgtaggattt
aacctctgtt
tgcaagtaac
cgtoggtgtt

aagcggtcac

flanking sequence

caagtgtcaa
gcagggcact
cgtttrogec
cctecatctgt
atctgtcagt
tegecacacgg
atattcttge
atctgataga

aatcaaaaaa

MON531 5' end Gossypium hirsutum flanking seguence

gctcaagtca
acattttagt
gatcccocggyg
aagctccacyg
gtcggtctca
gteccctgtaa
ctcctecgtac
acggctagtg
ggtgttgttg
gttctegate

acggagaatg

60

120

180

240

300

360

420

480

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660




tagcctcectac
accaggacgg
cagctgagge
aatgcggtaa
acggacaact

tcatggcga
&ccacggact
ttgtcectee
aacgcgtttt
cttcecctatt
aaaagagtag
ggggactcat

ttcaatgttc

<210 11
<211>
<212> DNA
<213>
<220>
<221>

<222> (1). )
Gossypium hirsutum 5' end genomic DNA sequence

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

2267

ctggacagac
aacgctgatt
cattgttgaa
agatacgtcc
caggcaagta
tgttggtgtc
ctttggecte
acttcttete
gtcgcatata
gcattgtetg
gcctacteat
ttatatatat

aattctgggt

misc_feature

. {361)

misc_feature
(362)..(750)
5 end chloroplast related DNA seguence

misc_feature
{(751)..(1885)
5+ end Gossypium hirsutum remnant DNA sequence

misc_feature
{1886) .. (2267)

tctaacctct
gttetgttece
gtecaccgtte
ctcaagttcc
agcctcacga
ggcttgcaac
cttgtaaacg
tgctaagtgg
cttttatgat
aattttcatc
ccgtaccgyy
ataaaccaag

ttgaaacttg

artificial seguence

tgggacactt
tccacgtcca
ttgatgacgt
tcgaagatogg
atgctgtgca
tgatcatatt
atgkttagttt
gtcagtgggd
tggggtttet
tcttaaatceg
gaggggggyd
tatgttattg

c

<223> 5’ end inserted DNA sequence

<400> 11
cttgtcattg

taacagcgaa
tgagttcagt
ctaacattaa
ttaaaaaagc

ggactatagg

gtgcagacag
atcttagggt
tgatggagag
acagaatcgt
taaggtaaaa

gcotagtggt

gttcggggag
ggtccgagaa
gaaaatggca
tctactaaaa

tctgggcaaa

agtcaacagg

tatggcctat
atgagattgt
aagatttgag
ggggtaaggg
gttttaacgt

ccgggcggga

cagcttecca
catgaccttt
ttctggcatc
cagcgttcac
cacgtttgte
gggagttcac
cccattocgag
tggcattggt
ctttggtgta
gctaaaaaac
ggaatggagg

gttgatcgag

gggtggtggt
a
taagtcctga
dggagaggat
tagtggtgga
ggcccagggg

aagtattcat

ctcaggcaca
cacattccag
gtacaaggag
accagggatc
tgcggegtgyg
gaacaaagca
tttectcacgt
ttcttaacttc
catcaatgac
aactatgaaa
aaatagaata

tgggaaggaa

agagagaaag
tttcaatgtgce
tttgtggatc
agagatattt
aataaaaaag

ttgaaatggg

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1411

60
120
180
240
300

360




.
ol R,

o

5 g

tttattcgta
aactatcttt
caagaaagat
ctettetatt
gcttcaagaa
aattgegett
tcaatggact
tcttatttte
ccacgagagc
tcatcttgca
ttttggttge
ttctteatca
aattggtgte
acgggactag
ckttecgeoatee
gtgatccoctt
tggatcgata
aagtttcacc
taccattaga
gtgtggtaga
cactccagat
ttacgaaaaa
ttaataaagy
ttggcacatt
tgattcacgt
ataatgcaat
tgceocagota
tgccatcatt
aaagatggac
tcaaagcaag

tatcecttcge

ttaacagcta
grageteccag
gtacggtcta
ctggttcatg
atagtgaatyg
atattcatca
cctgacgtat
acaggacttt
tecccatcage
aattgacaat
ttctttttca
tgrcaccttgyg
tgattgagtyg
ttgtettgag
accattgcaa
taggccaaat
ggeccctgtag
ccaactaaca
tcgactgcaa
ctttactatg
cattttgtac
agattattgt
gttgaagact
tgatgcacta
gttgtttaag
gagtcatatc
tctgtcactt
gcgataaagg

ccccacccac

tggattgata

aagaccgtte

ctctaggagyg
aatgtttcag
atgaggctac
gtttctettyg
gtcttatcaa
ctgtaggaat
acgaaggagt
gcttatcata
attgatttgg
aaatctcaac
ttaatgatgt
atatggtett
caccegecta
gcteatatta
ggcccaacca
ggatggagac
ttgatgatgg
tccaagtgca
gtgtaggtaa
gtectttteyg
gagaatgtcc
tactaagttt
tgaatgacaa
tgtecttogtce
atcaaaaagt
tctataaagg
tattgtgaag
aaaggccatc
gaggagcatc
tgatatctcc

ctctatataa

aatgttttta
tttatgetce
tacgaaatat
gctatatggt
tacacaaatg

ctgggttcaag

tettttagge

attattgaca
ctagggatag
aggtttcagc
tgettgtttg
gagtgectcte
agttcaagat
ctatgttctyg
cctagecactyg
gctataagat
ggatgatcac
accagaggtg
tgttggacag
ggcaggcgaa
agaggtggct
tecatgtttta
gttagcgtaa
tatttttcaa
gcatgcctaa
gtaatatccyg
atagtggaaa
gttogaagatg
gtggaaaaag

actgacgtaa

ggaagttcat

00) - 44620

tgeggrtgcta
tacctattat
ttactcatgg
tcatcogggg
tataactccc
ctttecccag
tttcgeattt
gccaactggt
ttctttaagt
aagtaaggcc
cacctggaaa
tgactgcccyg
gceggagttt
tcgatataat
tgatgggtcc
tggtcaccge
gatgaccetyg
tacccgcaga
ggtagatcag
aatgtttgtt
aatcgagaga
tgccatgegt
agcatttett
acatactgtt
ctaatactta
gaaacctect
2
aggaaggtgg
B
cctctgeccga
aagacgttec
gggatgacge

ttcatttgga

acgatttaat
ctggatatac
gtggggcaag
gagagatcga
caggaatttc
cccctbectea
tgttgaaaat
gaaaatggtyg
gctaagtcaa
tcctteatta
acatgcaccg
tcatctttcg
gaatagtata
catccatggg
aaacgcaaag
aagaaaagtg
cctatcectce
gggcacctat
ggtgttcacg
ataaatgcgy
atcgaatcac
agccatgttt
ttcttteatg
ggaagaatta
tcagaaacaa
cggattccat
ctcctacaaa
cagtggtcce
aaccacgtct
acaatcccac

gaggacacgc

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
12860
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160

2220




£

2 i

e

tgacaagctg actctagceag atctcecatgg tcecgtcctgt agaaacqg

<210> 12

<211> 13861

<212> DNA
<213>
<220>
<221>

<222>  (1).
end insert sequence

<223> 37
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400> 12

misc_feature

. (349)

misc_feature
(674)..(1361)
3+ end iGossypium hirsutum chromosomal sequence

misc_feature

(350)..(673)
3+ end Gossypium hirsutum

artificial sequence

ccaactaaca tcteocgeccocget gtactgatag

gttcaaacat
ttatcatata
cgttatttat
tagaaaacaa
tactagatcg
cccatccatt
cataaaccaa
gecatgcgatg
gagaccacta
gtattagcaa
gatcaaagta
gttgggettt
ggcaaggacyg
ggctegettyg
aaaccaatac
ggtaatgatg
cattttaatc
ttggatccaa

aacgaatcca

ttggcaataa
atttctgttg
gagatgggtt
aatatagcgc
gggatatcce
tagcaacctt
gagatgagga
tcacgaacgt
tagaaagaag
ggctccacca
ggggttgttg
tttaatttaa
gacaagaggt
ttcaggatcg
actcagattt
gtgtagcagg
cgacttgecga
a;aggcattc

taaggttatc

agtttcttaa
aattacgtta
tttatgatta
gcaaactagg
cggggcggcec
aazagtaata
taacagcgtt
tttecctgacyg
aaagagaatc
ttgataaaaa
gtactaaggc
ttaaactgaa
ttcgacccaa
ggctttaaag
tgatcttect
ggatcgggtt
tgaccataat

gacatgtttg

tttagatgtt

remnant DNA sequence

gagctctgat
gattgaatce
agcatgtaat
gagtcccgea
ataaattatc
gctctagaac
sacttaaact
cggccaacce
gcaatcgaca
ggecaccactg
ctcgacaacc
tcaaagcaag
aaataagaaa
cctagagaag
gagaatggtt
tattctccct
ttaggtgttt
gagatggagg
ataaaactct

attttcatca

cceccatggga
tgttgececggt
aattaacatg
attatacatt
gcgegeggtg
tagtggatct
aagtgtactc
caataccacc
caaagaagag
tgaaactaca
aagaggaact
gaaaatgtct
ggatgttgecc
acattaaaac
tgatggacca
caactattga
ttcaaggceat
ctgtactgaa
tagttacaaa

catctataat

attcccgatce
cttgcgatga
taatgcatga
taatacgcga
tcatctatgt
gcactgaaat
cttatcaaaa
tataatcaaa
attaaaaagg
tttgataacc
cacttaccct
aasatgagtga
aattttgtgt
tgc?gaactg
gaatagagac
4
.tté%éttttg
[
gactgttact
ggatgaagta
attcttagta

tctttcaget

2267

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140

1200
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actgcctctt
acaatacagt

ttaaagccat

<210> 13
<211>
<212>
<213>
<400> 13

cttgtcattyg

DNA

taacagcgaa
tgagttcagt
ctaacattaa
ttaaaaaagc
ggactatagg
ttgttgttgg
ttaatttaat
acaagaggtt
tcaggatcgg
ctcagatttt
tgtagcagdg
gacttgcgat
taggcattcg
aaggttatct
tatcaagtga
ttatatcttt

ttgtttcekbtt

14
20
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

5
14

1050

gtatcaagtg
gttatatctt

attgtttett

gtgcagacag
atcttagggt
tgatggagag
acagaatcgt
taaggtaaaa
gectagtggt
tactaaggct
taaactgaaa
tecgacccaac
gctttaaagyg
gatcttectt
gatcgggttt
gaccataatg
acatgtttga
ttagatgtta
tactttcagt
ttctatatca

cgtagcctca

misc_feature
(1) .
event end cotton genome s

.{20)

atactttcag
tttctatate

tegtagecte

Gossypium hirsutum

gttcggggag
ggtccgagaa
gaaaatggca
tctactaaaa
tectgggcaaa
agtcaacagg
caaagcaagg
aataagaaaqg

ctagagaaga

agaatggttt:

attctcecctce
taggtgtttt
agatggaggc
taaaactctt
ttttcatcac
cagtatattce
ggaatgactt

gaagcaacca

artificial seguence

tcagtatatt
aggaatgact

agaagcaacc

tatggcctat
atgagattgt
aagatttgag
ggggtaaggg
gttttaacgt
ccgggcggga
aaaatgtcta
gatgttgcca
cattaaaact
gatggaccag
aactattgat
tcaaggcatg
tgtactgaag
agttacaaaa
atctataatt
gtcttgeage

caagatcggt

cgtettgeag
tcaagatcgg

a

gggtggtggt
taagtcctga
gggagaggat
tagtggtgga
ggcccaggdg
aagtattcat
aatgagtgag
attttgtgtg
gragaactgg
aatagagaca
ttegetttgg
actgttactec
gatgaagtat
ttcttagtaa
ctttcagcta
actgttatca

taagaacttt

cacktgttatc

ttaagaactt

agagagaaag
tttaatgtgc
tttgtggate
agagatattt
aataaaaaag
ttgaaatggy
ttgggectttt
gcaaggacgy
gctecgettgt
aaccaataca
gtaatgatgyg
attttaatecc
tggatccaaé
acgaatccat
ctgectettyg
caatacagtg

taaagccata

538

.9

equence flanking chloroplast related sequence

1260

1320

1361

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1050




tgaaatgggt ttattegtat 20

<210> 15

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial sequence
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(20)

<223> 5’ end chloroplast related seguence adjacent to 5'
sequence -

<400> 15

acgaaggagt tcttttagge 20

end cotton genome

<210> 16
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial seguence
<220>
«221> misc_feature
<2225 (1)..(20)
<223> 5’ end cotton genomic remnant sequence adjacent to 5/ end insert segquence
<400> 16
20

atatctctat aaagggtaat

<210> 17

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial seguence
<220>

<221> misc_feature

«222> (1}..(20)

<223> 3’ end insert sequence at NOS3' a
<400> 17

ctagtggatc tgcactgaaa 20

djacent to 3' end cotton genomic

<210> 18

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial seguence
<220>

<221> misc_£feature

<222> (1)..(20)
<223> 3' end cotton genomic remnant sequence adjacent to 3

hirsutum chromosome seguence
<400 18 ®
casagtaggg gttgttggta 3o

end Gossypfium
A
o

<210> 19
<211> 361
<212> DNA




<213>
<400> 18
cttgtecattg

taacagcgaa
tgagttcagt
ctaacattaa
ttaaaaaagc
ggactatagg

t

<210> 20

<211> 389
<212> DNA
<213>
<220>
<221>
<222> (1).
<223>

gtgcagacag
atcttagggt
tgatggagag
acagaatecgt
taaggtaaaa

gcctagbggt

misc_feature

.(3839)

Gossypium hirsutum

gttcggggag
ggtccgagaa
gaaaatggca
tctactaaaa
tctgggcaaa

agtcaacagg

unidentified plant

chromosome seguence

<400> 20
ttattcgtat

actatctttg
aagaaagatg
tctkbctatte
cttcaagaaa
attgegetta

caatggactc

<210> 21

<211> 1135
<212> DNA
<213>
<400> 21

tettttaggce
attattgaca
ctagggatag
aggcttcagc
tgcttgtttg

gagtgectcte

taacagctac
tagctecaga
tacggtctaa
tggtteatgy
tagtgaatgg
tattcatecac

ctgacgtata

ttttgcattt
gccaactggt
ttctttaagt
aagtaaggcc
cacctggaaa

tgactgcceceg

tctaggagga
atgtttcagt
tgaggctact
tttctettgg
tcttatcaat
tgtaggaatt

cgaaggagt

Gossypium hirsutum

tgttgaaaat
gaaaatggtyg
gctaagtcaa
tccttcatta
acatgcaccg

tcatcetttcyg

tatggcectat
atgagattgt
aagatttgag
ggggtaaggyg
gttttaacgt

ccgggeggga

atgtttttat
ttatgctcct
acgaaatatt
ctatatggtt
acacaaatgt

gggttcaagc

tcttatttte
ccacgagagc
tcatcttgeca
ttttggttge
ttcttcatca

aattggtgtc

10

gggtagtggt
taagtcctga
gggagaggat
tagtggtgga
ggcccagggyg

aagtattcat

chloroplast related DNA sequence adjacent to 5'

geggtgctaa
acctattatc
tactcatggg
catccggggg
ataactcecc

tttecccage

acaggacttec
tceccatcage
aattgacaat
ttettetteca
tgcaccttgy

tgattgagtyg

agagagaaag
tttaatgtgc
tttgtggatc
agagatattt

aataaaaaag

ttgaaatggyg

flanking Gossypium hirsutum

cgatttaata
tggatatace
tggggcaagce
agagatcgag
aggaatttca

cectteteat

gcttatcata
attgatttgg
aaatctcaac
ttaatgatgt
atatggtectt

cacccgecta

180

240

300

360

361

180

240

300

360

389

60

120

180

240

300

3e0
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agttcaagat
ctatgttctg
cctagcactg
gctataagat
ggatgatcac
accagaggtyg
tgttggacag
ggcaggcgaa
agaggtggcet
tcatgtttta
gttagcgtaa
tatttttcaa

gcatgocctaa

<210> 22

<211> 382
<212> DNA
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

geoggagtet
tcgatataat
tgatgggtcc
tggtecaccge
gatgaccctg
tacccgcaga
ggtagatcag
aatgtttgert
aatcgagaga
tgccatgcegt
agcattcttt
acatactgtt

ctaatactta

misc_Zfeature
|G 1)
completely synthesized 5°

. (382)

gaatagtata
catccatggyg
aaacgcaaayg
aagaaaagtg
cctatectcee
gggcacctat
ggtgttcacg
ataaatgcgg
atcgaatcac
agccatgttt
ttctctcatg
ggaagaatta

tcagaaacaa

artificial seqguence

promoter sequence

<400> 22
aaagggtaat

tgaagatagt
ccatcgttga
gcatcgtgga
tctccactga
tataaggaag

catggtccgt

<210> 23

<211> 349
<212> DNA
<213>
<400> 23

ccaactaaca tctcgecget gtactgatag gagetctgat ccccatggga atte

atccggaaac
ggaaaaggaa
agatgcetcet
aaaagéagac
cgtaagggat
ttcatttecat

cctgtagaaa

ctcectecggat
ggtggctect
gccgacagty
gttccaacca
gacgcacaat
ttggagagga

cg

Agrobaterium tumefaciens

acgggactag
cttegeatec
gtgateccctt
tggatcgata
aagtttcacc
taccattaga
gtgtggtaga
cactccagat
ttacgaaaaa
ttaataaagg
ttggcacatt
tgattcacgt

ataatgcaat

end insert

tccattgcce
acaaatgcca
gtcccaaaga
cgtcttcaaa
cccactatec

cacgctgaca

ttgtcttgag
accattgcaa
taggccaaat
ggccctgtag
ccaactaaca
tcgactgcaa
ctttactatg
cattttgtac
agattattgt
gttgaagact
tgatgcacta
gttgtttaag

gagtcatate

sequence corresponding to e35s

agctatctgt
tcattgcgat
tggaccccca
gcaagtggat
ttcgcaagac

agctgactct

gctcatatta
ggcccaacca
ggatggagac
ttgatgatgg
tccaagtgca
gtgtaggtaa
gteettttceg
gagaatgtcc
tactaagttt
tgaatgacaa
tgtcttegte
atcaaaaagt

tctat

cactttattg
aaaggaaaggd
cccacgagga
tgatatgata
ccttectcta

agcagatctc

ccgakce

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1135

60
120
180
240
300
350

382

60
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gttcaaacat
ttatcatata
cgttatttat
tagaaaacaa

tactagatcg

<210> 24

<211> 324
<212> DNA
<213>
<400> 24

ttggcaataa
atttetgttyg
gagatgggtt
aatatagcgc

gggatatcce

agtttcttaa gattgaatce
aattacgtts agcatgtaat
tttatgatta gagtcccgea
gcaaactagg ataaattatc

cggggcggcce gctctagaac

Gossypium hirsutum

tgcactgaaa tecccatccat ttagcaacct taaaagtaat

ccttatcaaa

ctataatcaa

acataaacca

agcatgcgat

agagatgagg ataacagcgt

gtcacgaacy ttttccoctgac

atagaaagaa

gaaagagaat

tgttgeceggt
aattaacatg
attatacatt
gegegeggtyg

tagtggatc

aaacttaaac
tcggocaacc
ggcaatcgac

cggcaccact

cttgcgatga
taatgcatga
taatacgcga

tcatctatgt

taagtgtact
ccaataccac
acaaagaaga

gtgaaactac

gattaaaaag ggagaccact

atttgataac cgtattagca

aggctccacce attgataaaa

tcacttaccc

<210> 25

<211> 688
<212> DNA
<213>
<400> 25

tgatcaaagt

aggy

Gossypium hirsutum

gttgttggta ctaaggctca aagcaaggaa

aatttaatta
aagaggtttc
aggatcgggce
cagattttga
tagcagggga
cttgecgatga
ggcattcgac
ggttatcttt
tcaagtgata
atatcttttc

gtttettteg

aactgaaaaa
gacccaacct
tttaaaggag
tettccttat
tegggtttta
ccataatgag
atgtttgata
agatgttatt
ctttecagtca
ctatatcagg

tagcctcaga

taagaaadgga
agagaagaca
aatggtttga
tctcectcaa
ggtgttttee
atggaggcty
aaactcttag
ttecatcacat
gtatattegt
aatgacttca

agcaacca

aatgtctaaa
tgttgccaat
ttaaaactgc
tggaccagaa
ctattgattt
aaggcatgac
tactgaagga
ttacaaaatt
ctataattct
cttgecagcac

agatcggtta

actcgacaac caagaggaac

tgagtgagtt gggetttttt
tttgtgtgge aaggacggac
agaactggge tcgettgttc
tagagacaaa ccaatacact
tgttttgggt aatgatggtg
tgttactcat tttaatccga
tgaagtattg gatccaaata
cttagtaaac gaatccataa
tcagctact gecctcttgta
tgttatcaca atacagtgtt

agaactttta aagccatatt

120
180
240
300

348

60
120
180
240
300

324

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

26

19

DHA

artificial segquence

misc_feature

(l}..(19)

completely synthesized
26

gtggcecadg ggaataaaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

27

23

DNA

artificial sequence

misc_feature

U1y .. {230,

completely synthesized
27

ttgcgaagga tagtgggatt gtg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

28

24

DNA

artificial sequence

misc_feature

(1) ..{24)}

completely synthesized
28

taatacgcga tagazaacaa aata

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

29

24

LA

artificial sequence

misc_feature

(1).-1(24)

completely synthesized
29

ctaaaacccyg ateccecctget acac

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

30

24

DNA

artificial segquence

misc_feature

(1) ..(27)

13

19

23

24

24

539

g
]



<223> completely synthesized
<400> 30
gactgaatgc ccacaggccyg tcgagtt

<210> 31

<211> 24

<212> DNA

<2135 artifieial sequence
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(26)

<323> completely synthesized
<400> 31 -

cctgaactct ggcaccaagt tcgace

<210> 32

«211> 24

<212> DNA

<213> arcificial seguence
<220>

<221> misc_£feature
<222> (1) -.(31}

. <223> ccmpletely synthesized

<400> 32
ggtttctaca ggacggacca tggagatctg C

<210> 33
<211> 24
“¢212> DNA

<213> artificial sequence
<220>

<221> misc_feature

<222> (1).-(3L)

<223> completely synthesized

<400> 33
ccaactaaca totcgeceget gtactgatag g

<210> 34

<211> 24

<212> DNA

<213> artificial segquence
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(19)

<223> cempletely synthesized
<400> 34

tggttgcttc cgaggctac

<210> 35

<211> 24

<212> DNA

<213> artificial sequence
<220>

<221> misc_feature

<222> (1).-(31}

<223>  completely synthesized
<400> 35

14

27

26

31

31

19

39

=
]
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Simm

cttgtcattg gtgcagacag gttc

<210> 36

<211> 24

<212> ONA

<213> artificial sequence
<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(24)
<223> completely synthesized

<A00> 36
gcttcaccat ctctccaate cacg

15

24

24

(6
p



LOS ESTADOS UNIDOS DE' AMERICA

B N y—————1

A TODO AQUEL A QUIEN CONCIERNA LO PRESENTE
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

11 de junio de 2002

LA PRESENTE ES PARA CERTIFICAR QUE ADJUNTA A LA MISMA HAY
UNA COPIA FIEL DE LOS REGISTROS DE LA OFICINA DE PATENTES Y
MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS DE LOS DOCUMENTOS DE LA
SOLICITUD DE PATENTE IDENTIFICADA EN LO QUE SIGUE, QUE
CUMPLEN LOS REQUISITOS PARA OTORGARLE UNA FECHA DE

PRESENTACION BAJO 35 USC 111.

NUMERO DE SOLICITUD: 601297,4[{6
FECHA DE PRESENTACION: 11 de junio de 2001

Por la Autoridad del
COMISARIO DE PATENTES Y MARCAS

P. SWAIN

Oficial certificador

L] ﬂ!l‘l T I8 E-RIRITCNTR U1 ELIRAI I I'Illulmnls"



Lo que se reivindica es:

1. Una planta de algoddén resistente a insectos, o partes
de la misma, semilla de dicha planta de algoddén, la
cual ha sido depositada con la Coleccidén Americana de

Cultivos Tipo bajo el nimero de acceso PTA-2516.

COLO 12746-801-002-1
MRE

-‘.‘\J
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Apostille 2

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. Country: United States of America

This public document
has been signed by MICHELLE LUDWIG

acting in the capacity of __ NOTARY PUBLIC

bears the seal/stamp of MICHELLE LUDWIG-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI

Certified

at Jefferson City, Missouri

the 17th. day of JULY : 2002

by Matt Blunt, Secretary of State, State of Missouri
No. 76728

Seal/Stamp 10. Signature:

W\d&’%\w

Comm. 48 (12-2000)
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Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. Country: United States of America

This public document
has been signed by NORMA R. POPE

acting in the capacity of __NOTARY PUBLIC

bears the seal/stamp of NORMA R, POPE-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI

Certified

at Jefferson City, Missouri

the 17th. day of JULY - 2002

by Matt Blunt, Secretary of State, State of Missouri
No. 76726

Seal/Stamp 10. Signature:

W\m%\w% .

Comm. 48 (12-2000)



"CAVELIER

MOBT:232-CO 38-21(52211)A €O

356
ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 43 N* 7235
BOGOTA, 8 - COLOMBIA

CESION

ASSIGNMENT

Yo, (nosotros) abajo firmado (s}

Scon A. Huber, James K. Robens, Zachary W, Shappley, y Sean
Doherty,

domiciliado(s) en 681 Hidden Path, Apt. D, Creve Coeur, MO 62141,
15422 Claver Ridge Dr., Chesterfield, MO 63017, 3597 Watcrford Cove
South, Collierville, TN 38017 y 1446 Rankin, Richmond Heights, MO
63117, Estados Unidos de América, respectivamente,

declaro(amos) bajo juramente ser dnico(s) y verdadero(s) inventor(cs) de
la invencién:

PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 ¥ COMPOSICIONES
Y METODOS PARA DETECCION DEL MISMO

declaro(amos) asl mismo que cedo(ernos) y transfiero{erimos). sin

limitacidn, » favor de la sociedad MONSANTO TECENOLOGY LLC

constituida y existente de canformidad con las leyes del estadn de

Delaware, Estados Unidos de Ameériva

domiciliada en 8OO North Lindbergh Boulevard, St. Louis, Missowri

63167, Bstados Unidos de América

todos los derechos inherentes a dicha invencién y que la citada Compafifa

queda facultada para solicitar en sy nombre la patente de invencion

correspondiente en la Repiblica de Colombia.

1 (we), the undersigned

Scomr A. Huber, James K. Roberts, Zachary W, Shappley, and Sean
Doherty,

of 681 Hidden Path, Apt. D, Creve Coeur, MO 63141, 15422 Clover
Ridge Dr., Chesterfield, MO 63017, 3597 Warerford Cove South,
Collierville, TN 38017 and 1446 Rankin, Richmond Heights, MO 631 17,
United States of America, respectively,

state(s) under oath 10 be sole and e inventor(s) of the invention:

COTTON EVENT MON15985 AND COMPOSITIONS AND
METHODS FOR DETECTION THEREOF

state as well, that assign, without reservations or limitations in favour of
MONSANTO TECHNOLOGY LLC

a corparation constituted and cxisting in conformity with the laws of the

state of Delaware, United States of America

domiciled in 800 Norh Lindbergh Boulevard, St. Louis, Missouri 63167,
United States of America

all rghts inherent to said invention and that the above mentioned

company hereby is enabled (o apply, in its name, for the corresponding

patent application, in the Republic of Colombia

Dado y firmado hoy/ Given and signed this__

—_——

en/in

Firma

Firma

Signaturc

Dennis R. Hoerner, Jr.

President & Intellectual Propéerty

Counsel



STATE OF MISSOURI §
§ ss.

COUNTY OF ST. LOUIS §

RE ME, the undersigned authority, on this o — day of

, 2002, personally appeared Dennis R. Hoerner, Jr., known to

mﬂtﬂe /the person whose name is subscribed to the foregoing instrument on behalf

of Monsanto Technology LLC, and acknowledged to me that he is authorized to
validly sign alone such an assignment on behalf of said company.

Notary———

" NOTARY SEAL®

Norma R. Pope, Notary Public
St. Louis County, State of Missourl
My Commission Expires 4/10/2005

H: 44991 2(9NSK011.DOC)
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AUTENTICACION NOTARIAL (INDIVIDUO) ; /{f\

NOTARIAL AUTHENTICATION (INDIVIDUAL)

. * —
A los é ¥ dias del mes de # uAriio de On this 0?7(*-}3' day of _JUNE. 200
-~
200_e2 ante mi, Notario Pdblico de

before me, a Notary Public of _57- L curs, Conty

compuarecio(eron) personalmente .S_c.aitA 2 N LJLE c perscnally appeared _iOL/} IHobe :

a quien(es) doy fe de conocer y me consta que es(son) la(s) persona(s) to mc known, and known 10 me to be the person(s) who executed that

fumante(s) del documento que preeede, y quicn(es) tiene(n) capacidad forcyoing document, and who has (have) legal capacity 10 execute it.

legal para otorgarlo.

Notario Piiblico/Notary Public % o~ j} L] /,(/,}fcdw}
B T T V(' Id "

ag?‘d(&% MICHELLE LUBWIG
S omar K 5t. Louis County

P, BEAL 285 My Commission Expires
KA July 13, 2005

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Lo GOSN oo i e s T b o eu s 2 g Fe et
This public document

2. hasbeensigned Dy ......oooooitiiiiiiiiiii e

3. acting in the capacity of

4., bears the seal/stamp of

IO s 3 S P S TSR

e
(=2
[}
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TRADUCCION OFICIAL No 09.08/02d realizada por Diego Vargas,
Traductor Oficial, Resolucidén No. 0001 de 1999 del Ministerio de
Justicia y registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores

de Colombia.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento de Cesidn escrito en inglés y espafiol por medio del cual
Scott A. Huber, James K. Roberts, Zachary W. Shappley y Sean
Doherty, domiciliados en el 681 Hidden Path, Apt. D, Creve Coeur,
MO 63141, 15422 Clover Ridge Dr., Chesterfield, MO 63017, 3597
Waterford Cove South, Collierville, TN 38017 y 1446 Rankin,
Richmond Heights, MO 63117, Estados Unidos de América,
respectivamente, declaran bajo juramento ser uUnicos y verdaderos
inventores de la invencidn:

PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA
DETECCION DEL MISMO

y asi mismo declaran que ceden y transfieren, sin limitacién, a
favor de la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC constituida vy
existente de conformidad con las leyes del Estado de Delaware,
Estados Unidos de América, y domiciliada en el 800 North Lindbergh
Boulevard, St. Louis, Missouri 63167, Estados Unidos de América
todos 1los derechos inherentes a dicha invencién y que dicha
compafiia queda facultada para solicitar en su nombre la patente de

invencién correspondiente en la Replblica de Colombia.

Dado y firmado hoy

en

Firma Ilegible 6/29/02

s
4

"



Firma Firma L~
Scott A. Huber

Firma Ilegible 2 de julio de 2002
Firma Firma

Dennis R. Hoerner, Jr.

Presidente y Asesor de Propiedad Intelectual

AUTENTICACION NOTARIAL (INDIVIDUO) del 24 de junio de 2002 expedida
por Notario Puablico del Estado de Missouri en donde se autentica la
firma anterior de Scott A. Huber.

Notario Pablico Firma Ilegible

Sello:

MICHELLE LUDWIG
Condado de San Louis
Mi Comisidén Vence 13 de Julio de 2005

Aparece formato de Apostille sin diligenciar

Apostilla

(Convention de La Haye du 5 octubre 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

Este documento piblico

2. ha sido firmado por MICHELLE LUDWIG
By actuando en capacidad de NOTARIO POUBLICO
4., lleva el sello/estampilla de MICHELIE LUDWIG - NOTARIO PUBLICO -ESTADO
DE MISSOURI
Certificado
5. En Jefferson City, Missouri

6. El 17 de JULIO de 2002
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7 por Matt Blunt, Secretario de Estado, Estado de Missouri
(_;i;/dif;) /< S a s
_—~— DIEGOF.VARGAS Z.
B Moy 76728 TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPANOL - INGLES — INGLES - ESPANOL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999
MINISTERIO DE JUST!C'A

9. Sello/estampilla: 10. Firma
geCRETARY, )
O %
Q ¢
o %
~t k4
w o
- 2 Wett Bliunt

“’3800“‘
ESTADO DE MISSOURI §
§ ss
CONDADO DE SAN LOUIS §

ANTE MI, 1la autoridad suscrita, hoy 2 de julio de 2002,

personalmente comparecidé Dennis R. Hoerner Jr., quien conozco ser
la persona cuyo nombre se suscribe en el anterior instrumento a
nombre de Monsanto Technolegy LLC, y reconocid ante mi que &1 esta
debidamente autorizado a firmar solo dicha cesidén a nombre de dicha
compafiia.

Firma Ilegible

Notario

“SELLO NOTARIAL"Y
Norma R. Pope, Notario Pablico
Condado de San Louis, Estado de Missouril
Mi Comisidén Vence 4/10/2005

Apostilla

(Convention de La Haye du 5 octubre 1961)
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. Pais: Estados Unidos de América 2k3£§

Este documento publico

2. ha sido firmado por NORMA R. POPE
3.  actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO
4. 1leva el sello/estampilla de NORMA A. POPE - NOTARIO PUBLICO -ESTADO DE
MISSOURT
Certificado
5. En Jefferson City, Missouri
6. El 17 de JULIO de 2002
7.  por, Matt Blunt, Secretario de Estado, Estado de Missouri
88 NO s v s 76726
9. Sello/estampilla: 10. Firma
QEGRE TAR 5
< ¢
Q L
s %
~4 r
o ° ?defégyanf
Miggour

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en esta
oficina para su confrontacién.

DVZ//ID-3590/WPCL002G/COLO 12746-807-002-1

| — )
L)oo /¢ ; s i i
DIEGD F. VARGADS ~.
TRADUCTOR E INTERPRETE OF!CI#EL
ESPANOL - INGLES - INGLES - ESPANOL

RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999
MINISTERIO DE JUSTICIA

'
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Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by

MICHELLE LUDWIG

3. acting in the capacity of

NOTARY PUBLIC

4. bears the seal/stamp of

MICHELLE LUDWIG-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI

at Jefferson City, Missouri

i 17th.

Certified

JULY

No. 76727

© 0 W o m

Seal/Stamp

Comm. 48 (12-2000)

2002

day of :

by Matt Blunt, Secretary of State, State of Missouri

10. Signature:

W\ﬁ%\w




Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by

NORMA R. POPE

3. acting in the capacity of

NOTARY PUBLIC

4. bears the seal/stamp of

NORMA R. POPE-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI

at Jefferson City, Missouri

the 17th.

Certified

JULY

2002

No. 76724

© ® N o o

Seal/Stamp

Comm. 48 (12-2000)

day of 1

by Matt Blunt, Secretary of State, State of Missouri

10. Signature:

mﬁﬁ%w
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CESION

ASSIGNMENT

Yo, (nosotros) abajo firmado (s)

Scom A. Hubcr, James K. Robens, Zachary W. Shappley, y Sean
Doherty,

domiciliado(s) en 681 Hidden Path, Apt. D, Creve Coeur, MO 62141,
15422 Clover Ridge Dr., Cheslerfield. MO 63017, 3597 Waterford Cove
South, Collierville, TN 38017 y 1446 Rankin, Richmond Heights, MO
63117, Estados Unidos de América, respectivamente,

declzaro(amoas) bajo juramento ser Unico(s) y verdadero(s) inventor(cs) de
la invencion:

PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES
Y METODOS PARA DETECCION DEL MISMO

declaro(amos) asl mismo que cedo(emos) y ransfiero(erimas) sin

limitacion, o favor de la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC

constituida y existente de conformidad con las leyes del estado de

Delaware, Estados Unidos de América

domiciliada en 800 Narth Lindbergh Boulevard, St. Louis, Missouri

63167, Estados Unidos dec América

todos los derechos inherentes a dicha invencién ¥ que la citada Compejiia
queda facultada para solicitar en su nombre la patente de invencion

correspondiente en la Repiiblica de Colombia.

1 (we), the undersigned

Scott A. Huber, James K. Roberts, Zachary W. Shappley, and Sean
Doherty,

of 681 Hidden Path, Apt. D, Creve Coeur, MO 63141, 15422 Clover
Ridge Dr., Chesterfield, MO 63017, 3597 Waterford Cove South,
Collierville, TN 38017 and 1446 Rankin, Richmond Heights, MO 63117,

United Srates of America, respectively,
state(s) under oath to be sole and True inventor(s) of the invention:

COTTON EVENT MON15985 AND COMPOSITIONS AND
METHODS FOR DETECTION THEREOF

state as well, that assign, without rescrvations or limitations in favour of

MONSANTO TECHNOLOGY LLC

a corporation constituted and cxisting in conformity with the laws of the

state of Dclaware, United States of America

domiciled in 800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, Missouri 63 167,
United States of America

all rights inhcrent to said invention and that the above mentioned
company hereby is enabled lo apply, in its name, for the corresponding

patent application, in the Republic of Colombia

Dado y firmade hoy/ Given and signed this__

&Zgéﬂﬁ /%¢Q;<:- :S‘ﬂn-e 25 Qoo

t}<21;iiiész j RoBerts

Firma

ul{le:oy
Sl gnaturc

Denn1s R. Hcerner, Jrl, President
Intellectual Property Counse]



STATE OF MISSOURI §
§ ss.
COUNTY OF ST. LOUIS §

A
%F%(E ME, the wundersigned authority, on this g’ day of

, 2002, personally appeared Dennis R. Hoerner, Jr., known to

be tHe person Whose name is subscribed to the foregoing 1nstrument on behalf

of Monsanto Technology LLC, and acknowledged to me that he is authorized to
validly sign alone such an assignment on behalf of said company.

AVANETA

"NOTARY SEAL "

SINfrrna R. Pope, Notary Public

¥ ouis County, State of Missouri
y Commission Expires 4/10/2005

H: 449912(9N5K011 DOC)



AUTENTICACION NOTARIAL (INDIVIDUO) NOTARIAL AUTHENTICATION (INDIVIDUAL)

A los 26 dias de] mes de ;M de On this QFS’L& day of (/(/{J@ 200,:;2

20042 anie mi, Notario Piblico de beforc me, a Notary Public of < _ Zcu 5 J/;‘;_m‘}u

compurecio(eron) pcrsonalmmteq'd nwLeA k » W—r personally appeared _Qﬂ’fb& k RCJ)\? +5 /

a quien(es) doy fe de conocer y me consta que es(son) la(s) personas) to mc known, and known 10 me to be the person(s) who executed thar

fumante(s) del documento que precede, y quicn(es) riene(n) capacidad forepoing documcat, and who has (have) legal capacity 1o execute it.

legal para otorgarlo.
. Notario Piblico/Notary Public E Z E ’g g éﬁ { ;

MCHELLELUDWG
St. Louis County

seA My Commission Expires
«.&,,. 8 July 13, 2005

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. LBc) 11111 5 5 AT NSO PP
This public document
2. hasbéen SIpREdBY « oo s R R S

acting in the capacity of
4. bears the seal/stamp of

Certified
5, AL e S R e GBS . i o e
R ¢ P P e
S s TSR OTTPPRTTIOR
9. Secal/stamp 10. Signature




TRADUCCION OFICIAL No 09.08/02e realizada por Diego Vargas,
Traductor Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de
Justicia y registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores

de Colombia.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento de Cesidén escrito en inglés y espafiol por medio del cual
Scott A. Huber, James K. Roberts, Zachary W. Shappley y Sean
Doherty, domiciliados en el 681 Hidden Path, Apt. D, Creve Coeur,
MO 63141, 15422 Clover Ridge Dr., Chesterfield, MO 63017, 3587
Waterford Cove South, Collierville, TN 38017 vy 1446 Rankin,
Richmond Heights, MO 63117, Estados Unidos de América,
respectivamente, declaran bajo juramento ser f{nicos y verdaderos
inventores de la invencidn:

PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA
DETECCION DEL MISMO

y asi mismo declaran que ceden y transfieren, sin limitacién, a
favor de la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC constituida vy
existente de conformidad con las leyes del Estado de Delaware,
Estados Unidos de América, y domiciliada en el 800 North Lindbergh
Boulevard, St. Louis, Missouri 63167, Estados Unidos de América
todos los derechos inherentes a dicha invencidén y que dicha
compafiia queda facultada para solicitar en su nombre la patente de

invencidn correspondiente en la Repiblica de Colombia.

Dado y firmado hoy

en

Firma Ilegible Junio 25 de 2002

)

/4

I

?;)
236



Firma Firma
James K. Roberts

Firma Ilegible 2 de julio de 2002
Firma Firma

Dennis R. Hoerner, Jr.

Presidente y Asesor de Propiedad Intelectual

AUTENTICACION NOTARIAL (INDIVIDUO) del 25 de junio de 2002 expedida
por Notario Plblico del Estado de Missouri en donde se autentica la
firma anterior de James K. Roberts.

Notario Pudblico Firma Ilegible

Sello:

MICHELLE LUDWIG
Condado de San Louis
Mi Comisidn Vence 13 de Julio de 2005

Aparece formato de Apostille sin diligenciar

Apostilla

(Convention de La Haye du 5 octubre 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico

2y ha sido firmado por MICHELLE LUDWIG
3, actuando en capacidad de NOTARIO PURLICO
4. lleva el sello/estampilla de MICHELLE LUDWIG - NOTARIO PUBLICO -ESTADO
DE MISSOURI
Certificado
55 En Jefferson City, Missouri

6. El 17 de JULIO de 2002




Y

2

7 por Matt Blunt, Secretario de Estado, Estado de Missouri /2?§?\
Diores A Yors
PP L= - G J
DIEGD F. VARGAS Z.
8. No. 76727 TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL

ESPAROL - INGLES — INGLES - ESPANOL
RES. 0001 DE ENERO: 4 DE 1999
MINISTERIO DE JUSTICIA
9. Sello/estampilla: 10. Firma

seCRETARY,
< %
Q ©
s ¢ Wt 51, '
3 > alt IS5tunt |
[ =]
Misgou®)
ESTADO DE MISSOURI §
§ ss
CONDADO DE SAN LOUIS )

ANTE MI, la autoridad suscrita, hoy 2 de julio de 2002,

personalmente comparecidé Dennis R. Hoerner Jr., gquien' conozco ser
la persona cuyo nombre se suscribe en el anterior instrumento a
nombre de Monsanto Technology LLC, y reconocid ante mi que él estéa
debidamente autorizado a firmar solo dicha cesién a nombre de dicha
compaiiia.

Firma Ilegible

Notario

“SELLC NOTARIAL"
Norma R. Pope, Notario Pablico
Condado de San Louis, Estado de Missouri
Mi Comisién Vence 4/10/2005

Apostilla

(Convention de La Haye du 5 octubre 1961)
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L Pais: Estados Unidos de América E?Bﬁ

Este documento piblico

B ha sido firmado por NORMA R. POPE
3.  actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO
4., lleva el S'el'lO/estampilla de NORMA A. POPE - NOTARIO PUBLICO -ESTADO DE
MISSOURI
Certificado
5i En Jefferson City, Missouri
6. El 17 de JULIO de 2002
7' por Matt Blunt, Secretario de Estado, Estado de Missouri
A
g. No. 3 76724
9. Sello/estampilla: 10. Firma
st CRETARY, #
<" ¢
© @

() o

i >

w [ +]

[/] o

Watt flint
“1330\13\

Es traduccidén fiel y completa de la cual se deja copia en esta
oficina para su confrontacién.
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1.

2.

3

4.

6.

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: United States of America

JAYNE S. CRESON
This public document has been signed by

COUNTY CLERK OF SHELBY COUNTY, TENNESSEE

acting in the capacity of

COUNTY SEAL OF SHELBY COUNTY, TENNESSEE

bears the seal/stamp of

Certified

at Nashville, Tennessee

Tuesday, July 30, 2002

the
< RILEY C. DARNELL, SECRETARY OF STATE, STATE OF TENNESSEE
¥
02-6177
No.

10. Signature

A
/

(. Mo LY

L/




© ® N o o

- Apostille )

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. Country: United States of America

This public document
has been signed by NORMA R. POPE

acting in the capacity of __ NOTARY PUBLIC

NORMA R. POPE-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI

bears the seal/stamp of

Certified

at Jefferson City, Missouri

the 17th. day of JULY 2002 '

by Matt Blunt, Secretary of State, State of Missouri
No. 76723

Seal/Stamp 10. Signature:

\[\f\aﬁ%&u«\r

Comm. 48 (12-2000)
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CESION

ASSIGNMENT

Yo, (nosotros) abajo firmado (s)

Scom A. Huber, James K. Robens, Zachary W. Shappley, y Sean
Doherty,

domiciliado(s) en 681 Hidden Path, Apt. D, Creve Coeur, MO 63141,
15422 Clover Ridge Dr., Cheslerfield, MO 63017, 3597 Waterford Cove
South, Collierville, TN 38017 y 1446 Rankin, Richrmond Heights, MO
63117, Estados Unidos de América, respectivamente,

declaro(amos) bajo juramento ser tnico(s) y verdadero(s) inveator(cs) de
la invencion:

PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES
Y METODOS PARA DETECCION DEL MISMO

declare(amos) asl mismo que cedo(emos) y transfiero(erimos). s

limitacién, # favor de¢ la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC

constituida y existente de conformidad con las leyes del estado de
Delaware, Estados Unidos de América

domiciliada en 800 North Lindbergh Boulcvard, St. Louis, Missours

63167, Estados Unidos de Américe

todos los derechos inherentes a dicha invencién ¥ que la citada Compafiia
queda facultada para solicitar en su nombre la pateme de invencién

correspondiente en la Repiiblica de Colombia.

Dado y firmado hoy/ Given and signed this__

1 (we), the undersigned

Scont A. Huber, James K. Roberts, Zachary W. Shappley, and Sean
Doherty,

of 681 Hidden Path, Apt. D, Creve Coeur, MO 63141, 15422 Clover
Ridge Dr., Chesterfield, MO 63017, 3597 Warerford Cove South,
Collierville, TN 38017 and 1446 Renkin, Richmond Heights, MO 63117,
United States of America, respectively,

state(s) under oath 1o be sole and ue inventor(s) of the invention:

COTTON EVENT MONI15985 AND COMPOSITIONS AND
METHODS FOR DETECTION THEREQF

state as well, that assign, without reservations or limitstions in favour of

MONSANTO TECHNOLOGY LLC

a corparation constituted and existing in conformity with the laws of the

state of Dclaware, United States of America

domiciled in 800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, Missouri 63167,
United Statcs of America

all rights inherent to said invention and that the above mentioned
company hereby is enabled 1o apply, in its name, for the corresponding
patent application, in the Republic of Colombia

%

WA b-z2802

Signature

Firma

p3 Q\J‘_) deo )

atur:

Dennis R. Hoerner, Jdr.
President & Intellectual Property Counsel



STATE OF MISSOURI §
§ ss.
COUNTY OF ST. LOUIS §

RE ME, the wundersigned authority, on this g/:—"‘ day of
it , 2002, personally appeared Dennis R. Hoerner, Jr., known to

me/fo be fhe person whose name is subscribed to the foregoing instrument on behalf
of Monsanto Technology LLC, and acknowledged to me that he is authorized to
validly sign alone such an assignment on behalf of said company.

2.

No £

"NOTARY SEAL™"
Norma R. Pope, Notary Public
St. Louis County, State of Missouri
My Commission Expires 4/10/2005

H: 44991 2(9N5K011.DOC)



SHELBY COUNTY

STATE OF TENNESSEE }
55,
JERK'S OFFICE

JAYNE S. CRESON, Clerk of said County do hereby certify

before whom the annexed instrument was taken, and whose name is
subscribed in the certificate of proof thereof, was, at the time of taking
the same, a Notary Public in and for said county, duly sworn and
acting as such, and authorized to take the same, and was also
authorized to take acknowledgments to deeds or conveyances of land
within the state aforesaid; and further, that I am well acquainted
with his handwriting, and verily believe the signature thereto to be
his genuine signature; and further, that the annexed instrument is
executed and acknowledged according to the laws of the State of
Tennessee.

In testimony whereof, I have hereunto set my hand and affixed the
seal of said County, at Memphis, Tennessee, this

25TH day of

JULY 2002

yWM Clerk

FORMS CONTROL 5-802026-T




AUTENTICACION NOTARIAL (INDIVIDUO)

A los 22 dias del mes de {M de
7

20062 _ anie mi, Notario Piblico de /gt ttedlee
comparecio(eron) personalmente w

4 :

L4
NOTARIAL AUTHENTICATION (INDIVIDUAL)
On this 2 g day of EU‘-‘-’ 200_2-

beforc me, a Nomary Public of | € nnb 8500

personally appeared _&t Qh&.i\—t?], 14} . \S }‘1&;8'_0)(,8

3 quien(es) doy fe de conocer y me consta que es(son) la(s) persona(s)
firmante(s) del documento que precede, y quicn(cs) tiene(n) capacidad
legal para otorgarlo.

to me known, and known 1o me to be the person(s) who executed that

farcoing document, and who has (have) legal capacity to execute it.

~
__Notario Piiblico/Notary Pu&i’&‘t jﬂd}t L~ f j_;a':____) )
"'\ \\_,

My Commission Expires March 5 2005

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
; L COUNTY: ittt ettt e eee s seeertases
This public document
2 has been signed By ocvu s i s f e
3.  actinginthecapacity of .......coooviiiiiiiiiiiie e
4, beéarsthe sealistampiof . coacnorsmnanmnnnnsmmesgs
Certified

B AbssasmasmwnTSTaR G e mansissnain
B 1
R A0 U
9. Seal/stamp 10. Signature
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TRADUCCION OFICIAL No 09.08/02b realizada por Diego Vargas,
Traductor Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de

Justicia y registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores

de Colombia.

A continuacidén se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento de Cesidén escrito en inglés y espafiol por medio del cual
Scott A. Huber, James K. Roberts, Zachary W. Shappley y Sean
Doherty, domiciliados en el 681 Hidden Path, Apt. D, Creve Coeur,
MO 63141, 15422 Clover Ridge Dr., Chesterfield, MO 63017, 3597
Waterford Cove South, Collierville, TN 38017 vy 1446 Rankin,
Richmond Heights, MO 63117, Estados Unidos de América,
respectivamente, declaran bajo juramento ser {nicos y verdaderos
inventores de la invencién:

PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA
DETECCION DEL MISMO

y asi mismo declaran que ceden y transfieren, sin limitacién, a
favor de la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC constituida vy
existente de conformidad con las leyes del Estado de Delaware,
Estados Unidos de América, y domiciliada en el 800 North Lindbergh
Boulevard, S8St. Louis, Missouri 63167, Estados Unidos de América
todos 1los derechos inherentes a dicha invencién y que dicha
compafiia queda facultada para solicitar en su nombre la patente de

invencidén correspondiente en la Repiblica de Colombia.

Dado y firmado hoy

en

Firma Ilegible 6-28-02

5
),

1



Firma Firma 2)&
Zachary W. Shappley

Firma Ilegible Julio 2 de 2002
Firma Firma
Dennis R. Hoerner, Jr.
Presidente y Asesor de Propiedad Intelectual

AUTENTICACION NOTARIAL (INDIVIDUO) del 28 de junio de 2002 expedida
por Notario Piblico del Estado de Tennessee en donde se autentica
la firma anterior de Zachary W. Shappley.

Notario Piblico Firma Ilegible

Mi Comisidén Vence Marzo 5 de 2005

Aparece formato de Apostille sin diligenciar

ESTADO DE TENNESSEE
CONDADO DE SHELBY

OFICINA DEL SECRETARIO

JAYNE S. CRESON, Secretario de dicho Condado por el presente

certifico que TAMARA SWAIN

ante quién el documento anexo fue tomado, y cuyo nombre esté
suscrito en el certificado de prueba del mismo, era, al momento de
tomar el mismo, un Notario Piblico en y para dicho condado,
debidamente juramentado y ejerciendo como tal y autorizado para
tomar el mismo y asi mismo estaba autorizado para tomar
reconocimientos de escrituras o transferencias de tierras dentro de
dicho estado; y adicionalmente que estoy bien familiriazido con su
escritura y creo relamente que la firma en el mismo es su firma
auténtica; y adicionalmente que el anexo instrumento ha sido
suscrito y reconocido en concordancia con las leyes del Estado de

Tennessee.



En testimonio de lo cual, he suscrito el presente y fijado el
sello de dicho Condado en Memphis, Tennessee, hoy

25 de julio de 2002

Firma Ilegible Secretario.

APOSTILLA

(Convention de La Haye du 5 octubre 1961)

1. rPais: Estados Unidos de América

2 . Este documento pilblico ha sido firmado por JAYNE S. CRESON

3. actuando en calidad de SECRETARIO DE CONDADO DEIL: CONDADO DE SHEIRY, TENNESSEE

4. lleva sello/estampilla de SECRETARIO DE CONDADO DEL, CONDADO DE SHEIRY, TEMNNESSEE
Certificado

5. En Nashville, Tennessee

6. El Martes, 30 de julio de 2002

W por RIIEY C. DARNEIL, SECRETARIO DE ESTADO, ESTADO DE TENNESSEE

5. we. 02-6177 7 e T s
DIEGO F. VARGT&S .
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPANOL - INGLES — INGLES - ESPANOL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999

MINISTERIO DE JUSTIC__IA.
10. Firma

vE8T,
oe OO ) .
Firma Tlegible
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2
CONDADO DE SAN LOUIS § T

ANTE MI, la autoridad suscrita, hoy 2 de Julio de 2002,

personalmente comparecidé Dennis R. Hoerner Jr., quien conozco ser
la persona cuyo- nombre se suscribe en el anterior instrumento a
nombre de Monsanto Technology LLC, y reconocidé ante mi que él esté

debidamente autorizade a firmar solo dicha cesidén a nombre de dicha

compafiia.
 Firma Ilegible
Notario
"SELLO NOTARIAL”
~_ Norma R. Pope, Notario Publico
E “""Condado de San Louis, Estado de Missouri
O W A Mi Comisién Vence 4/10/2005
Apostilla
(Convention de La Haye du 5 octubre 1961)
3 B Pais: Estados Unidos de América
Este documento pidblico 5/
D ha sido firmado por NORMA R. POPE
3.  actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO
4. lleva el sello/estampilla de NORMA A. POPE - NOTARIO PUBLICO -ESTADO DE
MISSOURI
Certificado
5 En Jefferson City, Missouri
6. El 177 de JULIO de 2002

7. por Matt Blunt, Secretario de Estado, Estado de Missouri



g. No. 76723
9. Sello/estampilla: 10. Firma
seCRETARY
e ¢
Q L)
o ®,
] %
z 5 Wett flnt
‘”830\13‘

Es traduccidn fiel y completa de la cual se deja copia en esta
oficina para su confrontacién.

DVZ//ID-3586/WPCL002G/COLO 12746-807-002-1

;D/‘('/M' o /Z.’_ %f‘}q_x
DIEGO F. VARGAS Z.
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPARIOL - INGLES — INGLES - ESPANOL
RES. 0001 DE ENERO' 4 DE 1999
MINISTERIO' DE JUSTICIA
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L ;. N o o

Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. Country: United States of America

This public document
has been signed by GRACIE L. WILLIAMS

acting in the capacity of NOTARY PUBLIC

bears the SeaI/Stamp of GRACIE L. WILLIAMS-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI

Certified

at Jefferson City, Missouri

the 17th. day of JULY | 2002

by Matt Blunt, Secretary of State, State of Missouri
No. 76729

Seal/Stamp 10. Signature:

W\d@:’%\w

Comm. 48 (12-2000)



Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by

NORMA R. POPE

3. acting in the capacity of

NOTARY PUBLIC

4. bears the seal/stamp of

NORMA R. POPE-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI

at Jefferson City, Missouri

the 17th,

Certified

JULY

No. 76725

0 N o o

Seal/Stamp

Comm. 48 (12-2000)

2002

day of :

by Matt Blunt, Secretary of State, State of Missouri

10. Signature:

W\cﬁk’%\@v

P
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CESION

ASSIGNMENT

Yo, (nosotros) abajo firmade (s)

Scom A. Huber, James K. Robens, Zachary W. Shappley, y Sean
Doherty,

domicilisdo(s) en 681 Hidden Path, Apt. D, Creve Coeur, MO 62141,
15422 Clover Ridge Dr., Chesterfield, MO 63017, 3597 Watcrford Cove
South, Collierville, TN 38017 y 1446 Rankin, Richmond Heights, MO

63117, Estados Unidos de América, respectivamente,

declaro(amos) bajo juramento ser tinico(s) y verdadera(s) inventor(cs) de
la invencion:

PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES
Y METODOS PARA DETECCION DEL MISMO

declaro(amos) asl mismo que cedo(emos) y transfiero(erimas)  sin

limitacidn, ¢ favor de la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC

constituida y existente de conformidad con las leyes del estadn de

Delaware, Estados Unidos dc Amériva

domiciliada en 800 Nerth Lindbergh Boulcvard, St. Louis, Missouri
63167, Estados Unidos dc América

todos los derechos inherentes a dicha invencién ¥ que la citada Compafifs
queda facultada para solicitar en su nombre la patente de invencidn

carrespondiente en la Repiiblica de Colombia.

Dado y firmado hoy' Given and signed this__

I (we}, the undersigned

Scort A. Huber, Jamecs K. Roberts, Zachary W. Shappley, and Sean
Doherty,

of 681 Hidden Path, Apt. D, Creve Coeur, MO 63141, 15422 Clover
Ridge Dr., Chesterfield, MO 63017, 3597 Warerford Cove South,
Collierville, TN 38017 and 1446 Rankin, Richmond Heights, MO 63117,

United States of America, respectively,
state(s) under oath to be sole and true inventor(s) of the invention:

COTTON EVENT MON15985 AND COMPOSITIONS AND
METHODS FOR DETECTION THEREOQF

state as well, that assign, without reservations or limitations in favour of

MONSANTO TECHNOLOGY LLC

a corporation constituted and cxisting in conformity with the laws of the

state of Dclaware, United States of America

domiciled in 800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, Missouri 63 167,
United States of America

all rights inhcrent to said invention and thet the above mentioned

company hereby is enabled to apply, in its name, for the corresponding
patent applicarion, in the Republic of Colombia

ewin
Zi2/o2

AT

Firma Signature
] \ % S Doherty .
AL | P a5 A

Firma Signaturc

Dennis R. Hoerner, J
President & Intellectual Property Counsel



STATE OF MISSOURI §
§ ss.
COUNTY OF ST. LOUIS §

L
%ME, the undersigned authority, on this 2 — day of

, 2002, personally appeared Dennis R. Hoerner, Jr., known to

me 16 be tde person whose name is subscribed to the foregoing instrument on behalf
of Monsanto Technology LLC, and acknowledged to me that he is authorized to
validly sign alone such an assignment on behalf of said company.

A (PL.

Notary —

" NOTARY Sgal »

5 NLorma R. Pope, Notary Public

i ouis County, State of Missouri
y Commission Expires 4/1 0/2005

H: 44991 2{(INSKO1! DOC)

%
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AUTENTICACION NOTARIAL (INDIVIDUO) NOTARIAL AUTHENTICATION (INDIVIDUAL) b

A los zz dias del mes de ..w&-—o de Onthis __/ 3 tA day of _( Zg[gf ZOOA

20Q.2 _ ante mi, Notario Publico A, - beforc me, a Notary Public of
comparecio(eron) personalmente (2] personally appeared ,£7M é { ééfé%

3 quien(es) doy fe de conocer y me consta que cs(son) la(s) persona(s) to me known, and Jmown 10 me to be the person(s) who executed that

firmante(s) del documento que procede, y quien(cs) tiene(n) capacidad forepeing document, and who has (have) legal capacity to exceute it.

legal para otorgarlo.

 Notario BiblicoNotary Public 0 (3 IAL) Jgféﬂw
J-E{/?'J /5\7} OILO g2

GRACIE L. WILLIAMS
St Louis County

My Commission Expires
i3, 206

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Lo COUNMTY: oot cereeee et s ettt e e s enveme s ses e s

This public document .
2. has been signed bY ..ccociarniniinasaiiinviiiniis B
acting in the capacity of ........coooiiiiiiiii
4, Dears the Seal/SEatnp Of .- xovwvvivesi oo sosumvas s s s
Certified
5. At A B the cunssnanamiinas
R - P
3. N0, R R
9. Seal/stamp 10. Signature







TRADUCCION OFICIAL No 09.08/02c realizada por Diego Vargasf
Traductor Oficial, Resolucidén No. 0001 de 1999 del Ministerio de
Justicia y registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores

de Colombia.

A continuacidén se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento de Cesidn escrito en inglés y espafiol por medio del cual
Scott A. Huber, James K. Roberts, Zachary W. Shappley y Sean
Doherty, domiciliados en el 681 Hidden Path, Apt. D, Creve Coeur,
MO 63141, 15422 Clover Ridge Dr., Chesterfield, MO 63017, 3597
Waterford Cove South, Collierville, TN 38017 vy 1446 Rankin,
Richmond Heights, MO 63117, Estados Unidos de América,
respectivamente, declaran bajo juramento ser dnicos y verdaderos
inventores de la invencién:

PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA
DETECCION DEL MISMO
y asi mismo declaran que ceden y transfieren, sin limitacién, a

favor de 1la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC constituida vy

existente de conformidad con las leyes del Estado de Delaware, /

/

Estados Unidos de América, y domiciliada en el 800 North Lindbergh
Boulevard, St. Louis, Missouri 63167, Estados Unidos de América
todos los derechos inherentes a dicha invencién y que dicha
compafiia queda facultada para solicitar en su nombre la patente de

invencidn correspondiente en la Repiblica de Colombia.

Dado y firmado hoy

en

7/12/02 Firma Ilegible k




Firma Firma
Sean Doherty

7/12/02 Firma Ilegible
Firma Firma
Dennis R. Hoerner, Jr.
Presidente y Asesor de Propiedad Intelectual

AUTENTICACION NOTARIAL (INDIVIDUO) del 12 de julio de 2002 expedida
por Notario PUblico del Estado de Missouri en donde se autentica la
firma anterior de Sean Doherty.

Notario Piblico Firma Ilegible

Julio 12 de 2002
Sello:

GRACIE L. WILLIAMS L
Condado de San Louls
Mi Comisidén Vence 9 de Julio de 2005

Aparece formato de Apostille sin diligenciar

Apostilla

(Convention de La Haye du 5 octubre 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

Este documento piblico

2l ha sido firmado por GRACIE L. WILLIAMS
3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO
4. lleva el sello/estampilla de GRACIE L. WILIAMS - NOTARIO PUBLICO -ESTADO
DE MISSOURI
Certificado
5. En Jefferson City, Missouri

6. El 17 de JULIO de 2002




W por Matt Blunt, Secretario de Estado, Estado de Missouri '25€<ﬁtf
A

@JE:%kJHD f{- 52;%561

DIEGO F.VARGAS Z.
76729/

8 No. TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPANOL - INGLES — INGLES - ESPARIOL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999
MINISTERIO DE JUSTICIA
9. Sello/estampilla: 10. Firma
5€0RETA~J'Q
< %%
Q )
3 A
- k4
o
o o ??Zdidgz;nt
“msouﬂ‘
ESTADO DE MISSOURI §
_ § ss
CONDADC DE SAN LOUIS §

ANTE MI, 1la autoridad suscrita, hoy 2 de julio de 2002,

personalmente comparecié Dennis R. Hoerner Jr., quien conozco ser
la persona cuyo nombre se suscribe en el anterior instrumento a
nombre de Monsanto Technology LLC, y reconocié ante mi que él esta
debidamente autorizado a firmar solo dicha cesidén a nombre de dicha
compaiiia.

Firma Ilegible

Notario

"SELLO NOTARIAL"
Norma R. Pope, Notario Publico
Condado de San Louis, Estado de Missouri
Mi Comisidén Vence 4/10/2005

Apostilla

(Convention de La Haye du 5 octubre 1961)
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1 Pais: Estados Unidos de América

Este documento piblico

20 ha sido firmado por NORMA R. POPE
Bia actuando en capacidad de NOTARIO PURLICO
4.  1lleva el sello/estampilla de NORMA A. POPE - NOTARIO PUBLICO -ESTADO DE
MiSSOURI
Certificado
5. En Jefferson City, Missouri
6. El 17 de JULIO I; ‘de 2002
7, por Matt Blunt, Sécre£ario_de Estado,lEstado de Missouri
8. No. 76725
9. Sello/estampilla: 10. Firma
SECRETAR
& oeﬁ
9 ‘%
g 3 Wfatt lunt
Miggour'

Es traduccidn fiel y completa de la cual se deja copia en esta
oficina para su confrontacién.

DVZ//ID-3589/WPCL002G/COLO 12746-807-002-1
_,Df;:}ﬂ .—- L-C';q'f
DIEGO F. VARGAS Z.
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPARIOL - INGLES — INGLES - ESPANOL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999
MINISTERIO DE JUSTICIA
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

2do. EXAMEN DE FORMA PATENTE DE INVENCION

Folio J&fi

Radicacion no 02-49630

Concepto Técnico no 947
Clasificacion Internacional de Patentes: A01H 01/06

Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 38 de la Decisién
486 se determin6 que esta solicitud de Patente de Invencién:

SI[X]
SI[X]
SI[X]
SI[X]

SI[X]
SIT ]

SI[ ]

NO [ ] Contiene un resumen de la invenci6n (Art.26-e).
NO [ ] Contiene el titulo o nombre de la invencion (Art.27-d).
NO [ ] Contiene la descripcién de la invencion (Art.26-b).

NO[ ] NO ES APLICABLE [ ] Contiene los dibujos necesarios para
comprender la invencion (Art.26-d)

NO [ ] Contiene una o mas reivindicaciones. (Art.26-c).

NO [X] NO ES APLICABLE [ ] Han sido desarrollados los productos
y/o procedimientos a partir de recursos genéticos o de sus
productos derivados de los que cualquiera de los Paises
Miembros es pais de origen. (Art. 26- h).

NO[ ]INO ES APLICABLE [X]Los productos y/o procedimientos han
sido obtenidos o desarrollados a partir de los conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas, afro americanas, o
locales de los paises miembros, de acuerdo a lo establecido en
la Decision 391 y sus modificaciones y reglamentaciones
vigentes.(Art.26-i).

SI[X] NOJ ] La invencién se refiere a un producto relativo a un material

biol6gico. (Art.26-J).

SI[X] NO[ ] NO ES APLICABLE [ ]La prioridad coincide con la materia

reivindicada.

SI[X] NO[] CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSEHVACIONESYOTHOS: SI[ ] NO [X] ver hoja(s) anexa(s)

EXAMINADOR TECNICO

202052

Bogota D. C., diciembre 19 de 2003.



2020
Bogota DC

Doctor(a)

EMILIO FERRERO

Apoderado(a)

MONSANTO TECHNOLOGY LLC.

REFERENCIA: Radicacion No.
Tramite
Evento
Actuacién
Oficio No.
Folios

02-49630
002

001

416

1486

001

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Folio 16?

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, retne los requisitos de forma establecidos en los
articulos 26 y 27 de la Decisi6n 486 de la Comision de la Comunidad Andina, y en las
demas disposiciones vigentes sobre la materia, se envia el extracto de la solicitud a la

Camplase

Dado en Bogota DC, /| C 2

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL

Jefe de la Divisién de Nuevas Creaciones
L

202052

Oficina de Comunicaciones para efecto de su publicacién en la Gaceta de Propiedad
Industrial, conforme lo establece el articulo 40 de la misma Decision.
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\ CAVELIER )
ABOGADOS
EDIFICIO SISKI
WEB SITE: www.cavelier.com CARRERA 4 No, 72 - 35 TELEFONO: (57) (1) 347-3611

E-MAIL: cavelier@cavelier.com BOGOTA S, COLOMP'A

rolitos

Sefiora Jefe de la
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio

E. S D.
Tramite : 002
Evento . 538
Actuacion: 411

Referencia : Expediente No. 02.049.630

Solicitante : MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Asunto : Solicitud de patente para: PLANTA EVENTO DE

ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES Y
METODOS PARA DETECCION DEL MISMO.

Publicada en : La Gaceta No. 537 Del 27 de febrero de 2004

1. Yo, Emilio FERRERO, identificado como aparece al pie de mi firma,
actuando como apoderado en el asunto de la referencia, atentamente, solicito se efecttie
el examen de patentabilidad de la solicitud en referencia presentada de acuerdo con el
articulo 44 de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina. Para tal efecto
presento junto con este escrito el recibo No. 04 —28.001 por valor de $ 353.000.00, que
corresponde a la tasa fijada segin lo dispuesto en la resolucién No. 37323 del 30 de
diciembre de 2003.

2 Ruego atentamente a la Senora Jefe se sirva ordenar que se anexe este
recibo para que se efectiie dicho examen y se continte con el tramite de la solicitud.

Bogotd, 17 AGO. 2004

Sefiora Jefe,

EMILIO FERRERO
T.P.A. No. 31.929

COLO 12746 801 002 1

gjj@_MREfMRM;
1

D-000014/WPC12746

NI T. 860.041.367-3

17-3170



(o

RECIBO OFICIAL DE CAJA : 04 -  28,00f

NIT : B00176089-2

FECHA : ABRIL 3 DE 2004

s1ist CONSIGBNACIDN i

DEPOSITANTE TIPD PAGD

BANCDO CUENTA No. PAGO FECHA P50

CAVELIER ABDBADOS CONSIGNACION

Vr. PAGD

BANCOD POPULAR  030-00110-6 22156876 05/04/2004

it C 0 NCEP T 0 1t

42,043,800.00

CANT. RENTISTICO

CONCEPTO

TOTAL CONCEPTD

1 30005-01-01 SOLICITUDES

85 EXANEN DE PATENTABILIDAD DE INVEN
TOTAL @

SON:  TRESCIENTOS CINCUENTA Y TRES MIL PESOS

L/

RESPONSABLE :

!

RECIBO DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE No.

12746 -Bol-C02-|

333,000.00
$ 353.000.00
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Industria y Comercic
SUPERINTENDENCI?

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

RADICACION EXPEDIENTE No. 01- 49630

ELEXTRACTO DE LA PRESENTE SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION FUE PUBLICADO
EN LA GACETA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL No 537, DE FECHA 27 DE FEBRERO DE 2004,

EL TERMINO HABIL SENALADO POR LA LEY EXPIRA EL 27 DE MAYO DE 2003.

NOTA: Dentro del plazo de los seis (6) meses siguientes a partir de la fecha de publicacion en la gaceta de
Propiedad Industrial, debera solicitar y cancelar el examen de patentabilidad so pena de que la solicitud caiga
en abandono, de acuerdo con lo establecido en el Articulo 44 de la Decision 486/2000.

SE PRESENTARON OPOSICIONES POR PARTE DE TERCEROS.

Sl NO X

Carrera 13 No. 27-00 Piso5y10
Conmutadior: 334 12 21-2-3-4
Fax 281 31 25 e-nail: info@sic.gov.co
Santa Fe de Bogota D .C. - Colombia



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

2020
Bogota, D.C.,

Doctor
EMILIO FERRERO
Monsanto Technology

(Apoderado)

ASUNTO Radicacion 02-49630
Tramite 002
Evento 001
Actuacion 430
Oficio K591
Folios

Como resultado del examen de fondo, realizado con fundamento en el articulo 45 de
la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:

Documentos estudiados:

Los textos estudiados fueron la descripcion (Folios: 66 a 148) y las reivindicaciones 1
a 16(folios: 149 a 153).

La presente solicitud reivindica prioridad Americana N° 60/297,406 de 11 de junio de
2001 y cumple con lo establecido en los articulos 9, 10 y 11 de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina.

Objeto de invencién:

La presente solicitud se refiere a una planta de algodén evento MON 15985
depositada como ATCC PTA-2516, en donde por lo menos una secuencia
nucleotidica seleccionada a partir del grupo de SEC 1D:14, SEC ID No 15, SEC ID
No 17 y SEC ID No: 18 forma parte del genoma de la planta. Asi mismo se reclama
la planta descendiente que posee dentro de su genoma las secuencias SEC ID
No14, SEC IDNo 15, SECID No 17 y SEC ID No: 18, y las semillas de cualquiera de
las plantas mencionadas anteriormente. Por otra parte se reivindica el método para
producir una planta de algodon resistente a herbicidas que comprende cultivar con
una planta de las anteriormente descritas y seleccionar la progenie.

También hacen parte de la invencion las secuencias aisladas que comprenden las
SEC ID: 27, 28, 29, 30, 31,32, 33, 34, 35 y 36 y aquellas secuencias de por lo
menos 10 nucledtidos que usadas juntas en un PCR producen una amplificacion de
diagnéstico para MON15985. De igual manera se incluyen las secuencias anteriores
que son escogidas dentro de la SEC ID No 11 u 12. Ademas se reivindican
métodos para detectar la presencia de la insercion MON15985 en el tejido de
algodon que comprende la seleccion de cebadores que hibridizan sobre secuencias
que flanquean la secuencia de insercion MON15985 y la amplificacién del segmento
de interés. Por ultimo se reclaman los kits de deteccion de ADN que comprenden las
sondas que hibridizan con las secuencias SEC ID No 14, SEC ID No 15, SEC ID No
17 y SEC ID No: 18 o que contienen los cebadores que hibridizan con las




secuencias flanqueantes de MON 15985.
El objeto de la solicitud definido anteriormente se clasifico en la IPC AO1TH 1/006

Claridad de la solicitud:

El articulo 30 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina establece que: “Las
reivindicaciones definiran la materia que se desea proteger mediante la patente. Deben ser claras y
coricisas y estar enteramente sustentadas por la descripcion.

Las reivindicaciones podran ser independientes o dependientes. Una reivindicacion sera independiente
cuando defina la materia que se desea proleger sin referencia a otra reivindicacion anterior. Una
reivindicacion seré dependiente cuando defina la materia que se desea proteger refiriéndose a una
reivindicacion anterior. Una reivindicacién que se refiera a dos 0 mas reivindicaciones anteriores se
considerara una reivindicacion dependiente mdltiple.”

Las reivindicaciones 5, reclama un método para producir una planta de algodon que
comprende cultivar con una planta de las reivindicaciones precedentes y seleccionar
la progenie. De la redaccion de la presente clausula no queda claro cual es el objeto
reclamado para poder efectuar una comparacion con el estado de la técnica. Al
parecer se pretende reclamar el cruce de una planta con otra y en este caso cabe
mencionar que el cruce entre plantas implica necesariamente la etapa de
reproduccion, lo cual constituye un procedimiento esencialmente bioldgico,
independientemente si este se efectia entre organismos modificados genéticamente
o no; de igual forma las plantas y sus células han sido generadas mediante un
proceso bioldégico natural y por lo tanto podrian caer dentro de la materia no
considerada como invencién mencionada en el 15 de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina de Naciones.

La reivindicacion 8 reclama secuencias de ADN aisladas que al usarlas juntas
producen un diagnostico amplicon para MON15985. En este caso, no se definen las
secuencias reclamadas mediante sus caracteristicas estructurales (secuencia
nucleotidica) sino mediante el resultado a alcanzar. De esta forma no es posible
efectuar una comparacion de la materia reclamada con el estado de la técnica.

La reivindicacion 11 reclama un método para detectar la presencia de MON15985.
Ademas de los errores en la redaccion de la clausula, las etapas de seleccionar
primers, ponerlos en contacto con el ADN a evaluar y amplificar son etapas de
cualquier amplificacion por PCR asi que el método reclamado es tan general que
resulta vago y especulativo a la vez que no es posible efectuar una determinacion del
estado de la técnica a partir de el.

La reivindicacion 13 contiene términos que no son los correspondientes a la materia
del area técnica, tales como “una probeta de nucleétidos” o “extringente”. Ademas
de ello, las etapas del método reclamado son las etapas de cualquier método de
hibridizacion en las cuales no se han definido ni las sondas (mediante una
secuencia) ni las condiciones a las cuales se efectua dicha hibridizacion. Las
sondas se definen por el resultado esperado, pero no por sus caracteristicas propias,
como para que pudiesen ser consideradas como elementos diferenciadores del
método que se reclama. Asique, el método en mencién podria ser cualquiera de los
existentes en el estado de la técnica y de esta forma la clausula resulta tan amplia
que no es posible efectuar una determinaciéon del estado de la técnica mas cercano.

El kit reclamados en las clausulas 14 no define los elementos que lo componen
mediante sus caracteristicas propias si no por el resultado esperado como es que se



unan a determinadas secuencias. Por otra parte, la seleccidén de los primers de 10
nucleétidos, comprendidos por el kit de la reiv. 15, dentro de secuencias de 2267 o
1340 nucledtidos resulta en miles de pares de cebadores diferentes que el solicitante
ni siquiera ha divulgado. Asi que la reclamacion de un kit con elementos indefinidos
y caracterizados por el resultado a alcanzar es amplia, especulativa y no permite
determinar con exactitud cual es la materia a proteger.

De acuerdo con lo anterior, las reivindicaciones 5, 8, 11, 13, 14 y 15 no cumplen con
el requisito de claridad definido en el articulo 30 de la Decision 486 de la Comision
de la Comunidad Andina de Naciones.

Es una invencion:

El articulo 15 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina establece: “No se consideran
invenciones: a) los descubrimientos, las teorias cientificas y los métodos matematicos; b) el todo o
parte de seres vivos tal como se encuentran en la naturaleza, los procesos bioldgicos naturales, el
material biolégico existente en la naturaleza o aquel que pueda ser aislado, inclusive genoma o
germoplasma de cualquier ser vivo natural; c) las obras literarias y artisticas o cualquier otra protegida
por el derecho de autor; d) los planes, reglas y métodos para el ejercicio de actividades intelectuales,
juegos o aclividades econdmico-comerciales; e) los programas de ordenadores o el soporte Iégico,
como tales; y, 1) las formas de presentar informacion.”

Las reivindicaciones 6 a 8 reclaman secuencias de ADN aisladas, que constituirian
materia existente en la naturaleza y por ende que no puede ser considerada
invencion a la luz del literal b) del articulo 15 de la Decision 486.

Excepciones de Patentabilidad:

El articulo 20 de la Decision 486 se establece: “No seran patentables: a) las invenciones cuya
explotacion comercial en el territorio del Pais Miembro respectivo deba impedirse necesariamente para
proteger el orden publico o la moral. A estos efectos la explotacién comercial de una invencién no se
considerara contraria al orden publico o a la moral solo debido a la existencia de una disposicién legal
o administrativa que prohiba o que regule dicha explotacion; b) las invenciones cuya explotacion
comercial en el Pais Miembro respectivo deba impedirse necesariamente para proteger la salud o la
vida de las personas o de los animales, o para preservar los vegetales o el medio ambiente. A estfos
efectos la explotacion comercial de una invencion no se considerara contraria a la salud o la vida de Jas
personas, de los animales, o para la preservacion de los vegetales o del medio ambiente sélo por
razén de existir una disposicion legal o administrativa que prohiba o que regule dicha explotacion; c)
las plantas, los animales y los procedimientos esencialmente biolégicos para la produccién de plantas
o animales que no sean procedimientos no biolégicos o microbioldgicos; d) los métodos terapéuticos o
quirurgicos para el tratamiento humano o animal, asi como los métodos de diagndstico aplicados a los
seres humanos o a animales.”

Las reivindicaciones 1 a 4 se refieren a plantas de algodén resistentes a insectosy a
sus semillas, las cuales por encontrarse dentro del alcance de la literal c) del articulo
20 se encuentran exceptuadas de patentabilidad.

Lo mismo sucederia con el método reclamado en la clausula 5, donde al parecer se
reivindica un cruce entre plantas el cual implica necesariamente la etapa de
reproduccién que constituye un procedimiento esencialmente biolégico, y por lo tanto
no seria patentable a la luz del literal C del articulo 20 de la Decision 486.

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta dias
contados a partir de la fecha de la notificacion de la presente comunicacién. En caso
de no dar respuesta al presente requerimiento o si a pesar de la respuesta



subsistieran los impedimentos para la concesion, se denegara la patente. z@

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo q el primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

| Qﬂu\”

DQRIS ELENA POLO CORDOBA
Jete de la Division de Nuevas Creaciones (E ).

El | anterior requerimiento fue notificado por fijacibn en lista, de
fecha 5 MAYD 2005

CONCEPTO TECNICO EXAMINADOR TECNICO 2006-05-04
N°: 720 Codigo N°: 202063
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EVENTO: 001
ACTUACION: 467

Referencia * Expediente 02049630

Asunto : Solicitud de patente para: PLANTA EVENTO DE ALGODON
MON1598, COMPOSICIONES Y METODOS PARA DETECCION
DEL MISMO

Solicitante  MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Fecha de Solicitud * 11 de Junio de 2002

il Yo, Emilio FERRERO, cbrando como apoderado del solicitante, en el asunto antes

identificado, atentamente solicito a Usted se sirva concederme un plazo de treinta (30) dias, para

atender el oficio No. 5591 notificado por fijacion en lista 25 de mayo de 2006.

2. Presento con este memorial, el recibo expedido por el Fondo Especial de la
Superintentencia de Industria y Comercio, en donde costa el pago hecho por valor de $69.000 en

conformidad con lo dispuesto en la resolucién No. 35582 del 28 de diciembre de 2005.

Bogota,
Sefiora Jefe, V a

- o if
~ 2 !—‘—‘\._C/_—\ ' __fr’ e T

EMILIO FERRERO
T.P.A. No. 31.929

COLO 12746-801-002-1
JDF/JDF/ID-000039/WPC12746
o7 Cns M-2006-00009363

NIT 860.041.367-3
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Por otro lado, la presencia del segundo transgen también ayuda a reducir la probabilidad de
desarrollo de una peste de insectos que sea resistente a proteinas cristalinas de B. thuringiensis.
Asi, es claro que la planta de algodén resistente a los insectos utilizada para el cruce es una nueva

planta de algodén que posee resistencia mejorada a los insectos.

Adicionalmente, el método de la reivindicacion 7 también se relaciona con la etapa de seleccionar la
progenie que comprende la secuencia de nucleétidos SEQ ID Nos: 14-18 cuya secuencias son

nuevas secuencias de unién de ADN gendmico-transgénico debido a la insercién transgeénica.

Dichas secuencias de unién no se presentan naturalmente ya que la insercion de transgenes cryl
Ac y cry2AB en el genoma de una planta no ocurre de forma natural. Por lo tanto, la reivinciacion 7

hace referencia a un método novedoso e inventivo y no a un proceso esencialmente biolégico.

Antigua reivindicacion 8

La reivindicacién 8 ha sido eliminada. Las nuevas reivindicaciones 8-11 estan dirigidas a moléculas
de ADN aisladas caracterizadas por secuencias especificas, es decir, definiendo las caracteristicas

estructurales.

Antigua reivindicacion 11

La antigua reivindicacion 11 corresponde a las nuevas reivindicaciones 12 y 13 donde el paso (c)
especifica lo que esta siendo detectado. Es decir, al hacer referencia especifica al par iniciador
utilizado para la amplificacion del ADN asi como el amplicon que esta siendo detectado las nuevas
reivindicaciones 12 y 13 caracterizan especificamente los métodos para la deteccion de la

presencia de la insercién de MON15985 en los tejidos de algodoén.

Antigua reivindicacion 13

La antigua reivindicacion 13 corresponde a la reivinciacion 15. Asi, la novedad y el nivel inventivo
del método reivindicado depende de la sonda de polinucleotidos que hibridiza a una o mas
secuencias de union especificamente identificadas que son diagnéstico para el evento MON15985.
De acuerdo con lo anterior, es obvio para una persona versada en la materia que una sonda de

polinucleotidos que hibridiza bajo condiciones de hibridizacion severas con una o mas secuencias

g2
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de unioén tendria una secuencia que es complementaria con una o mas secuencias de unién de tal

forma que la sonda de polinucleotidos esta definida por sus propias caracteristicas.
Reivindicacién 14

La antigua reivindicacion 14 corresponde a la nueva reivindicacion 16. Esta reivindicacion revela un
kit que comprende una sonda de polinucleétido. Dicha sonda, esta definida adicionalmente como
aquella que hibridiza bajo condiciones severas de hibridizacién con una o mas secuencias de union.
Como se indico anteriormente, dicha sonda tendria una secuencia que es complementaria con una
o0 mas secuencias de interseccién y que se define de forma inequivoca. De tal forma que la nueva

reivinciacién 16 se encuentra definida por los elementos que la constituyen.
Reivindicacion 15

La nueva reivindicacion 17 corresponde a la antigua reivindicacion 15 y se refiere a un kit que
comprende una molécula de ADN aislada que tiene al menos quince nucledtidos de las secuencias
SEQ ID NO:11 o SEQ ID NO:12 o sus complementos y una secuencia de unién entre el ADN de
inserto y de flanqueo de MON15985. Adicionalmente quiero poner de presente que esta

reivindicacion define con mayor claridad el alcance de la invencion que la antigua reivindicacion 15.

En conclusion, las secuencias SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO:12 delinean los extremos 5" y 3’
respectivamente del inserto en el evento de algodén MON15985 o MON15985X y que ademas
incluye el ADN el cual inmediatamente rodea el inserto en ambos extremos. La SEQ ID NO: 11
comprende la secuencia de interseccién de SEQ ID Nos: 14-16 en un cierto orden mientras que la

SEQ ID NO:12 comprende las secuencias de interseccion de SEQ ID Nos: 17-18.

Para estos efectos, adjunto copia de la FIG 1 modificada en la cual se establece la relacion entre

dichas secuencias.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, quiero poner de presente que las nuevas
reivindicaciones establecen un alcance totaimente sustentado en la descripcion y por lo tanto, la
patentabilidad de la presente invencion se basa en la patentabilidad de las secuencias de unién y
amplicon que son Unicas para el evento MON15985.
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Las reivindicaciones 6 y 8 corresponden a las nuevas reivindicaciones 8-11 las cuales estan
dirigidas a moléculas de ADN aisladas que comprenden uno o mas secuencias de unién y/o una
secuencia del amplicon total o parcialmente larga ( o su complemento). Como se indico
anteriormente, las secuencias de union de la SEQ ID Nos 14-18 y las secuencias del amplicon de
SEQ ID Nos 11 ¥ 12 no son secuencias que se presentan de forma natural sino que por el contrario
son secuencias para el evento MON15985. Dicho evento incluye modificaciones genéticas y no se

presenta de forma natural.

En conclusion, las nuevas reivindicaciones estan dirigidas a moléculas aisladas de ADN que no

existen en la naturaleza y por lo tanto deben ser consideradas como materia patentable.
Teniendo en cuenta que de esta manera he atendido a cabalidad las objeciones
planteadas por su Despacho a la presente solicitud de patente respetuosamente solicito que se

otorgue el privilegio de proteccion de patente.

5. DOCUMENTOS ADJUNTOS: Junto con este memorial presento los siguientes documentos:

5.1. Formulario de modificaciones

5.2. Recibo de pago por valor de $95.000
5.3. Nuevo capitulo reivindicatorio

5.4. Nueva Figura 1

Bogota,

Serfiora Jefe, ' / /
EMILIO FERRERO
T.P.A. No. 31.929

—

COLO 12746-801-002-1
JDF/JDF/
ID-000040/WPC12746
Cns M-2006-00010875
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Evento: 001
Actuacion: 444
Referencia . Expediente No. 02049630
© Asunto . Solicitud de patente para: PLANTA EVENTO DE ALGODON
MON15985 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA DETECCION
DEL MISMO.
Solicitante . MONSANTO TECHNOLOGY LLC
Fecha de Solicitud : 11 de Junio de 2002
1. Yo, Emilio FERRERO, obrando como apoderado del solicitante en el asunto antes

identificado, me refiero al oficio nimero 5591 notificado por fijacién en lista el 25 de Mayo de 2006.

2. Mediante memorial radicado el 17 de agosto de 2006 solicité un plazo de treinta (30) dias
para dar respuesta al oficio No.5591, previo pago de la tasa correspondiente.

3. Mediante el oficio nimero 5591 se puso en conocimiento del solicitante el informe que
contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre el examen de fondo de la presente

solicitud de patente:

4, Atiendo a las observaciones realizadas mediante el oficio nUumero 5591 de la manera

siguiente:

En primer lugar, presento nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por diecisiete (17)
reivindicaciones en el cual se ha delimitado claramente la materia reivindicada, con el fin de superar
las objeciones efectuadas por el Examinador. Sin embargo, antes de demostrar como se han
superado dichas objeciones, procederé a referirme a la materia reivindicada en cada una de las

nuevas reivindicaciones:

NIT 860.041.367-3
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4.1. Nuevo pliego reivindicatorio.
Reivindicaciones 1-6

Las reivindicaciones 1-6 estan dirigidas a células vegetales de algodon resistente a los insectos. En
particular, la nueva reivinciacién 1 se refiere a una célula vegetal de algodén resistente a los
insectos la cual se ha depositado con la American Type Culture Collection bajo el nimero de
acceso PTA-2516. Asi mismo, la reivindicacion 2 se refiere a una célula vegetal de algodén
resistente a los insectos que tiene un genoma que comprende un inserto de ADN que codifica para
Cry2Ab y une el ADN que tiene las secuencias SEQ ID Nos: 14-18.

Por otro lado, la reivindicacién 3 se refiere a una célula vegetal de algoddén con un genoma que
comprende un inserto de ADN que codifica para CRy2AB y ADN y que tiene las secuencias de
nucledtidos SEQ ID Nos: 11y 12.

La reivindicacion 4 limita la célula vegetal de algodén de las reivindicaciones 2 o 3 a aquella en
donde el ADN gendmico es capaz de producir al menos un amplicon de al menos 1.5 Kb cuando se
utilizan iniciadores con las secuencias SEQ ID NO: 34 y SEQ ID NO: 36. Asi mismo las
reivindiciaciones 5 y 6 dependientes de la reivinciacion 4 se refieren a células homocigotas y

heterocigotas respectivamente.
Reivindicacion 7

La reivindicacién 7 esta dirigida a un método para producir una planta de algodén resistente a los
insectos donde una de las plantas utilizadas para el cruce asf como la progenie derivada del cruce

comprende las secuencias de nucledtidos SEQ ID Nos 14-18.
Reivindicaciones 8-11

Las reivindicaciones 8-11 estan dirigidas a una molécula de ADN aislada que comprende varias
secuencias. Las secuencias reivindicadas comprenden nuevas secuencias de uniéon de ADN que
no fueron reveladas con anterioridad. Estas nuevas secuencias se pueden utilizar como iniciadores
o sondas con el propésito de detectar el evento MON15985.
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Reivindicaciones 12-15

Las reivindicaciones 12-15 estan dirigidas a métodos para detectar la presencia de la insercion
MON15985 mediante la deteccién de la presencia de un amplicon que es diagnéstico para el
evento MON15985 o mediante la deteccion de la hibridizacion de una sonda a una muestra de
tejido de algodon la cual hibridiza bajo condiciones de hibridizacion estrictas a una o mas

secuencias de union.

Reivindicaciones 16 y 17

Las reivindicaciones 16 y 17 estan dirigidas a un kit para la deteccion de ADN que comprende o un
polinucleétido que hibridiza a una o mas secuencias de uniéon o al menos 15 nucledtidos de las

secuencias del amplicon o complementos de los mismos.

Una vez explicada, reivindicaciéon por reivindicacion, la materia objeto de la presente invencion,

procederé a referirme a cada una de las objeciones efectuadas por el Sefior Examinador.

4.2. Claridad

Antigua reivindicacién 5.

La nueva reivindicacién 7 corresponde a la antigua reivinciacion 5 se refiere a un método para
producir una planta de algodén mediante el cruce de una planta resistente a los insectos que
comprende las secuencias de nucledtidos SEQ ID Nos: 14-18 con otra planta de algodén
obteniéndose al menos una progenie y luego seleccionar la progenie que es resistente a insectos y

que comprende secuencias de nucleétidos SEQ ID Nos: 14-18.

De acuerdo a lo anterior, quiero poner de presente a su Despacho que el método reivindicado no es
un proceso esencialmente biolégico ya que se relaciona con un método especifico de reproduccion
selectiva de plantas de algodén que comprenden el evento MON15985 y que por lo tanto no sucede

de manera espontanea en la naturaleza.

Asi, las plantas de algoddn designadas como MON15985 contienen dos transgenes derivados de
B. thuringiensis, cryLAc y cry2Ab. La presencia del gen cry2Ab en MON15985 (también conocido
como “Bollgard 1I") mejora la efectividad de dicho algodén en contra de los insectos.



ﬂ,?}\/

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIC

NIT ¢ BOCLI74CES-Z

RECIED OFICIAL DE CRIA 96 - 71,843 BUFERINTENCENCIA DE INOUSTRIA ¥ COMERCIO
FFCHA : SEPTIENBRE 13 DE 2006 Rad: 02-349630- -00008-0000
Fes Hilo-10-04 165155 Dep 202 NMUECREAGIHUNES
ira ¢ PkATENIES
Eve 1 REGDEFOSITO
Astdd44 RESHUEST ARERQUE Follos: 14

Bt CONGIGNARCICH

PrenRITANTE TIPD PAGD BANCD CUENTA Ho. PAGD _ ?EH? P?? uuuuuuuuuuuu ?E:_?f??
CAVELIER ABCGAECCS CONGIGNACICN  BANCO POPULAR  €30-CCLiC-& 8372310 LB/99/200% 49,351,180.99

g Hwyy CCNCEPRT D NN
oy, wewses oww 10w e
i 30005-01-0% CAWBID DE WODALIDAD Y HODIFICA 12 MARCAS Y LEMAS COMERCIALES 5500C.C0
T0TAL ¢ § §3,900.99

SCH: NCVENTA ¥ CINCC MIL PESJS

RESPONSABLE :

i

wECIBC DE CAJR APLICADD AL EXPEDIENTE Ha.

(oo (2346~ %0I-002-



EVALIATION O 3CLLGARDIIE (Y. DFMBIN IN
EUSSISE0PI DILTH: FIRLD EFFTCACY AGAINET VAR
LEPIND B DROFILING SE/ *(EN-LDNG
EI"..?RES?EC-N OF CRYIACAND L "i""
JoocAdumezvh, oo, K Bew. L CAdas and
LR A-AYN
Sioneviiie, ME

3 J Hardee

4 i

Stoneville. MS
(Seligare! LC\

1 product
a multituge of [epidopierun
s he season-lotg cxpression:.
£ taut e new protein (Cry2AD)
pardl o

Wis CXORaMED e:: at
Banigurd] @,

tngn OrylAs in Be

1is

CrylAc Buotley thvmsgienss Bel
. Louis, hio,) became widely commery
reseurchers Rove noted tha!
Gpieran suals are not centrelied with this techaology
dan ot nsecond Bproein (Try2Abr o Bol .‘g;uﬂ@ :_=Esul.]g;
additionid cantral of v i

sy
ik,

growe’s

n‘}l::r .

tnst umuus-'umdogu.....
season-long croression nf both prafeins
four this fortheoming

eitt stoatepie

Tfuteriels und Moethods

Ceid Pluis

roe variviies ieonventiontl, cv. P50 seenie Cn
‘P'\'!B nad trnsgeme oy LAC+ Cry2 Ab Sollzedlid, ov, DPSOBIL were
sevimanial plois on 23 May 2006 near Blizabek. MS. Plois

ol 4 rows (1.0 m comens) £ 9005 o treatments armanged in
randomized comploie Binck cosgpe with cech varivty sepficated twice i
cxeis biock. Gily misecticides not active on Leprdopters were appiicd to ail
inie thyougiou! e unoas dictated by focal Tanagement prachicsd
$were irigaied twice

A
To ensure thil data would by generated Tor occusionl
ol cotion, twoe coiantes of annyworms ware es eblished, Larvas {ea, 100)
a¥ the faii ar
eotiected fram who:

-guige ferd cornenr Staneville, MS in Aprii -OOG.nu
reaved fm one oo 'npn:-- \T"‘c“'*fin*\. i the swnoratary as deseribed by
weot arnyworms (BAW, Spedoprera
rE '1i‘|cmlm‘nu traps. focalec near
o, .(4 ‘,u:_ mated with i fboratory coiony of
itubie for field incculazisns.

, ME in D'cc::a:rh
Y & W COOnY &

wtiors o beer g Gl amnyworm epg musses o plaots foe all
§ were concueted in e July 2000, In br
species were depasitea oa nylon cioth in thL fuhy

equl size
I ’a
\ of received 2= ciyn
¥ ;)-u: repeived 1 ¢

i ot

fepidopreraus soecles (BAW, FAW, ok
suvbean “coper (SBLL
1 ca::eq;.‘lim "?;\"Q.R-
. Helany

Pyvadoplosie inclhulens (W
Estigiaete aerea (oreey), buliwenn
aezirner noall plnts: Seou

WORE Bias s b
ted 'ﬁd:.:"nfuc'-; 14 reny
Croton wis anecaosnicaliy narvesied for ail rows ingl plobs amd we

wis condactea oniy In ose o

1

©osingle temring feal v
i vatiewres {4 reniic :ums:’v-

e
siolut

prics o the lebonruery @
e { va. 58

Mty

mIL.}‘ gt

L Comhines ‘l'u-' LRe Vi iyintn. Smi

the maount of sis
nigrocentnifu

ge
arland, MZ;, The:
3 (Biospec o

au:u.au..
e el Ball
sestiigs, To o

al Bt preseal for oo
TrvlAc m DP30S or SrvlAg CryZah w: DESY
fu un 2ante Kt was utilized us desorihad
P all sample dies, vameties were shways ide
ay-side exporimen:. Th
ang nepative ot
kit proweui.,

ariety
CHLNNCC
crvik el al. (2000
any vpmpance i oasde-
Aroper swodard cueve, diuzion leeors, posiive
soly, wnd caivuiiony were concucied as dictaied in e

Drop elock: sanules

tLineny kepidamens posts wore reduced s
Buigarcli® sios (ov, DP3NB et 1o Boligurd® (ov, DPSUB or
convenminaal cotten tov. DRSO (Tuble -3 In additjon, very fow izl
armyworms were fund Bc:‘_‘ ard(1® nligis compured @ Sullgand® or
conveatinnal eotten (Ta 2. I‘:Lc..u s fuil arnywonng ene nr‘ gy
REETH N

il i‘r-_uli“g structures, T uddy

Lepidoners thol pr
: Ingrouse fepidupleran o

}-?Ah to L'ryi Ar ira

TN xw

; rcp"‘uuuc:l\': Lsiues {Sreenplote U0

wpsaie coton containing
123 ..y a;uiT:s& pesis suchus SBLanc o g
easer exient SMARSH, HAW, T:.’AW. and BW. Activity aguinst
ztauined superins{Tuble 35, However. no vieid increase wes ohserve
cv. DPSCEI compured W ev. DP5E (Tuble 4).

The lepidopieran bioactivity and prot

appeai to be gube different than Cry LA, Sims (1997 nofed an
icopers woere highly seaseive 040, =0 o Ju Cry2a
inenrpenied futa anGeiel diet, waile other i are
A0 us sensit] va o C.\- iAc i Bodgard® w 2003).

Greenpizte £
TBW. but o
TROuT Slidy s gxprossed 2
thun C‘vlm. tyroghau the grow ‘L- ens0n (F'g zre I ). Thas
meeasec achivity of Beipardil® cor

rd@ van be Jus Lo incrvased potency of TryZAD, vrease
o v’*\H - ooossiny o syaerginie comt

SIS 1EAce HHNEemCT
etk srotews i Bodlg »1.1..-*9 appen .nlt:::‘.:fr‘.

Supplied by The British Library - "The world's knowledge”



afe I Meun aumber of fail mnywnr:ns faund I
doligurd 11O Howers pac wiole e

.,PS".-'ili reneli from c'n.-t’-:u {::1;: tissue of 25 M fﬂ'rﬂfi, ot
on. DPSGE \ou'.ﬂ"u.ua', ottt cs will Aave tu oe e — -
condugisd et resenrnh variety Viite Flowers Finh Slowers Plante
conducted o en IS B 2P si LS 2258 275¢
o prun,r:_c HETEO- T z 37 508 325 875 un 2.3G zb
Lipidapiers, Do S8 6,254 : €35
Fovalue e 0.1¢
uf R Ly
Adwnezys,ar, L2, 5 W, ielleway. C. E Chureh, B, R, Leonard, and S 2o E 4,308 502}
B, Trawes. | Larval survival and development of the fall ermvwar
(Lemdoptern: Noctuicee! on nosnul and transgenic colton exprensing (e Teble L Cuutative percent redustivn. wiative to P3G, 3
Buciilis thuringiensts CrviAle) S-endotosin, J, Beon. Entoma.. 91 538- in field olels ¥ Boligard® and Boligard 2@ cotion in Sionevidie, i\ 'S 2.}J
543, Epacies CPANNIL
BW. 6.0
Adainuzyk, ir TRW G494
W, G S3L " g49.0
AWYWOLILS 'Lc“mc it SAW MG 870
entiai expression of Cryl Afey G-endotoxin in v AW 0.0 ROL -
st nars ponng commercil cusivars ol srRnsgenic Baeiltus i gieisis SpAnSL LR §7.0

. Bromal. (fn Press)
Tah r onber of demeged phin purts oo vieid ia Sollgad® and
SollizurdilE piois,

Greennlate, L To. 80 R, Penn, Z. Shespicy, M. Opoeniizen, 5. Mo
Releh, aod 2. Csborz, 2010, Botlgancll® eflicacy: guant:fTcation of ol

feprdupteran et na2-gereyradiet, o, 04 I-{043, i Prog, 3etiwide Yaziely Suuaves' Bl fibsiat
Cottop Contl, Naonel Coton Counsil, Memphis, TN, ne s 795 1234 K72
CP 503 £25¢ 0k E M

LR.C,CAM
S.-\S SYRlL”

. WO W Stroun, and R, DL Wollinger. 1596, 0P SORN 075
7 or miked mndels, $AS Institute, Cary, NC.

J35 b ol i 5.1

Fevalie 2.7 344
Siea. 8. R, 207 Hos spectrum of the. CoyllA Bavillns af 24
tugrnigrenyis subsy, kirstaki protein: cffects on Lepidopier. Dipter, and DL FE .17

IHEHE

net githronods. Southwest,

maol, 22 395-404. 'Oumimage stgaificen; o oo i
“Lepidopterous feeding on hreets or petais. 25 Towsrs/piol.

Surresiped. 72 Voand Wil Soloman. 2000, Growtk of wild Precdoplisin "Damage sizaificant o cuase i loss, 20 whele siansflon

wiclodens 1chi<"'aplm-:." Noctuidae) larvee collectec froan 30 and non-81 Jx;ﬂm an 35% giz wrnowt,

cation. Fla. Entomal, 82 354.357.

feril OF Bro

Tabiz |
[plssts g

siotk.

Mean for 3 drops/piat
Yariety DAY TAW TBYW SBL SMARSH

P EMEHH 3003a T 3200 875
OP 50R 550 1752 Q2%h  37.75: 2754
22 5)BH 150k 0758 4h ¢.25h G252
F-value At b %2 16,17 a0
N 3,48 2,9 2.9 2.4
F>F <. G.005 <.unt {.205

A-long expression of Bl protests) o Bollgaa® and

Sunnlied by The British Libtarv - "The world's knowledag”



i

FICAT FROLLCARD AND BOLLCARD 5 COTTONS
ACAINGT LWORM. SELICOYERPA ZEA (10D N

LD AMED GREENEGUST STORIES

iR Bradgley, fr, LW, Van l'im ané A, B, Bun
\!o:‘i;t Caroifng Biete Ynivers
of L,l:.omquw'
NC

Abstroct

Bolgasd™ and Hell
lize, wo

< T catlons, sinape wib the conventional sistor
evaliaed in Biel€ and preenhouse saperinems with wesnect to
3 Goilwor Cicoling in 2000, Fizld studiss were
propused B veselve e gue eificacy of Bollgard H over

reused

Aoligand oo beilworm, as well os o deiernune survivorship » clers of
Sullworn: o zach eolion genntype. Tae supplemencal bollwonn

abdeld sbwm A preeniowss slucy was
¢ o7 three Bucillhus theringiensiv Bueriiner
strzin ond a Ory Ac-
rance to ke Crvi Ac
leld sigdies
strated no signilicani
ligandy, o significan

lolerint

s

LULLS 00 arval sioviy {
reduction in e eve! of ape sustained by DPSD ard DP503 was -
Pofor e stackedegene dize. Vield response
rays varied smony sl slies due to diftering hollwam

“Bol ros. Greenhouse siody resalis
NITLes o7 both
eil a8 suitace-

L0

supplemzuiai

,_.,cti andd penetriied fnt bolow Gt of DPSOR.

QRS fus Srovided growers wi .i‘ ai excelient shematve o conto
lepidapwtan pests. Howaver, ienons imm Stong god St €] 5933 ndu:

that & 1 endojoxing were mach ess effective @ controiling b:mwur:u‘
Helivoaverpo zea { Boddie), than the wnzeeo budwonm, Helistiis Fil
Resuiix from field trialy concucted in North Cavoiine verily i

rd cottons cou'd sustein sigrificant fruii daagce
“hus creating the need forsupalenenyl inscoticide overs)
fBurdetan 1999 Lambert e i, 1996, 1997, Maiafroy et al. 1994, 19933
i frely caused by the ohserved drop inuverage sevels of Crvi Ac
ir (Greenpiate '&%Q.cha‘m': =t a.. 1998 which coincides with
oullworm in Nogth Cwoiine. Witk me hollwarm
ceiving a s e af Cry LA, the "nah duse strategy™

stance evoLcting s violued by Bollgand conons, which
es @ oneed Bariew iechneiopical developmens,

zd yield fosses,
ays far baiiwonm

endolox
e 1

uhle

for inseet ¢
insi

Buaigard ™ cottons produce twa pratains, CrylAc and Cry2AR, tiat are
uclive Boitwer The aovel duu‘-gcrle iine illusivaies approximately
e s aevel of expression of the Try!Ar endotogin ux the Boligaxd
varelies {Greenpicie ot 2l 20000 Grecpplatz wsoreported thatihic Cry2 Ab
in iy exprossed ur 8 mwuch higoer level than CrylAc in the Bollgand
L ""anm nsw.hc*th;ru waould :more spproprintely Hihe
cesvointton ihanwould e curreatly
Repors from teld and greennaise s
weied thar Bolgerd U1 genciype
and Coy bAc-tolcrant hm.\h,. n:

fibine, T

Ataad e
bt

+ Narty Can et

e

siga umbers of t‘up‘.l'eg
wevae helew ol of the J-‘i.g:! 4 (Jachson et ol 2000,
suggesls | e l:uplcn:g.w collons could p

e Frarae o bollworn sesistaace evo wiin beyoid

o warieties.

exisnd the
current 3o

it tihe .“."m. cadtinges of the Relbwake Cntion Confenace
e 2081 3-RI902000)
sz Conon Comict:, Mompais TN

o
.

use talseva <|m'

sister lE ne
wer oyruthroid

by

WO Ga
UHIBHA R

ruierizls and Meody

il Werd condusteg s the C‘u-u::l

oty Ca., NT,
NC and {he

1w Juper Coastal
Thlewster Restarcn Station. Washing:
wted of o rzndemized compiete snlif-p.ot dusgs
Hewes, Whole niois were 6. 20, and 3£ s byﬁ {
DPSG, DPSHE, and DPSOBX, respeciively, moach [eestion. D°
9725 Were chasen for determin
peroiype Gaough m i
nlls wore

expmined fo
Jaer aore boses Tur mnk'l 1y
refugy o

Lo aotiworn
&l'.'.m:" managemeni dectsin

s oonsistew of (2, 16, und 28 g
s }l'_‘\(}r},\. cesneetivel v, and £ raws th
ed Jor aL!ppEcmL‘.n:;‘
Retwezn pyiihr wed wud
¢ for vuch

0 PUNCiyoe L

. Subpln

it we

i ’N‘-'J\t'nr‘“ un"i’u-’

Srunses

L genniypes DP3Y, DRS0B, me DO5HEX watre pianied on 15
-hc Cn, 17 May in Johnston Co., and 12 May i Was:

k 5C, Av.'u“- Cl a5 ]cnr.x,-m.,wau.h

Wil app
season :nsct[
Creck, C..r\, W

Stink

mothdn (Rt & .08 °CS, Zenecs
+ approprisie subplots for o
I.’(Ju“‘llf.!’i costrot gt Infaston and Zdgecomide counties on

ag well as ar Washingion Co. on 27 Jaly wad 9 Avgus:
i prewth repulntian, wead 3 i
nmended by North:

?
™+
2 !

o

1% July and 7

25 h:"mnu.l%pr" plu' Squzre o v"IuaL’.mn iu-m.L farvac end ¢
mude the weeks of & and 13 August by cxaminaio
Lres st per repi . Boll asseasments fortive larvee and demage were

ot the wesks of i3, 20, anc 27August. oy w r by
exauunation of 35 bolls per reatment per replicaie. doflworr ags
farvae. and dumage numiners por reaimen: per replizute were sonveried
pereeniages prior tu analysis. Yields were determined by hasvesdng two
cemar rows of each subplol with 2 mechanicnl votion picker os 30 Deioher
ui Edge

1 ol 53U syuetes por

ol

ay ! Bepleny

o 0l cac. hirvesteble boids, and
punted oriy seleced wei sf fve
row feet por trestient per szptivew w the Edgecombe and Washmglon
caunty sies oi tires samole dotes (24 and 3 Algust end 7 Septemt
Lerge larvag., g ! insties, were Sransport c\..ll.u lisormory are
red o bosls 'cl("u aenot

The il nambders of toutth
sunmges hurvestabie bolis wer

und epnvened i a .:.'at.t. hdﬂ\ p.m. o unalysis aiong we
of harvesizhle baids, di liss and dive
provide gnoestimedon of survivel parmnetens of
impari IEACE TARRARLIET,

lzrvae, These aum
e bollwaim.

nuges

Supplied by The British Library - “The world's knowledge”



T WK Conen
h- Siwiion, Wa

¢ Ticewarer
tomigad
vies. Euch tcl."n‘...;'.:.' consisied of
¢ irenanent contbinatl
a2 hincks were sepaciied I:-y 2 dislunce 47 two
Ries.

faer, wierens, dineas were sepzraied by 2 3 foo! apace o3 1

d BRSO3X were slanied in e

LRemies, 48

Cauen geruiypes 30508, T_}"RU\C

e hy snje-dies
surtion with Aldicari
fon and ol grow

0y ention
acaieve o

THURSE COlOn PR

WG aRis in U

—oca! seilwose adulis were corlecied fron dght g
annr.:[:;"\- for sep collecton, Neotate [nrvae £

o the cggs were used s

the e

truiin 1 the expes n-c-‘l ? Cr y::\c tolerant striin of b
was oripiieally colicaled from § < selected for mivranee o the
Cryl Ac woxin (IMVP) | Zu;ct : rtwo generado
Cve neodate Luvag ono iruiting suuclunes on respes
ot nrush odourred waen cotoi
Assessmenls of suviving

anfestion of

mace by whoic pisn
.an" Larvae fram the
BRI W R Lo e [:.r.m--mnr and pizeed into 30wl pias
at diet wh

rvod ar g mecivm for arviee
“hers efooilwerm thatsaceesslully pupaicd
h' emaraed u eéults were reconded asc canveried

i tiite
1090 and e uvsﬁx cach treatmer ‘\\""Sﬂp«.\h\nc(- fi’-‘..a i}S;Ln"ILr"\HL"
Lisast b-hricu'l.‘ DHiTeicese est or LEMEANS 1 SAS.

Hesulls

id Studley
No ditferen

ves were Foung wnonyg the (e coflon genwivpes wath
of boliwenn egps o cotton termitals bemg consisient aeross
fieid sites (Teple 130 No spoificant i 1ces were eviden: botwesn
DISI3K and ..al 508 w:' th respeet 1o percent live boliworm tarvee In coiton
v Salignrd genotypes rediced pereend Bollwonm famvac

sglow that of the conveatioas] veriety (Tuble | ), Percontie dumage
was sipnificently jvssened by botn Bollgard genotypes compared o the

convenlinnal vanely with DPS)3X further reducing percent: teoninal
danage helow i of DPSOB (Tabie 1), Square evaiuations revesled that
5(4.;;.11 l.nrmm Gid not ds“" w-m respect @ m\, |J\-I.'\,l.l'ltt' : of stuares

peresige ol
Tahle T aiss snow & sienificant rediciion in percem beliwanm da .'ru-,-ed
SG m-i by '“-th Bc"gm‘. ge:w:y;. 28 LQ"I‘JAI 2¢ 1o the epaveminnal variey

R _1 inGicaes Iha: DPSOEX sestained |
¢ witl: borh Bollgard cotons hu

Field svelantions f
nusds reveniad (Rt the conventional verlety had “b
aumbher wfbolis thap the Boga Jcn jons { .hb.t'
nelizate thot the Bellg

. pr‘SiJ.'L\I ;_,m.:!) ;mr. ‘Tud.y 9_]. As with furval

Gamaged tnlls thandle conventiu

B
2 3 usTaies nat no Sifferenees wee
dynes with respect o the nomber of
lwarns fervae ner acrs. However, oniy

a0l wers Seiiwomid

JESORY ¢
cumpared W g

atiy lower number of Larvee szroacre
ty. The aumberof lage larvas
reed bafiwe

i gen

i SO
wdun HHH three goiten genot
. Pyrethrol IeniToaiey s

ieanly with rerpest 1 yi i3, sevd voust pu at the Cv
C‘cm R\.ib.: A Q..mu_. {Tanle &) Cnuon gonstyae also badne
-
Ruesuss i iale T oroven

LunogypeY ins
PULETCHE &t Stelen in w

I"' p .uewn'u R"sz
cottcn genotypes produeced sjpnifics .1“!
aabp ; Yiclds in 1b. seru cou

tStntion, pyrzin

dispiayed & 8 1
ale bollworm steaie on ZP303.
u1 for tae OPSOXN
varvevai, Tabic 10
tha the CryiAc-tolerznt boilwom sirain catse
aereed surface-tamayed Gl
2P5CB only. Buoliwony, sir
sucthee o

incicaies

: .ﬁ ra o

SenatyUes '{Ji’!
ai fhe perceniege of par
jcantiy or the Cry LAc-loleman. siraiz
sus';:pt. le sirain, Although no differences in percent
s exisle helwesn DPSUX nad DPSOBX, aniy DPSIEX
antlv reduced the percentage ef penetrated {ro: '
DPSOS. The porceniige of jarvee Fom the CryfAcet
stzuin that developed un SPSON and succes
athor aivag ol any genolype sumv
pupeted, 66.7% stecessiully emerged as ndulis

o pereend
X Duiaia
4 :ttr:d frujt everaped ceruss

Tuble .

OF thofe Dt

Diiscussinn

Field Stadies
Ful[\’;u—n:]:up.u'.aiionsv"'.c rspatisity fn 2000,
i Apsersy
1w Upper Conste Pain and Thiewster Resesrel Swilony,
poln DPIOB end DOSOBX AT \'Iul.d simi
v swiih sespect o pevent Hve b
sguares. and boils, wita both trunsgenic culil
holow thai of fe conveationa v . The D“'MBY

ancarciensically
erdd mnderzie s high

canty jess fruiz demage sh

vielgs, but moderie leves of ha'l rin ')-n».ldk.‘. th o

veneering sonme nossible vield cif Bou

Suoolied bv The British Librarv - "The worid's knowledge”



wrlvimed DS
vestaile hulls per J...'L'
L per gurne.
rog [IL"

WD respest Lo g
oS welt By osucoe
RX contenes sigal
[ e com.'::'nit.vnl vart

ol

y with ‘.1‘-}-‘.}‘;.’*5‘. W
i hn.,s ner acre, a8 we!l as
ssfuliy emerzed sdlis per acre.
a8 made by DPSUBX innimbers !
Ly extend the fims

20w

S oaeve.opment

The Try ! Ac
willt sespeet o .fm'
CHIFOS, W
r‘\":.ﬂc—tuicm. tosindn L‘t'm'.p.-.m.. Wi
pes, ?nc‘c':scd :

i

Dsurviy

sew: Witk Gaused

crant stezizn on geaclypes OPSNB paa
it peneiration by the CryTAc-tolemnt straiy on DPS03X was
thantacto fJ"'i! Xand DP%‘B W “-L-'-. s Ei'»;r:‘v cue

L5} '\': -\L‘-[UE

peas
(200C3 1

et poblwe

o paied n DPSOB ¢{ i"a‘ wnd " hu"ia

i evterged as adults was hivher

respeciively) taan in DPRUBXN (QUD%) and DPSOX (0.0U%). These
7 e and those from feld swudles seppest e e
wi of the dus-gene consiraer (DPIZXS woald wduce

i wetl ax
s hallwom
n Narth
97, 1943:
ines vy
soilwenn

Botiwerm damage over thet axperfenced by Bollgara vare
clintiaete the neeg Tor suppiemental iasseticide upplication f
With the incidonce of teld resistunce io Bollgurd cotia
Carviina {Jackson ot al. 2060; Burd etal, 19649 Lambett e g!
ey ctaul 1904, '9‘;31. e imrementaton of Bollgard §
also be necessury 10 provide control for that portion of e
populntinn whresdy ox resistuace iraiiz w Baoilgard cotonx,

contol,

s5ig

A 1o;

arhors expeess appreciaiion o Cotton, I, i providiog o graduaate
aren dssistantship for the seaior avthor and 0 Morsanto Agric. Co, for
providing panta project funding.  Spacial thanks to Wayne Modin
Androw Suny 1, it Theeatt, Tany Burd, and Bren Potier ortech

Roferences Uited

955,
in Nogin

Berurmance of

Caraling,

Burd
seiecied
Provesdu

w4 R Brudiey. Jr,and ;. W Van D
Bi coltun genulyooy agaiust oodiwonn
sz Jeiwite Cottan Cowlerenecs,

Buya.

531-934.

T.. 8. R Penn. 2. Sha
ane 1, Osham 2000, Bol

Ureeapmaate, §
He

i Manz, B,

fon of

whati,
epionteran sotivily in 2 Zogene product. s Beliwide Cy
Cunierences, iG»#.-‘.bc‘_-.‘.

 Bucilluy tharin grensty insect
¢ cotion frait pnd tormings, §

Greepplute, . 7. 1998 Quonsificadon ¢
cartrof prowem cry | Ac over time in Bailgar
Ecou. Ectomon, 52 {377-!

T.Rabuye, 1998 Bueen

LRI

C K. Bradley, M. AL DL Bux, s
presnlon
s Beliwade Totion Tk

W. Van Duyn, 2000,

a;\:: afba genatysos.

L. 5 R. dmicy, s
iy cunservation and pias
coller: 1 Helieoverpo meo m Nath O
Conlorences. 921835,

~amber, AL

Tecis of
Il:y ol B

el

Lamber, A

1997, D-ierssi
Praweedings Bel

LR Brudiey Jrnoand LW Vas Soya.
I Norh Camalhea

iine. Procecding

LUGT-1063.

Muaafley. 2. 8. 00 R, Sradiey, .
licid purfors iy Nona Cuml
satiwarm aupulations,
TUB,

Poocesdies

SAS {nstilete. 1980,
Tary. NC,L 745 po.

SAS/STAT Userls Guide, Val. 2. SAS !

Stoae, T. B.and 8, R. Sims. 1993, Geegraphic susc yof Helinthix
vireseens wnd Helleoverpo cva Lepicopierz: Nociidme) o Secifies

Lo EcoscEnlomol, 86 2839457,

thitriigienisis,

anu two sampic dates in Nnrlh Care in 20

Genetype Percent BEgg Perveat Lurvee  Perteni Damuge
0250 ‘t.{," (OB a 4250008) @ A28 2

DP30B
IBSHBX
Means witzin
significantly different. F

522(0.2) b
33LAHD ¢
2 smre lettor are not

334020) a-

SO0 g nASLA2Y b
:ht.‘ seme columuy feliowsd Sy
Fisker's LD (P<U05).

Tabie 2. Mean (SE; pereent live bollwone farvae |
dinage, and fve hollworn larvee

and respective samsle duies a Nok

SGUATCS, $GULIT
in boils avernged aciuss three Incations
Carolina iz 2800,

Rall Tveinations

Spuare Evaluptions

THermas
[y

Dyreant Lurvae
452 1.005) a
NS 0.424.002) o
DPsO3X 0060000 &
Means within the same colus

srpnilicantly e, Fisher's

ent Dy muge Fereent Larvar
E = 9.) 3 -1}@) -+
) LUDLL05 &

Vg u.n?fnr::.. i

Genotyoe
P50

e sume Jeiler are

Supphed by The British Library - "The world's knowledge”



whootts: genotyne svenigud
\Jm{n Czriin .

{3 T pereent bot dun
sEmnpLe £ cach test i

tes for

Centrel Crops
guotvae  Racearch Stytic v
RURHEEY ¢3! FAS LA a ; (
03e LW b NAS{0IG b T ?5 i3
TIESHEX 0088 L0 LARIIS) ¢ C.75 (003 ¢
within tace same column owed by the saine u:L!t.':‘ ane ool

ceni, Fishor's W80 1 2<0.05).

v 4 Mean (SE} mnmber of (utel tolls and danaged bolls perac
cach aotlon penolyse avaraged acrass fthree sample dates and fwa loeesic
in Nerik: Care a 2000,

Number of Boiis Number of Bomaged
Ceanlype For Aers 2olis Por Acre
oPso ILRIT 1'1 %)k E56,605 {24.328) o
503 —f— 8,832 Ja 37,53
DFSNRY $48, ﬁ.\x {2 R 0<7) o 7502

%
|

53 t.n-'.u.ﬂ foliowed by

'S LSD P05y

ihe siwre leirer are Dot

acults mer "“Il., fow ench cotton g
fatos ond two Jocations in Naorgh Cas
Muwiber of Zervae

i‘,m""“e"

epoivie or dore ﬁtiﬂ“a Doz dere
BTRhH EUUR (1689 a 6E93{2,165) »
DP3NB 3155 (279 ah 528 (T b
DE0BX 199D (601 o 72 (I &
Means within the sune coimnn of rew Sollowed by (he same letter ar na?

signifoanidy differcan Fisher's LED (P<i09)

Tubic 8. Mo (SE} weigin of secs cotton §
artreated &
1 howtn-Curofl:
Usitreaied
13SY (27
2555 (199
2846 4130

3{IU81b

lEowiaier

biean

Meas
ileans wiihi

. Tatisr ape

Table 9. Meaz {SE) purcent s
o vack coums peactynpe o
greenhouse i Nonh Carodiaa sn 2000,

evation Jaes it

VORI ATTNS L

sirain EP505 JEHEIN WK
Cryl A(-
SN 022 007 DG Lo ¢

D650 B HRCE R )
B ¥ie soime esiumn faliowed By the s
inGy diftesent, Fisher's L8 (P<.05),

000200 &

for cach hoiwo

Tabie ML Mean (3} percent s

strain within each cotton genoiype RUIUSH two evalusiion cates
ine proenhouse in Mo Carolin ‘.
Strain 22508 LPs0X DPEGRY
CrviAe-

toferant Swaia £36{005) 2 085 (005 &« 136 L0087 2
Suseepiibie

Strain P9 006) = {106 L a LG LGGY o
Metns within the sume coizmn foliowed hy e sawe lefler wre rot

sigoificantly different, Fishor's LED (P<0.05).

Vihiv 6. Memn (SE) weight of seed solion in pounts per zers for

pyretieoid revted and untated subpiois of cach geastype at the Ceniral Takle i1, Mem (SE} poreens penetamed Truit o 2ach cotlon genotypo and

Crops Research Statiun in Nuath Carolin in 2003, enclh ballwenn struin avergied uernss (wo svaluativs dates B e

Genofype Untraated Trenfed greenlouse io Nana Caroding in 2000,

i 37334093 a A61811065) ryiAc-tolerant

DPSGE 007 9 = 4,076 134y o Genetype Strain

R L TR PS03 491(C'T) CASLUOS) 289U

Muans within the same columi or sow followed by the same 2Rer are nod

significandy differee, Fishier's LED (P<0.65), wPSIX L0002 {00 Lun) 208 {0105 ub
DPIBXN HELS NS GO LARED Q22033 R

Tebiz 7. Meas {35) weght of seed cotton ia pounds perosere far
pyreihroid-rreated 1a¢ unireated sabpiots of cach cotlor peantype ot the
Upnter Coastul Piein Researsh Staton in Norik Caroling in 2004,
Pounds of Seed Coiton

m.'t.'\'“{' Insectivice For Acre
DPs Unireated - 3,902 (2601 »
-J*“ﬁ? 'T'fcﬂ'e- 3 208 (108) ab
DFIUAY 3624 U ase
BRI 3452058 b
DPSCHX 3G (iI66) 2
Dpsn drtreated 1440 {2203 4

he sume column
Hiferent, LSMEANS (P<L0S),

Sunnlied bw The British Librarv -

wed by the sume felter are not

o0

Mean Ry 'Jn_,

1C garne etier are mal

L) o

"The world's knowledge™

247
782



PLanT RESISTANCE
id
247

Impact of Bt Cottons Expressing One or Two Insecticidal
Proteins of Bacillus thuringiensis Berliner on Growth and
Survival of Noctuid (Lepidoptera) Larvae

S.'D. STEWART, J. ]. ADAMCZYXK, JR.! K. S. KNIGHTEN, anp F. M. DAVIS

Department of Entomology and Plant Pathology, Mississippi Agricultural and Forestry Experiment Station,
Mississippi State University, MS 39762

J. Econ. Entomol. 94{3): 752-760 {2001)

ABSTRACT A seres of laboratory assays were performed to compare the relative impact of
commercial and experimental cultivars of cotton, Cossypiwm hirsutum (L.), expressing zero, one, or
two insecticidal proteins of Bacillus thuringiensis Berliner, on several lepidopteran pests. Assays in
which larvae were fed fresh plant tissue indicated that dual-toxin B. thuringiensis (Bt) cultivars,
expressing both CrylAc and Cry2Ab endotoxins of B. thuringiensis, were more toxic to bollworms,
Helicoverpazea (Boddie), fall armyworms, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), and beet armyworms,
Spodoptera exigua (Hiibner}, than single-toxin cultivars expressing CrylAc. Assays in which lyoph-
ilized plant tissue was incorporated into artificial diet also indicated improved activity of the
dual-toxin Bt cultivar compared with single-toxin plants. Both bellworm and tobacco budworm,
Heliothis virescens (F.), growth was reduced by Bt cotton, particularly the dual-toxin cultivar.
Although assays with lyophilized tissues were done using largely sublethal doses, bollworm survival
was reduced by the dual-toxin cultivar. Tt appears that this newly developed Bt cotton expressing
two toxins will be more effective and have a wider range of activity on these lepidopteran pests.

KEY WORDS  transgenic Bacillus thuringiensis cotton, CrylAc, Cry2Ab, Lepidoptera, toxicity

TrANSGENIC BT cotToN, Gossypium hirsutum (L.), ex-

pressing the CrylAc insecticidal 8-endotoxin of Ba-
cillus thuringiensis Berliner, has been commercially
available in the United States since 1996. Since then,
B. thuringiensis (Bt) cotton has demonstrated remark-
able control of some lepidopteran pests, particularly
the tobacco budworm, Heliothis virescens (F.),and the
pink bollworm, Pectinophora gossypiella (Saunders).
Since its release into commercial markets, Bt cotton
seldom, if ever, has required supplemental insecticide
control for these two pests (Williams 2000). Control of
the bollworm, Helicoverpa zea (Boddie), has been less
dependable, and economically damaging infestations
of this pest can occur on Bt cotton (Mahaffey et al.
1995), particularly after plants have begun flowering
and when insecticides have disrupted populations of
predators and parasites (Lambert et al. 1996, Turnip-
seed and Sullivan 1999). The bollworm is inherently
more tolerant than tobacco budworm to the CrylAc
5-endotoxin expressed in currently available Bt culti-
vars (Luttrell et al. 1999). Additionally, low expression
of the toxin in some plant parts, such as in pollen and
petals, has been implicated in increased survival of the
bollworms on Bt cotton (Adamezyk et al. 2000). Other
common lepidopteran pests [e.g., fall armyworms,
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith); beet armyworms,
Spodoptera exigua (Hibner); and soybean leopers,

! Southern Insect Research Management Unit, USDA-ARS-MSA,
P.O. Box 346, Stoneville, MS 38776. .

Pseudoplusia includens (Walker)] are even more tol-
erant than bollworms to CrylAc (Luttrell et al. 1998,
1999).

One advantage of Bt cotton is that it greatly reduces
injury and insecticide use associated with control of
tobacco budworms and bollworms (Stewart et al.
1998). However, in low-spray environments, pests like
soybean loopers, beet armyworms, and fall army-
wornms can potentially thrive, even in Bt cotton (Ad-
amczyk et al. 1998, Ashfaq and Young 1999, Stewart et
al. 2000). The insertion of an additional Bt gene en-
coding for a different toxin (Cry2Ab; Monsanto, St.
Louis, MO) into current Bt cotton cultivars containing
CrylAc may provide additional activity on certain
lepidopteran pests and would improve the pest-con-
trol value of Bt cotton.

The potential impact on resistance management of
cotton that expresses multiple toxins has been ad-
dressed (Tabashnik 1994, Sachs et al. 1996, Gould
1998). Mandating a refuge of non- Bt cotton as asource
of suseeptible individuals to mate with resistant insects
has been the primary approach for preventing resis-
tance to Bt cotton (Caprio 1994). This strategy relies
on Bt cottan expressing a “high dose” (e.g., > 25 fold
the LDgy) to lepidopteran pests so that survivors in Bt
cotton are rare and heterozygous individuals are ren-
dered functionally recessive (Gould 1998). This tactic
has been criticized because commercially available Bt
cottons do not appear to meet the high-dose criterion
for bollworm as it presumably does for tobacco bud-

0022-0483/01/ 0752-0760$02.00/0 © 2001 Entofnological Society of America
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worm and pink bollworm. A potential advantage of

having two Bt toxins expressed in cotton is that the risk
of insect pests developing resistance to Bt cotton may
be reduced, especially if resistance to one toxin does
not confer resistance to the other.

Although not yet commercially available, trans-
genic cotton lines expressing two Bt toxins are under
development. This article reports the results of labo-
ratory assays with a dual-toxin Bt cotton {CrylAc and
Cry2Ab) compared with single-toxin Bt cottons
(CrylAc) and non-Bt cottons. Our primary objective
was to compare the relative toxicity of single- and
‘dual-toxin Bt cotton cultivars on tobacco budworm,
fall and beet armyworm, and particularly bollworm, A
secondary objective was to determine assay methods
that are best suited for quantifying differences in the
relative toxicity of Bt cottons.

Materials and Methods

Source of Plant Materials and Larvae Used in As-
says. DPL50 {non-Bt), DPL50B (expressing CrylAc),
and MON15985 and MON15813 (expressing CrylAc
and Cry2Ab) were the primary, near-isogenic culti-
vars used in our assays. Other cultivars were used in
some comparisons as indicated below. All cotions
were Delta and Pine Land (Scott, MS) cultivars pro-
vided to the researchers in 1999 by-the Monsanto. All
plant materials used in fresh tissue assays were col-
lected from field plots during 1999,

Fresh tissue assays with neonate and third-instar
bollworms were done at the USDA-ARS-SIMRU
(Southern Insect Management Research Unit, Stonev-

. ille, MS). All bollworms used in testing were from a-

colony created in the spring of 1999 when ~=300 in-
dividuals were collected from field corn near Stonev-
ille, MS. The laboratory rearing of bollworms was
conducted as described in Adamezyk et al. (1998), and
the G, or G, generation was used in assays. Replicated
field plots (Shelby, MS) containing DPL50, DPL50B
and NuCOTN. 33B (expressing CrylAc), and
MON15985 and MONI15813 (expressing CrylAc and
Cry2Ab) were the source of plant tissue used in these
experiments. In addition, replicated field plots (Eliz-
abeth, MS) containing eight non-Bt and 17 Bt cotton

. cultivars were also used to make comparisons with

dual-toxin Bt cotton. Field plots were maintained by
standard agronomic practices for the region, including
herbicide and nitrogen applications.

~ Assays using second-instar- bollworm, beet army-
worm, and fall armyworm were done at Mississippi
State University (Mississippi State, MS). Additional
experiments with neonate bollworm and tobaceo bud-
worm, using lyophilized leaf tissue, were also done at
Mississippi State University. Larvae used were from
the USDA-ARS-CHFRRU (Corn Host Plant Resis-
tance Research Unit, Mississippi State, MS). These are
long established colonies maintained as described by
Davis (1989). Unless indicated, replicated field plots of
DPL50, DPLS0B, and MON15985 at Mississippi State
University were used as a source of plant tissue in

these assays. Field plots were established and maj
tained as described by Stewart et al. (2000). Z%

When field plots were used as a source of plan
material for assays, plant tissues were collects
equally from insecticide-untreated veplicates
Throughout all experiments, larvae were maintaine
at 28 * 2°C, 70-80% RH, and a photoperiod of 14:11
(L:D) h. 28\‘1[

Fresh Tissue Assays (Neonate Bollivorm). To ex
amine if dual-toxin Bt cotton (MONI15813 an¢
MON15985) was more toxic than single-toxin Bt cot
ton (17 different commercial cultivars expressing
CrylAc) to neonate boliworms, leaves from plants i
the fourth true leaf stages were harvested and fed t
larvae in the laboratory. In addition, we used non-B
commercial cultivars (8) as controls. Fully expandec
leaves (15) were harvested from each replicate (fow
replicates per cultivar) with =~0.5 em of petiole re
maining to prevent desiccation and transported to the
laboratory in a cooler containing ice. Within 2 h o!
harvesting, a single leaf was placed into individua
rearing cups (30 ml, JetPlastica, Hattisburg, PA), anc
a neonate bollworm was placed into each cup, whicl
was then capped (60 neonates/cultivar). All cup:
were placed inside an autoclave bag (model 12 by 24
inches (30.5 by 61.0 ecm), clear polyethylene; Fisher.
Noreross, GA) to reduce leaf desiccation. Two days
after exposure to cotton leaves, survival was recordec
{i.e., movement present after disturbed with a camel’s-
hair brush). Fresh leaves, collected as before, were
provided to larvae and this time. Survival was reas-
sessed after two additional days.

CrylAc expression in flower parts is low comparec
with other plant parts (Adamezyk et al. 2000), and
bollworms are commonly associated with flowers
(J.]J.A., unpublisbed data). Thus, a study was designec
to examine if Aower parts from the dual-toxin Bt cul-
tivars were more toxic to neonate bollworms than
flowers from single-toxin Bt cultivars. During the sec-
ond week of flowering (peak flowering period), firs!
position pink flowers were harvested from plots in
Shelby, MS (three replicates), of NuCOTN 33B (ex-
pressing CrylAc) and MON15985 (expressing CrylAc
and Cry2Ab) and transported to the laboratory within
a cooler containing ice. To help make finding larvae
easier, the petals were removed from the flowers.
Within 2 h after harvesting, a single petal-less pink
flower was placed into individual cups (30 ml), anc
two neonate bollworms were placed into each cup (6(
flowers per cultivar, 120 neonates/ cultivar). Surviva
was recorded at 2 d after larvae were infested onto the
plant parts, and flowers were changed in cups con-
taining live larvae, using flowers collected before. Sur-
vival was reassessed after two additional days. For the
leaf and pink flower assays, mean survivorship was
analyzed using analysis of variance (PROC REML.
ANOVA, SAS Institute 1998), and means were sepa-
rated via the Ismeans option of PROC Mixed (Littel
et al. 1996). Numbers of live larvae were log trans-
formed before ana.lysis because treatment variances
were not homogeneous.




Because 1t 1s widely DElIBVed That 1arvae move mom
Aowers to bolls once fowers begin to desiccate, a
study was designed to examine if increased efficacy on
bollworm neonates was observed with dual-toxin Bt
cotton on 1-d-old bolls. First position white flowers
(30) from DPL50, NuCOTN 33B, and MON15985
plants were randomly tagged (Slant ‘N Lock; A.M.
Lecnard, Piqua, OH [as described in Adamczyk et al.
1998]) in field plots at Shelby, MS.  After 24 b, the
1-d-old bolls were removed from the plant and trans-
ported to the laboratory within a cooler containing ice.
All remaining flower parts, including bracts and stems,
were removed from the bolls, and the bolls were
washed with distilled water and allowed to air dry. The
bolls were then placed into individual cups (30 ml),
and a single neonate was introduced. Survival of ne-
onates was rated 4 d after they were infested onto
plant parts and analyzed using PROC Freq with like-
lihood ratio chi-square (SAS Institute 1998). Survival
differences among cultivars were separated using
Fisher exact test (two-tailed) (Steel and Torrie 1980).

Fresh Tissue Assays (Second-Instar Bollworm, Beet
Armyworm, and Fall Armyworm), Twe similar meth-
ods were used to evaluate the relative toxicity of
DPLS50, DPL50B, and MON15985 on bollworm, fall
armyworm, and beet armyworm. The two assay meth-
ods differed only in that in one method the insects
were allowed to feed on plant tissue for 48 h and were
then transferred to artificial diet (King and Hartley
1985), and in the other method, new plant tissue was
provided to larvae every 48 h. Plant parts were col-
lected from field plots, returned to the laboratory,
washed with tap water, and air-dried before use in
assays.

Second-instar larvae previously maintained on ar-
tificial diet (King and: Hartley 1985) for 48 h post-
hatch were fed various plant parts. Bollworms and fall
armyworms were given freshly picked white flowers
because they primarily feed on fruiting structures.
Beet armyworms were fed fully expanded leaves from
the four to sixth node below the terminal because they
are primarily leaf-feeders in cotton. Our assay method
was similar to that of Chang et al. (2000). Approxi-
mately 0.5 cm of 2.0% sterile agar was poured into petri
dishes (9 cm diameter), and autoclaved paper towel-
ing was placed over the agar. This paper was cut to fit
the bottom of the dishes and served as a wick for the
moisture in the agar. The plant material was trimmed
so that it would fitinto the dishes and maintain contact
with the toweling. The plant parts and one larva were
placed in each dish, with the larvae placed on top of
the plant tissue. Dishes were covered with corre-
sponding lids. For each of the three species and cul-
tivars, 60 larvae were tested. A few larvae escaped or
were lost during the study, and these were omitted
from analyses. -

After 48 h, survival and the relative amounts of
feeding damage (0-5 scale, no damage to total con-
sumption) to the plant parts were recorded for each
individual. Approximately one-half of the surviving
insects were transferred to 30-ml plastic rearing cups

_ (JetPlastica Co., Hattisburg, PA) containing ~5.0 mi

AMNCIAl Q6T 1Ne TEMaAlling [Iviae were proviaed
additional plant material at 48-h intervals until death
or pupation. Survival was again determined 24 h later
and subsequently at 48-h intervals until pupation. The
lengths of larvae (mm) were recorded 5 and 7 d after
their initial placement on plant tissue. Dates of pupa-
tion were also recorded for all surviving insects.

Qur primary interest was to determine cultivar ef-
fects on the survival and growth of common lepidop-
teran pests such as bollworm, beet armyworm, and fall
armyworm, Statistical comparison about how differ-
ent plant parts influenced insect survival and devel-
opment were not done because these experiments
were not always done at the same time or with the
same cohort of insects. Also, no attempt was made to
statistically compare across species because different
plant parts were used for testing. Besides cultivar ef-
fects, we also were interested in comparing the two
assay methods (i.e., larvae transferred to artificial diet
and those continually fed plant material). Thus, cul-
tivar and assay methods were the two factorsincluded
in analysis. Each Jarvarepresented a replicate, Data for
survival and the relative amount of feeding on plant
tissue were categorical; therefore, we used categorical
data analysis and protected lsmeans for separation of
treatment effects (PROC Genmod, SAS Institute
1998). Cultivar effects on larval length and time to
pupation were analyzed with ANOVA and using Stu-
dent-Newman-Keuls for mean separations (PROC
GLM, SAS Institute 1998).

Fresh Tissue Assays (Third-Instar Bollworm). Be-
cause bollworms may have the ability to survive on Bt
cotton plant parts expressing low levels of Bt (ie.,
flowers) or immigrate from non-Bt cotton, an exper-
iment was designed to test the effect dual-toxin Bt
cotton had on older bollworm larvae when fed 4-d-old
bolls. First position white flowers were tagged in field
plots at Shelby, MS, as previously described. After 44,
the corresponding bolls (15, 25, and 35 for DPL30,
NuCOTN 33B, and MON15985, respectively) were
harvested. Bioassays were done as described for pink
flowers except larvae were reared initially to the third
instar on artificial diet (King and Hartley 1985), and
only one larva was placed in each cup. Survival of
neonates as well as number of bolls penetrated (i.e.,
penetration of boll wall to seed/fiber) were rated at 2,
4, and 6 d after infestation on plant tissue and analyzed
using PROC Freq with likelihood ratio chi-square
(SAS Institute 1998). Differences in survival among
cultivars were separated using Fisher's exact test (two-
tailed) (Steel and Torrie 1980).

Assays with Lyophilized Leaf Tissue (Neonate Boll-
worm and Tobacco Budworm). Bioassays using ly-
ophilized leaf tissue that was incorporated into arti-
ficial diet were done with neonate tobacco budworms
and bollworms to compare the sensitivity of these
species to DPL50, DPL50B, and MON15985. In the
first repetition of this experiment, done in 1999, 100
leaves located four to five nodes below the terminals
were collected from the field plots at Mississippi State
University. These leaves were collected when plants
were near physiologic cutout {(Harris et al. 1997). At




-vae were provided
intervals until death
etermined 24 h later
; until pupation. The
yrded 5and 7 d after
ssue. Dates of pupa-
wviving insects.
stermine cultivar ef-
of common lepidop-
t armyworm, and fall-
n about how differ-
survival and devel-
: these experiments
ne time or with the
tempt was made to
es because different
. Besides cultivar ef-
comparing the two
srred to artificial diet
material). Thus, cul-
two factors included
1areplicate. Data for
- of feeding on plant
, we used categorical
ans for separation of
mod, SAS Institute
length and time to
1QVA and using Stu-
rations (PROC

star Bollworm). Be-
»ility to survive on Bt
w levels of Bt (i.e,
Bt cotton, an exper-
sffect dual-toxin Bt
vae when fed 4-d-old
; were tagged in fleld
-described. After4 d,
, and 35 for DPL50,
, respectively) were
as described for pink
d initially to the third
d Hartley 1985), and
ach cup. Survival of
yolls penetrated (i.e.,
iber) were rated at 2,
1t tissue and analyzed
sod ratio chi-square
es in survival among
sher's exact test (two-

sue (Neonate Boll-
_ Bioassays using ly-
corporated into arti-
te tobacco budworms
: sensitivity of these
1 MON15985. In the
ot, done in 1999, 100
5 below the terminals
its at Mississippi State
ollected when plants
Jarris et al. 1897). At

Table 1. Froportiou ol neonate bollworms surviving 2 and 4 d wiien ted collon contawung zero, one (LrylAe). or two Bl protein

(CrylAc and Cry2Ab)

Survival ke | m\]‘ i
A et
Plant part Cultivars 2 d o ? I 0

Leaves” Non-Bt” 0.96 = 0.01a 0.92 * 0.01a 481
Bt 0,4, 0.03b 0.34 + 0.03b : 1,02
BtIT® )4 = 0.07c 0.07 = 0.02c 12(
Pink fAowers® NuCOTN 338" 172 % 0.05a 0.48 = 0.0da 866 12
MON15985% 0.55 * 0.05a 0.18 = 0.03b 1
1-d-old holls" DFPL5) _ (.83a a
NuCOTN 3387 ae 0.10b 3
MON159858 — 0.00b 3

Analyses for Ieaves and pink flowers were done on number of surviving insects per replicate following log transformation (PROC Mixed

. Littell et al. 1996). Mdans *+ SE within columns and plant parts not followed by a common letter are significantly different (lsmeans, P < 0.01)

Data for 1-d-old bolls were analyzed with PROC Freq (SAS Institute 1998). Numbers not followed by a common letter are significantly differen:
|Fisher's exact test (two-tailed), P < 0.05, Steel and Torrie 1980]. n, Number of insects tested.
" ANOVA results: 2d-F = 44.4; df = 2, 102; P < 0.01. 4 d-F = 86.8; df = 2, 102, P < 0.0L

% Mean from eight commereial non-Bt cultivars, Elizabeth, MS.

¢ Mean from 17 commercial Bt cultivars {CrylAc), Elizabeth, MS.

¢ Mean from two experimental Bl cultivars, MONL5813 and MON15885 (CrylAc and Cry2Ab), Shelby, MS.
¢ ANOVA results: 2d-F =23, df = 1, 4; P = 0281, 4d-F = 9.3;df = 1, 4; P < 0.0

£ Commercial Bt cultivar {CrylAc).
& Experimental Bt cultivar (CrylAc and Cry2ab).

! Likelihood ratio chi-square (PROC Freq, SAS Institute 1998). x* = 65.1, df = 2, P < 0.01.

physiological eutout, plants have a near maximum fruit
load, resulting in slowed vegetative growth. Green-
house-raised plants were used during the second rep-
etition of the experiment, which was done in April
2000. Greenhouse plants, two per pot, were watered
twice weekly and kept at 20-30°C without supple-
mental lighting. Plants were fertilized once (Osmo-
cote 14-14-14, N:PK, Scotts, Columbus, OH). Fifty
fully expanded leaves per cultivar were collected from
=50 preflowering plants. All leaves were returned to

_ the laboratory, freeze dried, and stored at —80°C until

use.

Lyophilized leaves were ground into a powder using
amortar and pestle. For each of the three cultivars, the
tissue was incorporated into artificial diet using a high-
speed blender. Sublethal doses (1.124,11.24,112.4, and
1124 pgplant tissue/ ml diet) were used to compensate
for the high susceptibility of these insects, particularly
tobacco budworms, to Bt cotton. For each dose, and
for both repetitions of the experiment, 96 tobacco
budworm and bollworm neonates were individually
placed in 5.0-ml wells containing =2 ml of treated diet.

~ Trays containing 24 wells were covered with shrink

wrap plastic and heat sealed. Survival of larvae was
determined 3 and 7 d after infestation on diet. Larval
length (mm) was measured at 7 d for six randomly
selected larvae from each tray. Survival data were
analyzed using PROC Genmod and Ismeans for sep-
aration of treatment effects (SAS Institute 1998).
ANOVA was used to determine treatment effects on
larval length, and Student-Newman-Keuls was used
for mean separations (PROC GLM, SAS Institute
1998).

Results

Fresh Tissue Assays (Neonate Bollworm). Neonate
bollworms were more susceptible to leaves and pink

flowers from dual-toxin Bt cultivars (CrylAc and
Cry2Ab) than those from non-Bt or single-toxin Bt
cultivars (CrylAc), when mortality was assessed after
4d (Table 1). After 2 and 4 d, survival of neonates fed
leaves of dual-toxin Bt cultivars was less than those fed
single-toxin Bt or non-Bt cultivars (Table 1). Higher
survival rates were also found for larvae fed leaves of
non-Bt cotton compared with single-toxin Bt cultivars,
Although there was not a significant difference after
2 d, more larvae were alive after 4 d when fed pink
flowers of a single-toxin Bt cultivar (NuCOTN 33B)
compared with a dual-toxin Bt cultivar (MON15985).

A higher survival rate (Table 1) was observed for
neonates fed 1-d-old bolls from non-Bt cotton
(DPL50) compared with either Bt cultivar (NuCOTN
33B and MON15985). However, no significant differ-
ences were observed between the single and dual-
toxin Bt cultivar.

Fresh Tissue Assays (Second Instar Bollworm, Beet
Armyworm, and Fall Armyworm). Our results indi-
cate that dual-toxin Bt cotton, compared with the
non-Bt and the single-toxin cultivars, reduced the sur-
vival of second-instar larvae. Across all species anc
assays, cultivar effects on survival were highly signif-
icant () = 60.7, df = 2, P < 0.01). The fewest larvae
(36%) survived to the pupal stage when fec
MON15985 than when fed plant material from
DPL50B (64%) or DPL50 (77%). DPL50B had less of
an impact on survival than MON15985 (y* = 26.7,df =
1, P < 0.01). The greater effect of the dual-toxir
cultivar on survival was especially apparent for beel
armyworms (Table 2). Only 39% of the beet army-
worms fed tissue from the MON15985 cultivar sur-
vived to pupation, but 93% of larvae survived when fec
tissue from DPL50B. At 3, 7, and 15 d, the survival o:
both bollworm and fall armyworm was statistically les:
when fed MON15885 than when fed DPL50B. How
ever, it should be noted that fall armyworm survival or




L-instar bollworny, fall armyworm, and beet armyworm were fed plant parts from cotton

i 2Ah)

wlien

CryllAc and Cry

Table 2. Relative feeding, survival, mean larval lengths (pun = SE), and delays in

CrylAc), or two Bl proleins (MON15985

containing zero (DPL50), one (DPL50B,

Pupation
delay (d)®
0.00 * 5.95a

Larval length (mni) after:
5d 7d

To pupa

154

Proportion of larvae surviving
74d

3d

Relative
feeding”

Cultivar

Plant part

Species

241 + 0

8,60 £ 1.1¢b

ﬁlﬂ‘
o™
gb
Tal
Ta

lgp£1

Sa'"
ob™

60

15
2]

0.65a
0.07b
0.00b

0.75hb
0.90a

0.16b
0.020™

0.67a
0.86bc

0

]

.

0

¥

0.82a
0.19b

0.85a
0.26b
0.10¢
1.00a
1.00a
0.90b
1.00a

0.88a
0.86b

724 0.17a
47 = 0.07b
40 = 0.07b
25 = 0.08a
82 + 0.07b
35 = 0.07c
25 + 0.07a
02 = 0.05h

82 + 0.05¢

1
0

59
56

Flowers®

Bollworm

§%x1
*

17

3b
Sa’

7
19
18
14
19

ﬁ‘d-(cm

DFPL50
DFPL50B
MON15985
DPL50
DPL50B

- Fall al:my“;orm

0.00 + 0.30a°
—0.67 £ 0.24a
2.16 + 0.55b™
0.00 £ 0.164'
0.46 *= 0.21a™

Bb

42!
0.Ta

gbl!\

4™ I
7b™
ac‘“

2 = 0.4b™
1x0

8+ 0.5a™
17.7 £ 0
1

0.69b
0.88a'

0.93a

0.39b"

95a
83e
89a
9%a
65b

0.95a
0.86h
1.00a
0.96a
0.81b

0.50ab'

o
2
1
1
1
1
0.

58
60
60
60
57
57
58

MON15985
DPL50
DPL50B
MON15985

Leaves®

Flowers®

. Beet armyworm

129 + 0.516™

' Numbers within columns and spe

-Newman-Keuls]; SAS Institute

PROC Genmod |protected lsmeans] or PROC GLM, [Student

cies not followed by a common letter are significantly different (P < 0.05;
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Number of insects tested, inc!

1998).n,

h. Non-italicized superscripted letters indicate significant effects of assay method for indicated
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i) between cultivars and assay methods.
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ive to DPL50. No bollworm larvae survived to the pupal stage on MON15985.

s and all floral parts.
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¢ Entire white flowers,
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< Helative feeding (0-

MONL3Y85 was only diferent Irom Lo v udy .
In all assays, the amount of feeding on the non-Bt
cultivar (DPL50) was higher than on Bt cultivars. Both
fall armyworms and beet armyworms fed less on tissue

from MON15985

than on tissue from DPL50B.

The dual-toxin cultivar also had greater sublethal
effects ‘than did the single-toxin cultivar (Table 2).
After 5 and 74, there was a reduction in the size of beet
and fall armyworm larvae that were fed MON15985
versus DPL50 and DPL50B, and a corresponding delay
in pupation was observed. Bollworm size was reduced
by feeding on either of the Bt cultivars. No bollworms
survived when fed MON15985, so the effect of this
variety on time to pupation could not be determined.
However, DPL50B caused a significant delay in boll-
worm pupation (8.6 d) relative to DPL50.

Generally, cultivar effects on survival and larval
development were greater when larvae were fed plant
materials continuously than when transferred to diet
after 48 h. Across all comparisons, the assay method
had a significant impact on survival to the pupal stage
(¢ = 145,df = 1, P < 0.01) and on other variables
measured in our experiments. Fewer larvae survived
to the pupal stage when continuously fed plant ma-
terial (50%) than when transferred to diet (66%).
Similarly, 5 d after originally infested on plant tissue,
larvae that had been transferred to diet were larger
(17.9 = 0.3 mm) than those kept on tissue (146 = 0.3
mm) (F = 70.6; df = 1, 378; P < 0.01).

Interactions between cultivar effects and assay
method were detected for survival (e.g, survival to
pupal stage across all comparisons: X¥=178df=2P
= 0.03) (Table 2). These interactions were related to
the recovery of insects, after exposure to toxic plant
tissue, when they were transferred to artificial diet.
For plant tissue that was relatively nontoxic, transfer-
ring larvae to diet had little effect on survival, For
example, beet armyworm survival to pupation was
only 3% when insects were continuously fed plant
material from MON15985. Survival in the MON15985
treatment was higher (75%) when beet armyworms
were transferred to diet after 48 h (x* = 16.0,df =1,
P < 0.01), whereas the assay method did not affect
beet armyworm survival for DPL50 and DPL50B cot-
ton (* = 0.10 and 0.01, df = 1, P = 0.72 and 091,
respectively). Similar treatment interactions on larval
length and pupation delay were detected for beet and
fall armyworm. For example, fall armyworms contin-
uously fed flowers of MON15985 and DPL30B were
13.0 =+ 0.6 and 18.0 = 0.6 mm long after 5 d, respec-

tively. Larvae
48 h were larger

that had been transferred to diet after

(15.4 = 0.6 and 19.9 = 0.7 mm Jong

on MON15985 and DPL50B, respectively), In con-
trast, 5-d larval lengths were similar for fall armyworrns

continuously fed

DPL50 and for those transferred to

diet (19.7 = 0.7 and 18.8 = 0.6 mm, respectively).

Fresh Tissue Assays

(Third-Instar Bollworm). It

appears that if bollworm larvae survive to the third

instar by feeding

parts, they may then

on relatively nontoxic hosts or plant
be able to survive and damage

young bolls from dual-toxin Bt cultivars (Table3). For

any cultivar, no

mortality was observed for larvae
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lapte 3. rropornon ol iurd mstar hollworis that suvvived and penetrated 4-d-old bolls bulls when fed cotton containing ze
(DPL50), one (NuCOTN 33B, CrylAc), or two Bt proteins (MON15985, CrylAc and Cry2Ah)

Surviving larvae, Boll penetration

=y ‘
vars £

S 24 4d 6d Z z.’jﬂ '

DPL50 1.00z, 1.00a 1.00a, 1.00a 0.93a, 1.00a :

NuCOTN 338 1.00a, 0.82ak: 0.74b, 0.86a 0.63b, 0.86a 5,5% i

MON15985 1.00a, 0.88b 0.72b, 0.80a 0.64ub, 0.80a {
¥ (df = 2)* 0.00, 8,79 8.90,5.17 6.26, 5.17
b4 1.00,0.01 0.02, 0.08 0.04,0.08

Data were analyzed using PROC Freq (SAS Institute 1998). Numbers within eolumns not followed by a commion lower letter are significant
different (Fisher's exact test [two-tailed]; P-< 0.05; Steel and Torrie 1980). n, Number of insects tested.

“ Likelihood ratio chi-square (PROC Freq, SAS Institute 1998).

feeding on bolls for 2 d, and the ability to successfully
penetrate the external boll wall was high (=68.0%).
While there was no difference in boll penetration
between single and dual-tosin Bt cultivars, boll pen-
etration was significantly reduced for the dual-toxin
cultivar compared with the non-Bt cultivar, There
were no significant differences in boll penetration
between cultivars at 4 d, but larvae on both Bt cultivars
had lower survival rates than the non-Bt cultivar. After
6 d, larval survival on Bt cultivars was similar and
remained somewhat lower than survival on non-Bt
cotton, but there was no difference in boll penetration
among cultivars (P > 0.05), -

Assays with Lyophilized Leaf Tissue {(Neonate Boll-
worm and Tobacco Budworm}). For all doses of plant
material incorporated into the diet, average mortality
of tobacco budworm and bollworm never exceeded
26% at 7 d. Thus, the doses used in this experiment
were largely sublethal for this time frame. Across all
cultivars and for both species, mortality only increased
by =5% between 3 and 7-d (bollworm: * = 4.0, df =
1, P < 0.05; budworm: y* = 4.7, df = 1, P < 0.05).

Despite the fact that the doses chosen were mostly
sublethal, cultivar and dose significantly influenced
the mortality of bollworm at 3d (}* =34.1,df =2, P <
0.01 and x* = 30.5, df = 3, P < 0.01, respectively) and
7d (x° = 441, df = 2, P < 0.01 and 3* = 26.4, df = 3,
P < 0.1, respectively). Bollworm mortality for
MON15985 was about 9-13% higher than for the other
cultivars on days 3 and 7. No significant difference in
mortality was detected between DPL50 and DPL50B
(Table 4). Lower dosages (1.124 and 11.24 pg/ml diet)
tended to cause less mortality of bollworms at both
three and 7 d. An interaction between cultivar and
dose was detected 3'd after bollworm larvae were
infested on treated diet (}* = 16.8, df = 6, P = 0.02),
butnotat 7d (3* = 11.7, df =6, P > 0.07). At 3 d,
survival of bollworms fed 1.124, 11.24, 112.4, and 1124
pg of DPL50 plant tissue/ ml of diet was 93.1, 91.4, 83.8,
and 80.8%, respectively. For DPLS0B, survival at these
same dosages was 93.6, 91.4, 81.7, and 85.3%, respec-
tively. So higher dosages tended to cause more mor-
tality for these varieties, even for the non-Bt cultivar,
Bollworm survival on MON15985 was 84.5, 73.2, 75.9,

and 80.6% as dosages were increased. Thus, a clear .

dose-response pattern was not evident for the
MON15985 cultivar, with greater mortality actually
occurring at intermediate dosages. :

Tobacco budworm survival was not significant]
influenced by cultivar on either day 3 or 7 ()% = 5.
df =2 P> 007and y* = 28], df = 2, P > 0.2
respectively), and no interactions were found be
tween treatment and dose for either day (¥* = 6.
df =6, P>033and y* = 7. df = 6, P > 0.4¢
respectively). Despite the 1. ¥ cultivar. effects o;
survival, there was a signific: ©  .+=:-response on da
7(¥*=98,df=3,P=0.03). + -8%moremortalit
occwrring at the highestdos . - : ured with the low
est dose {Table 4).

Sublethal effects on lu sevelopment (ie
length) were greatly influer.. ~. ' v cultivar and dos
for both species. Cultivar e!’: ... on bollworm (F =
197;df = 2,563; P< 0.01) and i +,<zworm (F = 100; df =
2, 563; P < 0.01) were sir:iiz+ in that larvae fe
MON15985 were typically smaller than larvae fe
DPL50B, and larvae fed noi--Bt cotton were large
than those fed either of the Bi cultivars (Table 5). Th
dose-response for bollworn: and budworm also wer:
similar (bollworm: F = 62.6; ¢ = 3, 563; P < 0.01, an«
budworm: F= 76.0; df = 3, 56, P < 0.01) in that larvas
fed higher doses were generui'+ smaller than those fec
lower doses. However, ther= was an obvious interac
tion between cultivar and dc e for both species (boll
worm: F = 6.81; df = 6, 563; /' < 0.01, and budworm

‘Table 4. Proportion of neonzt bollworm and tohaceo bud
worm that survived afier being [« lyophilized leaf tissue fron
cotton containing zero (DPL50), e iDPLS0B, CrylAc), or tw
Bt proteins (MON15985, CrylAc s Cry2Ab)

Assadid iabl Bollworm sy’ Budworm surviva
ysis variable 3 : 3d 74
Cultivar DPL50 0.57a e 0.82a 0.78a
DPL50B 0.88a il 0.78a 0.75a
MON15985 0.79b 72k © 0.82a 0.72a
Dose®
1124 0.90a 0.852 0.83a - G.8la
11.24 0.85b 0.81ab 0.80a 0.78al
1124 0.80c 0.75¢ (.81a 0.78al
1124 0.82bc 0.76c 0.79a 0.73b

Leaf tissue was incorporated into diet at four different doses.

Means without columms not followed by-a common letter an
significantly different (P < 0.05, PROC Genmod, protected lsmean:
SAS Institute 1998).

@ Indicates a significant interaction, for bollworm, between cultiva
and doss on day 3 (see text).

b ug of plant tissue per ml of artificial diet.
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Bollworm length

Budworm length

. Dose"
DFPL50 DPLS0B MON15985 DPL50 DPLS0B MON15985
1.124 157 = 0.3Aa 14.9 * 0.3Ba 11.0 £ 0.7Ca 13.2 + 0.3Aa 13.0'* 0.4Aa 136 * 0.6Aa
11.24 15.6 = 0.4Aa 136 = 0.3Bb 11.2 = 0.6Ca 13.5 = 0.dAa 13.0 + 0.4ABa 12.4 * 0.5Ba
1124 143 = 0.4ADb 13.1 = 0.5Bb 8.1 = 0.5Ch 13.3 *+ 0.4Aa 12.4 = 0.3Ba 8.7 = 0.4Cb
1124 1139 + 0.5Ab 9.5 = 0.3Be 51 = 0.3Ce 132 * 0.d4Aa 10.2 % 0.3BL 4.4 *0.3Ce

Leaves were from cotlon containing 2ero {DPLS0), ene (DPLSO0B, CrylAc), or twe Bt proteins (MON15985, CrylAc and Cry2Ab).
Means within arow and species not followed by 2 common uppercase letter are significantly different, and means within columns not followed
by a common lower letter are significantly different (2 < 0.05, PROC GLM, Student-Newman-Keuls, SAS Institute 1998).

“ pg of plant tissue per ml of artificial diet.

F = 345, df = 6, 563; P < 0.01). Compared with
DPL50B and MON15985, increasing the amount of
DPL50. tissue incorporated into diet had a relatively
small impact on larval growth. The dose-response for
MON15985 was particularly evident for both species
compared with the other varieties.

Discussion

Itis uncertain how much additional protection from
insects the insertion of this second Bt toxin-producing
gene will give to cotton until it is introduced and used
on a large scale. However, our data suggest that dual-
toxin Bt cottons will provide substantially better con-
+=al of lepidopteran pests compared with the existing,

(le-toxin Bt cultivars. In field studies, Stewart et al.
+2z000; unpublished data) have shown that the dual-
toxin Bt cultivar (MON15985) provided a significant
improvement in control of bollworm, soybean looper,

4 fall armyworm populations relative to the single-

4in cultivar (DPL50B). The superiority of cultivars
expressing both CrylAc and Cry2Ab should be most
apparent for soybean loopers, beet armyworms, and
fall armyworms because these species are lessaffected
than bollworm by the CrylAc single-toxin Bt cultivars.
that are presently available. The available, single-toxin
Bt cottons sometimes require applications of foliar
insecticides to control soybean looper, beet army-
worm, fall armyworm, and bollworm. Based on these
results and that of Stewart et al. (2000; unpublished
data), the dual-toxin cultivars (expressing CrylAc and
Cry2Ab) may not require supplemental insecticide
applications for these pests.

Relative to the single-toxin Bt cultivar, the dual-
toxin cultivar had similar-and negative impacts on
growth of both bollworm and tobacco budworm (Ta-
bles 4 and 5). This will have clear implications in

-managing resistance to Bt cotton for these pests (see

abashnik 1994, Sachs et al. 1996, Gould 1998). Inter-
Sstingly, a relatively small but significant .dose-re-
sponse was observed for bollworm when fed tissue
from non-Bt cotton. Naturally occurring toxins in cot-
1 leaves, such as gossypol, may have caused this
etfect (Lukefahr et al. 1975).
The interactions we detected between cultivar ef-
fects and assay method, for fresh tissue assays (Table
2), could indicate that one of the assay methods was

not as reliable in separating treatment effects, These .

interactions resulted from the recovery of larvae after
they were transferred from Bt-cotton tissue to diet
(particularly MON15985), whereas recovery did not
occur when insects were continuously fed plant ma-
terial. Despite the interactions, similar conclusions
concerning cultivar effects on larval survival and de-
velopment would generally be made based on the
results of either assay method. However, cultivar ef-
fects were more dramatic when larvae were kept on
plant tissue throughout development. Thus, maintain-
ing insects on plant material, rather than transferring
to diet, appears the best approach for increasing the
sensitivity of fresh-tissue assays.

Because we did not test a cultivar expressing

Cry2Ab alone, we cannot conclude that Cry2Ab had .

greater activity on armyworms than the CrylAc toxin
in DPL50B. Also, the amount of Bt toxins, CrylAc and
Cry2Ab, expressed in the plant tissue was not deter-
mined. Greenplate et al. (2000) reported similar levels
of CrylAc in near-isogenic lines of cotton expressing
either CrylAc alone or CrylAc and Cry2Ab (referred
to as “CryX” in his article). However, the level of
Cry2Ab expression in plant tissue was =10 times that
of CrylAc. The potency of CrylAc versus Cry2Ab, at
equivalent doses, varies for different lepidopteran spe-
cies (Sims 1997). Furthermore, the dose received by
an insect was self-regulated in our assays. Nonprefer-
ence for the various toxic plant tissues may influence
the dose ingested by individuals. Insects fed higher
doses of Bt toxins may actually feed less as a result of
gut paralysis (Sikorowski and Lawrence 1997), and
thus, actually consume a smaller dose of plant tissue.
Reduced feeding on Bt tissue was obvious in assays
using fresh plant parts. So for our assays, these factors
make it difficult to compare the sensitivity of different
species to the various Bt toxins (or compare among
‘doses’ within a given assay) because the ingested dose
was not known. However, assays with fresh tissue or
lyophilized tissue were well suited for comparing the
relative toxicity of plant tissues.

Reductions in larval length and pupation delays
observed in fresh-tissue and lyophilized-tissue assays
were most diagnostic of increased toxicity in the dual-
toxin cultivars. Besides indicating the direct effects of
the Bt toxins, these sublethal variables may also reflect
the indirect impact of reduced feeding on toxic plant
tissue. Assays using lyophilized plant tissue incorpo-
rated into diet have some advantages because plant
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tissues could be stored until needed. This allows for
comparison among plant tissues collected at different
times (e.g., early versus late season). Also, there is no
need to periodically give fresh plant material to the
insects. An additional advantage is that dosages can be
adjusted so that excessive mortality caused by toxic
plant tissue does not oceur, and hence neonates can be
used: in assays. With fresh plant tissue, particularly
with neonates, excessive mortality may make separat-

ing treatment effects (i.e., Bt -cultivars) statistically
difficult.

Acknowledgments

The authors gratefully acknowledge the review of the
manuscript by Blake Layton, Mike Caprio, and Don Parker.
Thanks are also given to Don Nordlund for providing insects
used in some laboratory assays. This is journal article J9736
of the Mississippi Agricultural and Forestry Experiment Sta-
tion.

References Cited .

Adamezyk, J. J., Jr., J. 'W. Holloway, G. E. Church, B. R.
Leonard, and J. B. Graves. 1998. Larval survival arid de-
velopment of the fall armyworm (Lepidoptera:; Noctu-
idae) on normal and transgenic cotton expressing the
Bacillus thuringiensis CrylA(c) &-endotoxin. J: Econ. En-
tomol. 91: 539-545. i

Adamezyk, . J., Jr, L. C. Adams, and D. D. Hardee. 2000.
Quantification of CryIA(c) 8-endotoxin in transgenic Bt
cotton: correlating insect survival to different protein
levels among plant parts and varieties, pp. 929-932.In P.
Dugger and D. Richter [eds.], Proceedings Beltwide Cot-
ton Conferences. National Cotton Council of America,
Memphis, TN. ) 2

Ashfag, M., and S. Y. Young. 1999, Effect of transgenic Bt-
cotton on larval mortality and development. of beet ar-
myworm, Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae), p.
1232-1234. In P. Dugger and D. Richter {eds.], Proceed-
ings Beltwide Cotton Conferences. National Cotton
Council of America, Memphis, TN.

Caprio, M. A, 1994. Bacillus thuringiensis gene deployment
and resistance management in single- and’ multi-tactic
environments. Biocontrol Sci. Technol. 4: 487-497,

Chang, Yu-min, D. S, Luthe, F. M. Davis; and W. P, Williams.
2000. Influence of whorl region from. resistant and sus-
ceptible corn genotypes on fall armyworm'(Lepidoptera:
Noctuidae) growth and development. J. Econ. Entomol.
93: 477-483,

Davis, F. M. 1989. Rearing the southwestern corn borer and
fall armyworm at Mississippi State, pp. 27-36. In Toward
Insect Resistant Maize for the Third World: Proceedings
of the International Symposium on Methodologies for
Developing Host Plant Resistance to Maize Insects: Cl-
MMYT, Mexico, D.F.

Gould, F. 1998. Sustainability of transgenic insecticidal cul-
tivars: integrating pest genetics and ecology. Annu. Rev.
Entomol. 43: 701-726.

Greenplate, J. T., 8. R, Penn; Z. Shappley, M. Oppenhuizen,
J. Mann, B. Reich, and J. Osborn. 2000. Bollgard I effi-

cacy: quantification of total lepidepteran activity in a

2-gene product, pp. 1041-1043, In P. Dugger and D. Rich-
ter [eds.], Proceedings Beltwide Cotton Conference. Na-
tional Cotton'Council of America, Memphis; TN,

Harris, F, A., F. T. Cooke, Jr,, G. L. Andrews, and R. E. Fur
Jr. 1997. Monitoring node above white flower as a bas
for cotton insecticide treatment termination. Sulleti
1068. Mississippi Agricultural Forest Experiment Stati
Mississippi State, MS. "'):.E ’ﬂfﬁm

King, E. G.,and G. G. Hartley, 1985. Heliothis virescens, py
323-328. In P. Singh and R. Moore [eds.], The handboo
of insect rearing. Elsevier, Amsterdam.

Lambert, A. L., J. R Bradley, Jr,, and J. VanDuyn. 1991
Effects of natural enemy conservation and planting dat
on the susceptibility of Bt cotton to Helicoverpa zea i
North Carolina, pp. 931-932. In P. Dugger and D. Richte
[eds.], Proceedings Beltwide Cotton Conference. N:
tional Cotton Council of America, Memphis, TN.

Littell, R. C., G. A, Milliken, W. W. Stroup, and R. T
Wolfinger. 1996. SAS” system for mixed models. SA
Institute, Cary, NC.

Lukefahr, M. J., J. E. Houghtaling, and D. G, Cruhm. 197¢
Suppression of Heliothis spp. with cotton containing com
binations of resistant charaeters. J. Econ. Entomol. 6¢
743-746.

Luttrell, R. G., A, Abbas, 8. Y. Young, and K. Knighten. 199¢
Relative activity of commercial formulations of Bacillu
thuringiensis against selected noctuid larvae (Lepidop
tera: Noctuidae). J. Entomol. Sci. 33: 365-377.

Luttrell, R. G., L. Wan, and K. Knighten. 1999. Variation i
susceptibility of noctuid (Lepidoptera) larvae attuckin
cotton and soybean to purified endotoxin proteins ant
commercial formulations of Bacillus thuringiensis. ]. Econ
Entomol. 92: 21-32.

Mahaffey, J. S, J. R. Bradley, Jr., and J. W. VaoDuyn. 1995
Bt cotton: field performance in North Carolina unde
conditions of unusually high bollworm populations, pp
785-797. In D. Richter and J. Armour [eds.], Proceeding
Beltwide Cotton Conference. National Cation Council o
America, Memphis, TN,

Sachs, E. 8., J. H. Benedict, ]. F. Taylor, D. M. sielly, 5. K
Davis, and D. W. Altman. 1996, Pyramiding CrylA (b’
insecticidal protein and terpenoids in cotton to resis
tobacco budworm (Lepidopter:: Noctuidae). Environ
Entomol. 25: 1257-1266.

SAS Institute. 1998. SAS/STAT user's guide: release 7.00
SAS Institute, Cary, NC.

Sikorowski, P. P., and A. M. Lawrence. 1997. Major disease:
of Heliothis virescens and Helicoverpa zea in Mississipp
fields and insectaries. Technical Bulletin 218 Masissipp
Agricultural Forest Experiment Station, Missisini State
MS.

Sims, S. R. 1997. Host activity spectrum of the .~ 11A Be
cillus thuringiensis subsp. kurstaki protein: effects on Lep
idoptera, Diptera, and non-target arthropods. Southwest
Entomol. 22: 395-404.

Steel, R.G.D., and J. H. Torrie. 1980. Principles and Proce
dures of statistics, 2nd ed. McGraw-Hill, New York.
Stewart, S. D., J. T. Reed, R. G. Luttrell, and F. A. Harris

1998. Cotton insect control strategy project: cuomparing
Bt and conventional cotton management and plant bug
control strategies at five locations in Mississippt, 1995-
1997, pp. 1199-1203. In P. Dugger and D, Richter [eds.]
Proceedings Beltwide Cotton Conferences. National Cot-

ton Council of America, Memphis, TN,

Stewart, S. D., K S. Knighten, and F. M. Davis. 2000. Effi-
cacy of Bt cotton expressing two insecticidal proteins of
Bacillus thuringiensis Berliner on selected lepidopterar
pests, pp. 1043-1048. In P. Dugger and D. Richter [eds. ]
Proceedings Beltwide Cotton Conferences. National Cot-
ton Council of America, Memphis, TN.




iy

Tabashnik, B. E. 1984. Evolution of resistance to Bacillus
thuringiensis. Annu. Rev. Entomol. 38: 47-75.

Turmpseed §8.G.,andM.]. Sullivan. 1999. Consequences of
natural enemy disruption with applications of “hard” in-
secticides prior to the bollworm flight in conventional
and B.t. cotton, pp. 1110-1112. In P. Dugger and D. Rich-
ter [eds.], Proceedings Beltwide Cotton .Conferences.
National Cotton Council of America, Menaphis, TN.

Williams, M. R. 2000.. Cottoninsect loss estimates-1899, pp.
884-913. In P. Dugger and D. Richter [eds.], Proceedings
Beltwide Cotton Conferences. Naticnal Cotton Council
of America, Memphis, TN.

Received for publication 28 July 2000; accepted 3 February
2001,

AL
205



PEXFC LOARD I C T'I‘C

H 1 PTERCUS PESTS a\' THE LY
RANDE VATLLEY OFTLKAb

:ﬂf\l! Sr. :\!-:m et Altan M, Sparie. in

Texay Agrienioral Rogearen end Kxtension Conter

EREANCE GF BOI
PJ)

.'\.’"f INET

c-l

of beznliconsed far use by commerersi
<iested agains: seversl lenidopiens
iton leal s worensed aeve

QW ;Jrom‘mu for improved souts! of

\-u:'Eu':-‘ : rc-.:ic.s ‘.vi:i} E

ine

iesict

cullug el in 1493

aent. Srowess ave fail o cha nge ey ceision ina 'r'n: PUTICLSS
1AeC management since the now-insect resisian! vardeles pravide
P00 aevent, comvol o' \'-LI’) 15 pesis, Al new ver ﬂn:'.s c-fl.hu

wil Ul o

welaive officocy of Eoilgare
compired o il purenta) 3eilgand e,

hiathods and Materiais

te she ef ey of Sé.
,E;r« In cofuncion with this feid tral, @ serfes of
whorziony b ¥5& Were condustod wo evaluote the e ey of Bollyusd
lagainss the beet armywam § Spodopicrs exigua) {BAW an
hollworte (Helicowenpa seal. also known as ihe com easwann
tEEI TR LY

(UEW
izn of the effects of leaf age on

atsa o

ied ol a mndomized o
tments. The ireatments were three
5 venieiics, with we piotsot cach e designated for iroanmen
aninsectizide as aecdec and the other designated for nen-tre
cluded DPL 50, DPL 308 (Boilgend), and DPL 15985 {Bollyard
I3 Pl size was 8 rows (40 fnck centersi by 30 feet., The date presenis

i ik sundy wos o son-treated pials onty,

The Feld ponion of 08 dest con

alc::"-"' wiik fowr ceplications of

varely;

coilected 3

The fdermiony bionssuys were condecied with larvae (CEW and BAW)
srovided oy the USDA-ANS laboratory m Weslteen, Texns. For cacl:
cohivered o cach plot and trurseoried o the
(M8 inch € ner) were cul wilk @ cotk bor

gt cun wiich conained & T inch disk of
O wapter, A gingie Zurva was placed en euch jea!
catment yos n.pl..r,u.inrl Mortality was checked
l(..:)a mld Cu Gisky were repluced with :'
: ul exposure, tay su

sioussuy. leaves were
atwrutory. Le.

E'umk

r

Jiss, with fen larvee nEr i

svery 1w ditys "ur
gisiseve,

dutes: Oun May 22, hicassayvs were
and CEW osing tie ind eal Tom the seranad of
tis time sonsisted of epproxinmalely (2 podes. Tiede
inted with seonuie nrvae of both species

bivessuys were L

Belnsnde €t Ciglovonee
(2un
Mezphis TN

e frsveedmgs of the
Valuime 28333
F Caian g,

Reprmicd

e Tl h”" 5
13 nodey,

nird g

#pprnx ey

o eian e the

acd low uni &t

ol enideneran rvae o
fdel reutments

1y bl a
e mui ied 1o the wrotE Dis shor
e daic of fTeid forval ¢

8 WE KEn I ine

aluts e

;. 6 fsataf row

Seod cotton was harvesied Tei Bher (.;.iii}'l.\' anniysis gRG ginacg
gz Fiber o

1 sae s sending

awerza a.':ymﬂ wril the PROC GLM nroced:
i eLiee 1 F<L0S

are of POSAS. Waere

Biscuunis

Hererty
wenerally al"awcd incressed we
Soligard, with increased moriadity and g:mti_v diccreases sury:
{Tubles -6). Al thees Dloossayy an feaf soe generutly show
survivai on older feeves (Tebivs 4 - 63,

:v. 1 h.m-

iy

z.p\.

A

i 'unj {."e'

g wis primas
i:'ua‘. prigr DU[-. weevil d\,mu;,u, Hield eou
iveted that Beilgard I was sunerior m prutes:
various specics encocntered siave &l counts in e Ballgard
and stansticalfy different frowe Bollgard and BPL 56 {Tuble
resenrel conducted by the wuthars {unaeblished data} :uc.va'r
budworm were sigaificanny redused by Bol
whard aun-Bollgand varicy OPL Mano ey

severe fossof F:
i tost dpd

1L owere Fer
7Y Previous

Yisd duta we e no talien bew
snake harvest non econoric. Ko

o i l“‘m.‘d leal

22, 2000,
Pereent mortality st vpreilios days uiter exzasure

acied cation
inas of plants with

fad r'nf.u.

1OAE 4DAR s DIAR FBAE I DAE

e B FA3 e 130a a0 u 2.7z
Chb BT h 83k 83k Mk
Jh |.7 7 .70 vle rJe

1510“—".‘ gl

chiferen {SMETH

Supplied by The British Library - "The world's knowiedge”



ies, Leal disks were oot from Sse i

12 nodes.

tod May 22, 200C.

LIl

Pervent meriaiity a2 specitied deys offer expesure

serstlug oobon

ieaf from the

2DAE 4 DaE

L

& DAK AR 19DBAE

0T
Gih

Hhih

ol 683y

=31 2
3Ju Yuriety

4k Hhn
GO0 Jlh

Bin

Toall

it Terent IDMAT).

of Lesisurviving

O days nnoreal

roared

disks were can Sons the taly

ni

wod May 22, 3

a conmn followed by The swime fetier ace ot signific

s of sfected ¢
3 leat from e terminal of alaas w

175 An
7.5 Au
S0 Az

G 7
Uy it ew
) P sa3
BRI

2wkt el neonate TEW ot HAW

Legf 2

G 725 A
wPL S LG B

Biean Larval YWe

3 UPL sH

7.5 30

CEW

AW

0013 ¢
a408 5

BC
20 30

LY (.5

o 4 1027«

o Xe o I Leef3

AU 3G 1! RO Ax
(B oS 4]} 52.5 B

Nophers within o cobann followed by (1o sume lelier s ;

<HTeien (BMET

Taime 2. Bullgaed tes, morality #fore d

Vg

selecied eojinn variciies. Les
af fen tne terming

FHENS

gigih

oy oid DAW L

: of plarts with § 2 aodes. Inftizted May 23, 20031

Hicanily DFL S0 IR

il

Lugld

drvie repied onlesl’

Loats

BG (!
OEL N3

isxs were cut from iz lhird and 90 Ao

7.5 Bg

0 A

0.6 A

Fercent murtality et snecified days afier exnasure JFL 50 430 Cx 7.5 Ca 22.5 Ba
ZDAR i DTAE 16 DAE
Teafs  Leats oo Leai Leaf 2 L€ feul?
0. s i Y BG I T00.0 Aa 9.3 Ar GG Al
50b 27504 755 LS. Iy DeL 508 §7.5 Ax 97.5 Aa 95,0 Au
Sar S50 ki DPL 50 525 Ba 56.4 Da .80

& DAE

BBAZ

Mlean wrval welphis (gl 62 10 DAZ

Lesis

Lanf¥

S5

s
Ceat3  Lenfs  Taeald Lot s Leatd
ci 8522 10084 925z WG i il
DPL 303 75b 4753 75k 2750 DFE hae 8
DPL 5S¢ 750 215k 755 1750 I LLE AL
Mumbers within a dats cameory
FIA L Trig wrr® §1f0d =
10 DA Mesn Layvval Weipght {5} same UFPER CASE loter
feafl —eaf s Leal 3 neaf € Nurbers withiz o Caie cuis
Gia HE T . LOWER CASE!

1300
15h

47.5 b

27.5hb

G.AGE b NIk

RIS G0

wrnbers witlin s column |
et {OMRT),

were stgnificantiy different for t

wad by the sme lette: ars notst

awing @ vatue Indicates that the mon

ifies op e 3 verses &7 ieal
tod DAE ond variciy.

Supplied by The British Library - "The world's knowledge”

ra=y

mert (IDMRTS.



© & Buligard tes mosiaily and strviving lerv

; s weighis and sizes of '
neonte BAW larvae reared for L0 davs on feal d

ol selesled cotlon
vaneties, Lee! disks were out from ¢ d, si0h and ninik jead lron iy

timed june 5, 2000,

ferminn. of pleaniy wih 14 o i35 nodues.

Pervent martality ot specifieg tiv.'ys after exposure
2DAER
Variety Leaf 2 wentf' s Leai's
BGE 5.0 An 42,5 Az 325 Aa

LPL 5u8 0.4 Bu 04 Ba 00 Be

ZPL 53U .0 B 0.0 Ba 0.0 B
i DAE

Loui2 i.eaf € Leri ¥

Lol S0 Ac 675 Ab 95.01 Ax

CPL s 00 B 08 Ba 13B:a

DPL 59 23 Bo 50 Bu 0.0 38

S DAE
Feef3 Leafs ieafy
. e +1.5 Ac 72.5 Ab WO Aa

R S0E N0 2a 0.08a 1.5 8u

P S0 2.5 Ba 50 Ba o5 2n
BDAE

Teaf2 Leal s Leaf ¥

BG I 5715 Ab TLS AL 104 Az

DL AT 00 3 258 2.5 Be

oL AL 2.5 8a 5.0Bax 7.5 3a
19 DAR

Lezid Leal G Lesf®
8o 0 A5 Ab 750 AL 008 Aa
D7 5CB 0.0 Ba 2.5 Ba 758
1B 2 ] 2.5 Bu 7.5 B 7.5 By

oeus Larval Weights (g1 et i6BDAE

Leafl Teaf & Leufd

BGH G008 Ca At Ca -=--

DL 500 .02 8b {L.017 Ba (408 Ac

CPLED Gitic Ahb 0.020 Aa LOOR Ac
Numbers Cong vntegany and-leal age (column) followed by tas
sime LI CASE ivlter are not significamiy different (OMRT).
Numbers within a dua eategory and varicty {row) followed 5y the sume
LOWER CASE fetier are not significantly difieren; (OMRT).

TAMU "Hiler" furn: annex, Westaco, Texas, July 3, 2000.

Humiber of T.arvae/s feer sow
Yarivty Loopers  BAW CEW  FAW Totnl L
PL 3 Sdbe 1da Ida 4da 5
2 508 3 1oz CRE ] &4 T304
P BG i fitth D0 h .05 fih WiHb)

Tahle ¥, Boilgard tes! enitor varfaty fber quoiity resels, TAMU "Hiler"
annex “arm, Weslaco, Texps 2000,

Yaor hicrannire Staple Sirength
8GiH 3.7 Ml RN
DP_sY 33 TN R
DILANR ik R BRI
3CI 39 i.22 Ha
DPL D 1= 117 AL3
AL sz 14 120 A28

o
.
"

Suppilied by The British Library - “The world's knowledge”



FIUACY CF COTTON EXPRERSING TWH

SO AR N D Bewertand KOS K
Gepurtment of Entemciogy end Plant Petbolagy
14 Stute University
s Stale, ME

conducted in 199
saypie hivsuium L) exoressing (wo secticiugl proeins of
iy Sertiver |

21y on vatious lepidupieran sesis, New-

singiz-oxin, and ¢

avding no lue-tos:n

FnSge

of nesdothine farvoe,
5 sUares wd i foung danag visua
Bag. Geee L tewer pefiotidnes wore found fn MONISYES thaa e
DPLSOB or DPLSC (Tuhie 5. Figurs 1), Additonaily, tewer 2
wene found in unsprayed subgiots with tolton ¢ sing both Ory: Acand

coliul cal

daruged isrmin < dimrog

s

CryZAb thar .o.a-Bt subpluts treated with nscetivide, There wes no
similfcan: ditfercrce o demaged  erminuly, squares. or Dol
{predominaniiy oue to noliwarm; betwees sing.e anc duni-texin varieties,

i

poth 3t cultivius exibied fess da

ge than non-Bl catien, Cailoe
arsteins reduced cuinuiative boliwonn
inns TY% und U6 for boik years, respectively, Alaougn siangle-
wxia cotton anly incited a 14% cwmeladve reduction of i anaywonns,
nopulitlions were recuced by Y6% b culton eaprassing (wo B inxins
compared witi non-8 catton and ention expressing Cry LA clove. Luai-
o 3t coton caused ¢ 94% cumulutive reduction in soyboun nopers,
when conpured 9 nea-B coon. Moz saybean loopers wee found in the
sinpie-coxin Bt coiton than te son-Bremtivar, Alhucgi Loth single and
Suni toxin o - eotton yild over nos-Bt coiion, there was ne
aificant differeace etwesn the two varietics.,

duwa insecticic

Cxpoessing fne
poni

aved

sigy

Thuse date suspest that (e fnserhion of the Cry2A% gene will
substmi Betier eonrol of a wide range of fepidonterun Susts wien

compared e ootten expressing CrylAc alone. Sitve annyworms and

Mires, 1
! toxin-produciag peae will (gely e wore
awever. conmi of baliworms shouid

fonpers are not as affected by ihe singie-toxin cultivar as Beiia
true benefit
aparen
@ e

Introduction

auy veuss, lepidopleraa pesis have been ¢ major souice of cconomic
czimage i votton rroughon: the United States. Much of the totzi econamic
e induced by insects end control cosis jrvalved can fe stiribuled
the rohaesoe budworm {Heliothis virescens). holiwenm (Helicoverpa zea)l.
armywornt (Speduptera frugiperde), beet aomywor {Spudaptera
soner { Pseudoplusia includens) (W 5 260,

exipea), ond soyhoal

icides nas been an ¢

The use of i

ar pesis in cotlon, The issues of insecicide resistance { Felland et
ai. 1900, Craves e al. 1984} and the pegaiive Inpac oo ton-tacge.
e

beneficisl & pod populetions, however, has spewned an inteiost in
aiternae con elitod these pests. o 1596, tnasgenic colion
caprassieg e Oy cadoioxin of Socdlur thuninglensis v

was inrodueed far commerest produgiion i, e, Boilward T Monsanto
Corpuny, St Louis, MO). This wchaoingy provides seascn-long contivl
of lepidooteran pests, peniculady the b vine compicx. Although this

kv sk

R

el oo the Procecedingy of e Bofrade Ui € fervine
Vomma 2:1651-1543 {208
Nithonat Coliva Connut, Menphis TN

2

L Bare Wtk

S e i

en e e guite et

44 LRSLS il

ves e, sucn e . af efficacy apains sl e,

armyworms, loopers; ang Righ panulatzons ol boilwarm,

-1,

s

A expesssing Lwd inseciictuw’ nroteins of Bacrilus dhurmgicnsiv (e,
s neeent.y been developed by Mensario Company.
Lansgee cafion 19t anly exoresses the Cry A toxi, but e adidit
gene exaessing TryZAb toa wlded 0 oalt oo
cocasional nests and high popuiacees of seliwoemy The addition of
second tox.n e las origngl Br eation vaniety an noleninily o

Soiipgard 0

[T ]

acditional controt of secasional pesis as we!l oy bollwanng present In kigh

nnpRLatony,

1599

ey

gt TOO0, f2ld sediss were condueted to compure ihe el
of new genic lines of celton

i f.‘.‘\_ﬂi't-“w‘i:f\g Bailie, 268, 07 (W

pratvies of Suciffes  thariingiciss

tepidostene posts. Thive vazieticsof coling were Siun
DIPLSUG (exnresses Oryi A, and MON'SUES {expresses CryaAc and
CryZab), Four main piets of each wiitivar wers pluntec on 2U May, (5994

LAseolinigia

and 16 Way, 2003 i u randomized complowe blogk desiyn at ¢
Science Reseerch Center, Mississipni State, MS, Bath years, conon was
ganted & 11.7 seeds/m & 1 eong planter slot wes 12 rows wids
7 em row saschng end [S-n fong and wes divided o o fous-row
yed suopiol znd on e >

Pl

were trasied wiih imsectici

average inseci counts Made m ihe non-die ity sLEA that whenever the
DPLSY plots excecdsd @ wewment tireshod for any feaidoestern Jests,
tizide was appiied 1o alf veresdes,  After the izitad Inseeteice

atren, oaly insect sumpies M spraycd suipleis were wsed 01

o applications wers made
baied o deliver & spray
volurms of 98 Uhe. Unsprayed supplots wers not treuied for iepicopieran
pesis with licids.

Ei

No ol

niag insecticides were used either year, net 227 gaithe ace;
10 ull Dty apmonimutely une week aller plant emergence.
Additionalty. seversl appiicctions of ULV nulaikion (222g aifna) weae
made 1o ali plom during the course of the segson i of the existing 0ol
weevil emdication program. Appiica i Nl caterpitlar pesis
iprimarily boilwors and :obucee sudwonn) were muge (0 sprayed subpios
02 29 Juiy wad 4, 13, ane 27 Acgest of 1995 {aiwr 2pplication for seybenn
toopersl, In 2000, insecifcide appiivaticns were made on 12 ane 29 Tuly
and 5 August. Hased on insect conivo: recommenditions for Missivsinni
cotion (Laylen 1949, 2000} no other insecticice wppiicationy wen

nocessary, cither in 1999 or 2000, ALl plots were fumrow imigated four
+imes Tn 1999 and five tmes m 2000,

5

10 onder 1o determine relative eiFizacy of e diflereat esliivars tnder fed
ul.y accurAng populuons were mongiored twice weekly
viu visuel, sweep not, and drop-cioth oies. ¢ HB anof
\aseeticice mpplivations for heifetaines (29 July i 1999 and 12 July
20007, samaies wore hen rendomly thignghot ereh main plot B lowiny
the firss spplication, sampics were tuk ne four sprayed rows und e
Paur adjacent vhsprayed rows ¢ Easprayed [OWs Werd Usty
v use in lanoritory assays.

conditions, nater

s 4 source of prant mazeriai |

Wisuul suiiics consisied of exanunming thewen !
werminals i sprayed and ensproyed subpluts Jor el
examimed were (fleen naif-prawe or .arger squerss and Blizen heil-grown
o= smailer seije for domage pd the presence af
particaturly bollworms, 1nbages budwon
ng dates. leen sweepy with o 38-

saunpli

Supplied by The British Library - "The world's knowledge”



s sumpae o8
A .L"'p 6l in J% e lwo wert wxen i ca
wiitbe, s of suybean loupers and hue
weie recorded.  Seee cotion vields w esifmated by
> roms of eacn sehpint on ¥ O 19U and

T I

Daw were pooied

ne both yeurs, and were anclyaed dslng spii-plet
0’ \:ur:a:.-:: orocedures and using tinear comtzasts for mean
105, Proc GLV Contrasis. SAS JUUR),

analy
separstion {2

R ’anvv [0 the sop-Gcotton cuitiver, our dae ing

single
& nebers of

fpn 1
sjuares auc boll

ireie, damaged 4
wosumphing, T

vably, fewer heliothines were found i
1 or ner-B cotion {Tuble 1,

e coilen S s pw‘ oty

stothiaes were afso |
0 JPLEG sabpo uten wih insectuede (Toaole 1), For
caused b

inged . squares. cnd boils {pred antiy
noted i the singie and duni-toxin vy

fely {Tad

hoilworm ), ess demage wi
N :I-

e o8 v

a nigh
] AL‘}:I..\ of 1959, ond moderate evels of fall armyworm
nC in 2000, Cumulative counts represent cumbars of total nseots

ar pests, only Sayhean ODers Were nruse

were ‘u
i viswal, sweepn nel

.\L'l.b;!ia‘ﬁ f-:'

and ding cloth sampies in spreyed and sasprayed
Curmu 'h_-w: wu" showed & T9% ond 96%
it plots, comnnmed
igure i} v botk ye

ih wears,
410 Lhnse wilh
waly

were foend in i;l’._i\}r!. For !
cotion reduced Tarvae hy 96% overt
TOGY and 2000 (Figure 2). Popuintions

soybean foopes were alse
significandy raduzed in plots containing dusi-toxin tolton {96%:, There

were & | % more sovhoan
on {Figure 3.

oppess 17 the single toxin variety than the nen B8i

Seed cottor vieid for poih 1984 o 1!1}.’1 showed £ Incrcase oy al ieast

i.nmm ed to the nen-B! variety (Figure

I or dugs-luxin co

<) However,unsprmyed subgiot: out-)y
oy 4% (Figure 5} Thisisd -wuu:“;s-';thy;'llghy-c.‘;f:r unsarzyed sunmols
in |99, There was no interaction between cuitivar and insecteide inelther

vear,

Heferences

Felfumd, & Plire R G. Laweeil, and [, L. Hager. 1990, Bvidence
of resistance to vyrethroid Insecticides in feld popuinions of soydean
ogper (Lepidopiern: Necividae) in Mississippi. 1 Zeon. Emomel, 83 33-
a0

Crowves, 5, 8., 3. R, Leonurd. E. Bumress, 5. Miciaski
Whitcoad 1 L. Baidwin., {994, Sttus of insecliciau resistae
aad hallworm i Lovisiana, Procecuings ol the d2dwide Uotinn
nce. 2:7€8-774. Natteaal Cetion Cuuncil, Mentpais, TN,

b v Py o)
o Marie, Tl AL

WY

Caomniere

Couwur Insec: Control Guide--1999. Miss. Coop. B

o B, 1904,
Serv. Pohi. 323 33
005, Ceiten insest Conirol Cuide--2000. Mis. Coug. Ext.

unw in unaproved subpiots of MONISI8S

ided those temed with insecticide:

s

arns, ML R, 2800, Cotion
af the Deltwide Cotton Caneron
Memphis, TN,

Beaee

seot foss estinlies - 150,
L 2HE--HET. Net

i Cuon €

Tabie . Perce
toxin iransoen "GC{‘
I

Lotinne-

ested !
spusresiivoly sampies

DPLAC 3Z%a 2.:a
.74 & (LEH B

JPLAGD .35 b 3.3 be
IR e 28 ol

1 3985 Q08 ¢ N0s 4
0.19 5o 18w

S50 aduid

e %o Ddumapod
tormingly b:ulq
DPLSL G.dd g i
DPLSLB L6 b [
15985 n

(X4, PeC.
Fipure [, Cuma.
Cual-toxin wansgenic coll

son-2:

B3,

TAYE wnd 2000,

i for bollwonn = toxin, zad

alive o

a virfelies in

nPLsE TPLALE 159A%
Mggns rol “uliuwee oy the ssire leter are sipnificontly aiiferen
(X P<0s)
Figure 2, Cumumative couats ! o Buangie wkin, wnd
seal-toxr transgenic cotton vasieies in 1999 ond 2000

Supplied by Tne British Library - “The world's knowledge”

%.



deans aut foilowesi by he sawe
(X2 Fettus:
",

C

lotive caunts for soy

teiter wre spn ety aiiferen:

zean fonder in o
fos in D998 and 2000,

3{;25{
15057

[l 2IEAMR L5YES

Msans nee jobawed oy the same Ister are significantly & e

PeUlE Proc GLM DS merns, 2

1 BAS Instune 1948}

Signre 2. Seee cotlan vield trom pon-3L single loxin, and duzldoxin
transgenic cotton varieties in 999 and 2000,

sprayed

Means nut fullowed by the same |
1Pl 8, Proc GLM (LSmanns.

unsprayed

erter wre sipnificantly different
i¥), SAS Insirtute 1998

. Seed cotins yieid from sprayed and unsprayed subploiin 1998

Supplied by The British Library - "The world's knowledge”



VIO, FAC, LAUUDOUW W, LY, WIS A o, 122 s r i (SAVE VISV v I Ee) '

D DEVELOPMENT OF A LINE SPECIFIC GMO DETECTION METHOD:

P. Windels*, 1. Theuns*, J. Dendauw*, A. Depicker**, E. Van Bockstaele**** 212
and M. De Loose” _ -
* Department of Plant Genetics and Breeding, CLO, Caritasstraat 21, B-8090 Melle, Belgium
** Department of Molecular Genetics, University Gent, Flanders Interuniversity Institute
for Biotechnology, K.L. Ledeganckstraat 35, B-9000 Gent, Belgium
»+* Department of Plant Production, University Gent, Coupure Links 653, B-9000 Gent, Belgium

—

Summary

A sirategy for a line specific GMO detection is presented. The method makes use of the
anchored-PCR and can be used to screen foods for unauthorised GMOs. It is demonstrated that (he
proposed stralegy is useful to develop a primer pair that can detect RoundUp Ready ™ (Monsanto)
soybean DNA in a line specific way.

Introduction

More and more foods are containing genetically modified organisms (GMOs) or GMO derived
products. In the European Union such foods are regulated by regulation 90/220/EC and the directive
Novel Food. These regulations stipulate a premarket approval and labelling requirernents for foods
derived from or containing GMOs. In this context, it is obvious that the authorities involved should
have an adequate methodology for the identification of GMOs. _

Up to now most DNA-based detection methods use the Polymerase Chain Reaction (PCR) to
amplify parts of the inserted transgene. These PCR-based detection methods focus on frequently
used genetic elements in GMOs, such as promoters, terminators, marker genes, etc. (Meyer, 1995;
Pietsch et al., 1997; Hupfer et al., 1998). The disadvantage of such detection methods is that they
are not line specific. This implies that it is impossible to discriminate between events that were
obtained, using the same or similar transformation vectors.

Here we present a strategy to develop a line specific GMO detection procedure without
preknowledge of the DNA sequence of the inserted fragment. The technique is based on the
anchored-PCR (Theuns et al., in preparation). This transgene display, used to amplify the junction
between the insert and the plant-DNA, starts with digestion of the isolated DNA. By using a
radioactively labelled anchor-primer, that is homologous with the border region of the inserted
DNA, and an adapter-primer, that is specific for the adapter that is ligated at the end of each
restriction fragment, the junction is specifically amplified. Subsequently the junctions are separated
on a polyacrylamide gel after which the desired junction can be isolated from the gel. A method for
the rapid isolation and subsequent sequencing of insert junctions is described. The obtained
sequence data of the flanking plant-DNA of a particular T-DNA enabled us to design event-specific
primers. Thereupon the newly designed event-specific primer together with the above mentioned
anchor-primer is used in a regular PCR reaction to- amplify an unique fragment spanning the
junction between plant-DNA and the inserted DNA.

The technique is successfully being used to isolate and characterise the insert junction with
plant-DNA of Monsanto’s soybean line 40-3-2, a glyphosate tolerant soybean line, commercialised
as RoundUp Ready (RR) soybeans. A line specific detection for RR soybeans is developed.

Materials and Methods
Anchored-PCR

The anchored-PCR was conducted as described by Theuns e/ al (in preparation), using >
different restriction enzvmes — 1 hexacutter (EcoRl) and 4 tetracutters (Msel, Mbol, Bfal and Tagl)
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homologous to the 35S promoter region (35S-primer) and one homologous to the nos 3’ terminato
region (3’ nos-1-primer). 27 ,j?%

o
Isolation of junctions .

In order to isolate the correct junction from the dried polyacrylamide gel, we superimposed the
autoradiogram upon the gel. In this way the autoradiogram could be used as a template to find the
fragment of interest on the gel. The desired junction was excised out of the gel using a sharg
scalpel. The junction-DNA was eluted out of the gelslice by incubating the slice in 200 pl of wate:
during 1 hour on ice. During this incubation the solution was mixed 3 to 4 times. After a

centrifugation of 10 min. at maximum speed, 150 pl of the eluate was collected and could be used
for further processing.

Reamplification and sequencing of junctions

Before reamplification the eluate had to be purified. For this purification the QlAquick PCR

Purification Kit (Qiagen) was used.
The reamplification of each junction was done using the same primers as the primers that were used
during anchored-PCR to generate the junction. The PCR was conducted using following conditions
: 1pl of purified eluate, I X PCR-buffer (Perkin Elmer, USA), 250 uM dNTP’s (Pharmacia Biotech,
USA), 0.4 uM anchor-primer and 0.4 uM adapter-primer. Water was added to a final volume of 50
pl. The PCR cycle profile used was the same as used during anchored-PCR. Cycle 1: 25s at 93°C,
30s at 65°C and 60s at 72°C; cycle 2-13:25s at 93°C, 30s at an annealing temperature 0.7°C Jower
than for each previous cycle, starting at 64.3°C, 55s at 72°C; cycle 14-37: 25s at 93°C, 30s at 56°C
and 55s at 72°C,

After completion of the PCR programme, the 50 ul reaction volume was loaded on a 1.5 %
agarose gel. After electrophoresis the gel was stained with ethidium bromide and the reamplified
fragments were visualised using an UV transilluminator. The reamplified fragments were excised
from the agarose gel and the junctions were eluted from the gelslice using the QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen). The concentration of the excised fragments was determined on a 1.5 %
agarose gel, and the solution was concentrated to 25 ng/p! by means of ethanol precipitation.

Subsequently the junctions were sequenced using the ABI Prism™ Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (PE Applied Biosystems) according to the handbook provided with the kit. The
Jjunctions were sequenced in both directions by using on the one hand the anchor-primer and on the
other hand the adapter-primer as the sequencing primers. An ABI Prism 377 DNA Sequencer and
matching software were used to separate the sequencing reactions and to analyse the sequence
information. '

Recent results obtained with other junction fragments, show that it is possible to reamplify the
junctions without performing a pre-purification step on the eluate.

Line specific RR soybean PCR

The line specific amplification of the DNA was carried out in a total volume of 25 pl using
following conditions: 1X PCR-buffer (Perkin Elmer, USA), 200 pM dNTP’s (Pharmacia Biotech,
USA), 0.5 uM 35S-primer (5 GATAGTGGGATTGTGCGTCA 3°), 0.5 uM event-specific-primer
(5 CCTTCAATTTAACCGATGC 3’) and 25 ng of DNA. The PCR reactions were performed
using the following cycle profile. Step 1: initial denaturation at 95°C for 3 min.; step 2 (34
cycles) : 20s at 95°C, 40s at 53°C and 40s at 72°C ; step 3 : 3 min. at 72°C. After the amplification
5 pl of the reaction mix was separated on a 1.5 % agarose gel and stained with ethidium bromide
and visualised using a UV transilluminator.

Results and discussion

The proposed strategy was tested on a glyphosate 1olerant soybean line that was constructed by
Monsanto using the particle acceleration method. This RoundUp Ready sovbean line 40-3-2 was
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showed that line 40-3-2 contains part of the CaMV 35S promoter, the EPSPS chloroplast transit
peptide from Petunia hybrida, the CP4 EPSPS gene and a portion of the 3’ nontranslated region o
the nopaline synthase gene terminator. Line 40-3-2 was selected because this line carred a singlel

genetic insert (Fig. 1). ; 2_\_{
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Fig. 1. Schematic diagram of inserted DNA present in RR soybeans (Padgette et al., 1995).

To test our strategy we focussed on the 35S promoter region and the nos 3’ terminator region
because these two genetic elements flank the transgene and form the boundaries with the plant-
DNA. In this way anchor-primers homologous to these two regions in combination with one of the
5 restriction enzymes and the matching adapter-primers would in all probability give us an
anchored-PCR fragment that spans the border plant-DNA/inserted DNA. Because all tetracutters
used had a recognition site between the 3’nos-I-primer and the insert border our work initially
concentrated on the 35S junction fragment. Eventually the isolation of 4 different junction
fragments spanning the junction 35S promoter/plant-DNA: 35S/Msel, 358/Mbol, 35S/Bfal and
358/EcoRI, was successful. As could be expected the 35S/EcoRl fragment was the longest
fragment. This 383 bp long 35S/EcoRI fragment was made up of 173 bp plant-DNA and 210 bp
insert-DNA. We used this sequence information to design a primer that was situated in the plant-
DNA. This newly designed event-specific primer and the 35S-primer make up a primer pair that
should give a 360 bp amplicon when used to identify RR soybean DNA. Indeed the new primer pair
was tested and gave a 360 bp fragment (Fig.2).

In the future this new primer pair will be tested on different foods containing soy (Messens et al.,
in this volume). Also, the sequence of the 35S/EcoRI fragment will be used to develop a new line
specific primer pair that will give a shorter amplicon (+/- 180 bp) to be able to identify RR soy
DNA in processed foods in which the existing DNA could be fragmented (Hupfer e al., 1998).

In the near future we will characterise and sequence also the 3'nos plant junction fragment. A
new primer, the 3’nos-2 primer, homologous 1o the 3 nos terminator region, is being designed. As
there is no Msel restriction site between the border and this new primer it should be possibie to
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amplify a 3 ’nos junction fragment. Once this junction fragment is isolated and sequenced, a prime
specific for the plant-DNA adjacent to the nos 3’ terminator will be developed. A combination ¢
both event-specific-primers will be used in the future to amplify the pre-insertion locus in the wil
type soybeans. A comparative analysis between the pre-insertion locus and the locus structure of th
transgene locus could give us valuable information concerning the substantial equivalence betwee

wild type and GMO.

11497 bp

5077 bp

2838 bp

;2:3;? Fig. 2. Agarose gel analysis .of line ;peciﬁc RI
soy PCR products. Lane 1, line specific RR so

448 bp PCR on non-transgenic soy DNA. Lane 2, lin

360 bp speciﬁf RR soy PCR on transgenic RR soy DNA

Lane 3, negative control: line specific RR so
PCR on sample without DNA.

References

Hupfer C, Hotzel H, Sachse K, Engel KH (1998) Detection of the genetic modification in hea
treated products of Bt maize by polymerase chain reaction. Z. Lebensm. Unters. Forsch. 206:20:

207

Meyer R (1995) Nachweis gentechnologisch verinderter Pflanzen mittels der Polymera:s
Kettingreaktion (PCR) am Beispiel der Flavr Savr™-tomate. Z. Lebensm. Unters. Forsch. 201:58:
586 :

Padgette SR, Kolacz KH, Delannay X, Re DB, LaVallee BJ, Tinius CN, Rhodes WK, Oteror Y
Barry GF, Eichholtz DA, Peschke VM, Nida DL, Taylor NB and Kishore GM (1995) Developmer.
Identification, and Characterization of a Glyphosate-Tolerant Soybean Line. Crop Sci. 35:145
1461

Pietsch K, Waiblinger HV, Brodmann P, Wiirz A (1997) Screeningverfahren zur [dentifizierur
“gentechnisch verinderter” pflanzlicher Lebensmittel. Deutsche Lebensmittel Rundschau. 93(2):3
38



6
13I

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

2020
Bogota, D.C.,

Doctor
EMILIO FERRERO
Monsanto Technology

(Apoderado)

ASUNTO Radicacion 02-49630
Tramite 002
Evento 001

Actuacion 430
Oficio - < uw . 2757
Folios

Como resultado del examen de fondo, realizado con fundamento en el articulo 45 de
la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:

Documentos estudiados:

Los textos estudiados fueron la descripcion (Folios: 66 a 148) y las reivindicaciones 1
a 17(folios: 182 a 186).

La presente solicitud reivindica prioridad Americana N° 60/297,406 de 11 de junio de
2001 y cumple con lo establecido en los articulos 9, 10 y 11 de la Decision 486 de la
Comisidn de la Comunidad Andina.

Objeto de invencion:

La presente solicitud se refiere a una célula vegetal resistente a insectos, derivada
de una planta de algodon evento MON 15985 depositada como ATCC PTA-2516, y
que comprende un inserto Cry2Ab y por lo menos una secuencia nucleotidica
seleccionada a partir del grupo de SEC ID:14, SEC ID No 15, SEC ID No 17 y SEC
ID No: 18 o CryA2b mas las secuencias SEQ ID No 11 y SEQ ID No 12.

Asi mismo se reclama la célula de planta en la que se puede obtener un amplicén al
emplear los cebadores SEQ ID 34, o SEQ ID 36. También se reivindica el método
para producir una planta de algodén resistente a herbicidas que comprende cruzar
una planta resistente a herbicidas con una no resistente y seleccionar la progenie.

También hacen parte de la invencion las secuencias de ADN aisladas que
comprenden las SEC ID:14, SEC ID No 15, SEC ID No 17 y SEC ID No: 18. Ademas
se reivindican metodos para detectar la presencia de la insercion MON15985 en el
tejido de algodon que comprende la seleccion de cebadores que hibridizan sobre
secuencias que flanquean la secuencia de insercion MON15985 y la amplificaciéon
del segmento de interés. Por ultimo se reclaman los kits de deteccién de ADN que
comprenden las sondas que hibridizan con las secuencias SEC ID No 14, SEC ID No
15, SEC ID No 17 y SEC ID No: 18 o que contienen los cebadores que hibridizan
con las secuencias flanqueantes de MON 15985.
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El objeto de la solicitud definido anteriormente se clasifico en la IPC:AO1H 1/006

En el concepto técnico 720, en virtud del articulo 45 de la D.486 se le indicé al
solicitante que debia dar respuesta dentro del término de sesenta dias contados a
partir de la fecha de la notificacién de la presente comunicacion. En caso de no dar
respuesta al presente requerimiento o si a pesar de la respuesta subsistieran los
impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Claridad de la solicitud:

El articulo 30 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina establece que: “Las
reivindicaciones definiran la materia que se desea proteger mediante la patente. Deben ser claras y
concisas y estar enteramente sustentadas por la descripcion.

Las reivindicaciones podran ser independientes o dependientes. Una reivindicacion sera independiente
cuando defina la materia que se desea proteger sin referencia a otra reivindicacién anterior. Una
reivindicacién sera dependiente cuando defina la materia que se desea proteger refiriéndose a una
reivindicacién anterior. Una reivindicacion que se refiera a dos o mas reivindicaciones anteriores se
considerara una reivindicacion dependiente mdiltiple.”

En todo el capitulo reivindicatorio se emplean términos imprecisos como al menos o
una fraccion de..., que no limitan el alcance de la proteccién solicitada.

La reivindicacion 1 reclama una célula derivada de la planta PTA-2516. Sin embargo,
como se mencionod en el concepto técnico previo, las plantas no son patentables a la
luz de la D.486, por lo que una célula caracterizada por un elemento no patentable
no estaria correctamente definida.

La reivindicaciéon 4 reclama un inserto de una célula vegetal resistente a insecto
definiéndolo por que es capaz de producir un amplicon empleando determinados
cebadores. Un inserto de ADN debe definirse Unica y exclusivamente por su
secuencia de nucleétidos, no por el resultado que se espera alcanzar con el. Lo
mismo sucede con la reivindicacion 9 que reclama una molécula aislada de ADN que
cuando se utiliza en un procedimiento se diagnostica MON15985, caracterizando la
molécula reclamada no por su secuencia sino por el resultado esperado.

Las reivindicacidones 10-11 reclaman una molécula aislada (o fragmento) que
comprende la secuencia de flanqueo del evento MON15985.

Todas las anteriores clausulas ademas de no definir claramente el objeto reclamado
mediante sus caracteristicas técnicas, pueden estar reivindicando moléculas
completamente diferentes y que no guardan unidad de invencion entre ellas. El ser
usadas con un mismo objetivo no las relaciona estructuralmente y por ende no
pueden ser consideradas como un Unico objeto de invencion.

El kit reclamado en la clausula 16 no define los elementos que lo componen
mediante sus caracteristicas propias si no por el resultado esperado cdmo es que se
unan a determinadas secuencias. . Asi que la reclamacién de un kit con elementos
indefinidos y caracterizados por el resultado a alcanzar es amplia, especulativa y no
permite determinar con exactitud cual es la materia a proteger. Esto ya se habia
mencionado con anterioridad.

De acuerdo con lo anterior, las reivindicaciones 1,4 ,9-11,16 en mencién no cumplen
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con el requisito de claridad definido en el articulo 30 de la Decisién 486 de la
Comision de la Comunidad Andina de Naciones.

Evaluacion de la Unidad de Invencion:

El articulo 25 de la Decisién 486 de la Comision de la Comunidad Andina establece: “La solicitud de
patente solo podra comprender una invencion o un grupo de invenciones relacionadas entre si, de
manera que conformen un tnico concepto inventivo.”

Las reivindicaciones 2 a 3 reclaman una célula vegetal resistente a insecto que
comprende una secuencia que codifica Cry2Ab + ADN que puede estar representado
por cualquiera de las secuencias SEQ ID No 14, SEQ ID No 15, SEQ ID No 16, SEQ
ID No 17, SEQ ID No 18, SEQ ID No 11, SEQ ID No 12.

El elemento comun entre las secuencias SEQ ID No 14, SEQ ID No 15, SEQ ID No
16, SEQ ID No 17, SEQ ID No 18, SEQ ID No 11, SEQ ID No 12 es que todas ellas
pueden acompanar al gen Cry2Ab en el inserto empleado para la transformacion de
las plantas de algoddn. Sin embargo, este gen ya es bien conocido en la obtencion
de plantas transgénicas resistentes a insectos y por lo tanto no puede ser
considerado como el elemento comun inventivo que vincule a todos los insertos de
ADN con los que se pueden transformar las células reivindicadas y en ese sentido
las diferentes células caracterizadas mediante distintos insertos posibles no guardan
unidad de invencion entre ellas.

Por lo tanto, es importante resaltar que ademas de estar ligadas al gen de la
endotoxina, las secuencias mencionadas arriba deberian presentar tanto una
estructura comun como una misma actividad, para poder considerarlas como un
unico objeto de invencién. En este sentido, seria estrictamente necesario que dicha
estructura comun representara verdaderamente un salto cualitativo sobre la
formulacion de la regla técnica. De lo contrario, no existiria una caracteristica comun
nueva e inventiva que pudiese vincular a todas las posibles invenciones aqui
reivindicadas, pero sobretodo ninguna de las combinaciones posibles Crya2b-SEQID
No 14 a 17 seria patentable, por que no cumpliria con el requisito de nivel inventivo.

De cuerdo con lo anterior las clausulas 2 a 3 y dependientes no cumplirian con el
requisito de Unidad de Invencién exigido en el articulo 25 de la Decisién 486.

Es una invencion:

El articulo 15 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina establece: “No se consideran
invenciones: a) los descubrimientos, las teorias cientificas y los métodos matematicos; b) el todo o
parte de seres vivos tal como se encuentran en la naturaleza, los procesos biolégicos naturales, el
material biolégico existente en la naturaleza o aquel que pueda ser aislado, inclusive genoma o
germoplasma de cualquier ser vivo natural; ¢) las obras literarias y artisticas o cualquier otra protegida
por el derecho de autor; d) los planes, reglas y métodos para el ejercicio de actividades intelectuales,
Juegos o actividades econémico-comerciales; e) los programas de ordenadores o el soporte légico,
como tales; y, f) las formas de presentar informacién.”

La reivindicacion 7 reclama el método de producciéon de una planta resitente a
insectos que comprende las etapas de: a)el cruce de una planta resistente con una
no resistente, b)contener al menos una planta derivada del cruce y c)seleccionar la
progenie.. Es claro que el cruce entre plantas implica necesariamente la etapa de
reproduccion, que constituye indiscutiblemente un proceso esencialmente bioldgico,
independientemente si este se efectlia entre organismos modificados genéticamente
0 no; de igual forma que las plantas y sus células se generan mediante procesos
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biolégicos naturales en donde los resultados a obtener no son inesperados. De
acuerdo con lo anterior se conceptia que método reclamado al depender
fundamentalmente de procedimientos esencialmente bioldgicos que pueden
presentarse espontaneamente en la naturaleza sin la intervencion del hombre, se
encuentra dentro del alcance del articulo 15 de la Decision 486 de la Comision de la
Comunidad Andina de Naciones y por lo tanto no puede ser considerado como una
invencion.

Por otra parte, las reivindicacion 8 reclaman secuencias de ADN aisladas, que
constituirian materia existente en la naturaleza, no modificada por el hombre y por
ende que no puede ser considerada invencion a la luz del literal b) del articulo 15 de
la Decision 486.

Determinacion del estado de la técnica:

El articulo 16 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina establece que "El estado de
la técnica comprendera todo lo que haya sido accesible al piblico por una descripcion escrita u oral,
utilizacién, comercializacion o cualquier otro medio antes de la fecha de presentacion de la solicitud de
Patente o, en su caso, de la prioridad reconocida.

Sélo para el efecto de la determinacion de la novedad, también se considerara dentro del estado de la
técnica, el contenido de una solicitud de patente en tramite ante la oficina nacional competente, cuya
fecha de presentacion o de prioridad fuese anterior a la fecha de presentacion o de prioridad de la
solicitud de patente que se estuviese examinando, siempre que dicho contenido esté incluido en la
solicitud de fecha anterior cuando ella se publique o hubiese transcurrido el plazo previsto en el articulo
40"

Considerando que la fecha de presentacion de la primera solicitud de patente de la
cual se reivindica prioridad es: 11 de junio de 2001, se buscaron documentos del
estado de la técnica relacionados, con fecha de publicacion anterior a esta.

Se hizo la busqueda de documentos relevantes en el estado de la técnica,
entendiendo como estado de la técnica la definicion provista en el articulo 16 de la
Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina y las excepciones fijadas en el
articulo 17 de la misma.

Se encontré como anterioridades (documentos cuya fecha de publicacion es anterior
a la fecha de presentacion de la primera solicitud de patente sobre la cual se
reivindica prioridad o de la fecha de presentacion de esta solicitud) que pueden
afectar la patentabilidad del objeto de la presente solicitud:

N° Documento Titulo Fec_ha de
Publicacion
ADAMCZYK, J.J., ET AL
Proceedings of the Evaluation of Bollgardll (cv. DP50BII) in the
1 beltwide cotton mississippi d_elta: ﬁel_d eficacy against various_ JAN. 913, 2001,
conference, lepidoptera while profiling season-long expression
vol. 2, 2001, pages 835- of Cry1Ac and Cry2Ab"
837
AKIN, D.S., ET AL.
Proceedings of the
Beltwide cotton Field efficacy of cotton expressing tow insecticidal
2 conference, proteins of Bacillus thuringiensis" BN 20,
vol. 2, 2001, pages 1041-
1043
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N Documento Titulo Publicacién
NORMAN, J.W., ET AL
Prooeec_jmgs of te "Performance of bollgard Il cotton against
3 Beltge cotlon lepidopterous pests in the lower rio grande valle JAN. 8-13, 2001
conference, Ll P f p g y i ’
vol. 2, 2001 pages 833- L
835.
ACKSON, R.E., ETAL
Pg’:ﬁ;?&ggjoﬁgre Efficacy of bollgard and bollgard Il cottons against
4 bollworm , Helicoverpa zea (Boddie) in field and JAN. 8-13, 2001
conference, b
vol. 2, 2001 greenhous studies
pages 815-819
STEWART SDET A.L' "Impact of Bt cottons expressing one or two
Jourgal Of Esenomic insecticidal proteins of Bacillus thuringiensis June 2001
5 nemaogy, Berliner on growth and survival of noctuid e
vok 4 10, &, (Lepidoptera) larvae" (2001-06)
pages 752-760 PIEoR =
WINDELS P ET AL.
Mededelingen Van De
Faculteit : "Development Of A Line Specific GMO Detection
6 | Landbouwwetenschappen | Method A Case Study” 1998-09-22
Universiteit Gent, Gent,
BE, vol. 64, no. 5B, 22.
pages 459-462.
=h Methods For Transforming Plants To Express
7 WERaBs Bacillus Thuringiensis Delta-Endotoxins. RGN

Evaluacion de los requisitos de Patentabilidad:

El Articulo 14 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina el cual establece: "Los
Paises Miembros otorgaran Patentes para las invenciones, sean de producto o de procedimiento en
todos los campos de la tecnologia siempre que sean nuevas, tengan nivel inventivo y sean
susceptibles de aplicacién industrial.

Se procedi6 a evaluar los requisitos de novedad, nivel inventivo y aplicacion industrial
con el fin de establecer la patentabilidad de la invencién reivindicada en la solicitud
en estudio.

Evaluacion de Nivel Inventivo:

El articulo 18 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina establece que "Se
considerara que una invencion 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".

El Nivel Inventivo se evalu6é por comparacion entre lo solicitado y encontrado en el
estado de la técnica y que se relaciona con el objeto reivindicado y de acuerdo con
la definicion de nivel inventivo del Articulo 18 de la Decision 486 de la Comision de la
Comunidad Andina.

Las reivindicaciones 1 a 3 y dependientes reclaman una célula vegetal derivada de
una planta resistente a insectos (PTA 2526 - evento MON 15985) caracterizada en
que comprende un inserto del gen CryA2b acompaiado de las secuencias SEQ ID
No 14, SEQ ID No 15, SEQ ID No 16, SEQ ID No 17, SEQ ID No 18, SEQ ID No 11,
SEQ ID No 12.



El problema técnico a resolver con la presente invencion es la generacion de plantas
de algodon resistentes a insectos incluidas las células de plantas transformadas con
genes codificantes para proteinas con actividad insecticida. Los documentos D1 a
D5 divulgan el evento MON15985, elemento central de la presente invencion, bajo
diferentes nombres (DP50BII, Bolgard |l, DPL15985, DP50Bx) que corresponden
especificamente a plantas transgenicas de algodon resistentes a insectos que
expresan las endotoxinas de Bacillus thuringiensis. En esos mismos documentos se
ensefa que dichas plantas pueden expresar una o mas proteinas insecticidas de B.
Thuringiensis (D5), dentro de las que son bien conocidas Cry1Ac y Cry2Ab. D7
resalta la combinacion de las dos endotoxinas en un mismo OGM.

La presente solicitud difiere de las anterioridades en que indica un evento de inserto
particular para el gen Crya2b en algodén. Sin embargo, de la lectura de la presente
solicitud no se encuentra evidencia que dicho inserto posea un efecto técnico que
supere los eventos conocidos en el estado del arte. Entonces, el problema a
resolver con la presente solicitud seria generar plantas de algodon alternativas que
comprendan los genes CryAb y CryAc para conferir resistencia a insectos. No
obstante, este evento de insercion representa una modificacion que no_es
significativamente superior al estado del arte, dado que es una seleccién arbitraria de
una insercion aleatoria a la cual hubiera podido llegar cualquier persona versada en
la materia sin ninguna actividad inventiva (la posicion de la insercién no fue planeada
con el objeto de obtener resultados inesperados)

Las reivindicaciones 12 a 15 reclaman métodos para detectar la insercién de
MON15985, que consisten en la amplificacion simple de determinados segmentos
del genoma empleando cebadores seleccionados y examinando el amplicon
obtenido; asi como métodos que emplean el principio de hibridizacion para detectar
ciertas regiones del genoma complementarios a ciertas sondas escogidas.

El documento D6 divulga emplea un procedimiento basado en PCR empleando
primers contra las secuencias que flanquean el inserto. Apartir del anterior
documento la seleccién de primers que representan una seleccion arbitraria entre un
nuamero de alternativas y el uso de los mismos para identificar secuencias de
diagnoéstico y su empleo en la identificacion del evento por hibridizacion no
representa un salto cualitativo en la formulacién de la regla técnica.

Asi que, a pesar que se efectué una seleccion de determinados cebadores o sondas,
el método no va a difererir de los empleados constantemente en los ensayos de
caracterizacion molecular. De hecho, cualquier técnico versado en la materia, como
actividad de rutina selecciona primers y sondas que puedan hibridizar son sus
secuencias target. De esta forma, los métodos reclamados mas bien representan el
uso de las sondas y cebadores seleccionados en métodos corrientes, pero que no le
atribuyen ninguna ventaja técnica sobre los que ya existen en el estado de la técnica.

Como se observa, el objeto de esta solicitud podria resultar obvio para una persona
del oficio normalmente versada en la materia y derivarse de manera evidente del
estado de la técnica.

En conclusion los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se encuentran
afectados asi:



N° Documento Relvingicaciones Requisito que afecta

afectadas
ADAMCZYK, J.J., ETAL.
1 Proceedings of the beltwide
cotton conference,
vol. 2, 2001, pages 835-837
AKIN, D.S., ETAL.
Proceedings of the Beltwide
2 cotton conference, 1 a 3 y dependientes Nivel Inventivo
vol. 2, 2001, pages 1041-
1043
NORMAN, J.W., ET AL
3 Proceedings of the Beltwide
cotton conference,
vol. 2, 2001 pages 833-835.
ACKSON,R.EE., ETAL
Proceedings of the Beltwide
4 cotton conference, 1 a 3 y dependientes Nivel Inventivo
vol. 2, 2001
pages 815-819
STEWART SDET AL:
Journal Of Economic
5 Entomology, 1 a 3 y dependientes Nivel Inventivo
vol. 94, no. 3,
pages 752-760
WINDELS PETAL.
Mededelingen Van De
Faculteit
6 Landbouwwetenschappen | 12-15 y dependientes Nivel Inventivo
Universiteit Gent, Gent, BE,
vol. 64, no. 5B, 22. pages
459-462.

7 WO00026371 1 a 3 y dependientes Nivel Inventivo

1 a 3 y dependientes Nivel Inventivo

1 a 3 y dependientes Nivel Inventivo

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta dias
contados a partir de la fecha de la notificacion de la presente comunicacién. En caso
de no dar respuesta al presente requerimiento o si a pesar de la respuesta
subsistieran los impedimentos para la concesién, se denegara la patente.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto o primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

NZA CESPEDES DE VERGEL
ivision de Nuevas Creaciones.

ALIX CAR
Jefe de la

A

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista, de

fecha r9 AR m?
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Espacio reservado para el adhesivo de radicacion

O SOLICITUD DE:

[ correccién de Error Material Modificacién a una solicitud

Nombre: MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Direccion: 800 North Lindbergh Boulevard, -
St. Louis, Missouri 63167, , IDENTIFICACION

SOLICITANTE Estados Unidos de Ameérica . __
i e Wee il m [E]
Nacionalidad o Domicilio: St. Louis, Missouri
63167, Estados Unidos de América. ce .l e L
Lugar de Constitucion: Estado de Delaware, Nimero:
Estados Unidos de Ameérica.
| Teléfono: 546 09 70 Fax: 547 3170
E-mail: clientes@camyp.com

IDENTIFICACION
Nombre: Emilio FERRERO

©,

Direccién: Carrera 4% No. 72-35 ceC nt L
REPRESENTANTE | Teléfono: 347 36 11 Fax: 21186 50 CE |:| Otro |:|
O APODERADO E-mail: cavelier@cavelier.com

Numero: 438.019 TP 31.929

Numero de expediente: 02049630

Descripcion de la correccion o mod:flcaclon solicitada:
Se presenta nueva figura 1 y nuevo capitulo reivindicatorio con 17 reivindicaciones sobre el cual

solicito se efectue el examen de patentablhdad de Ia presente SO|ICItUd
s o o

Comprobante de pago No. 06 —71.845 _ Fecha: 18 de septiembre de 2006
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Comprobante de pago de la tasa por $ 95.000
Poderes, si fuere el caso

Documento que acredita la existencia y representacion legal de las partes, cuando sean
personas juridicas.
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REIVINDICACIONES DE REEMPLAZO

38-21 (52211A) CO/11899 0232.00CO00

Una célula vegetal de algodén resistente a insectos, derivada de una planta

de algodén, en donde la semilla de dicha planta de algodéon se ha

depositado con el American Type Culture Collection bajo el numero de U

acceso PTA-2516.

Una célula de planta vegetal resistente a insecto, que comprende

incorporada en el genoma de la célula de la planta un inserto que codifica

Cry2Ab y ADN que tiene las secuencias de nucleétido de la SEQ ID NO.14,”

SEQ ID NO:15, SEQ ID NO 16: SEQ ID NO: 17, y SEQ ID NO: 18.

Una célula de planta de algodén resistente a insecto, que comprende
incorporada en un ADN de genoma de célula que codifica Cry2Ab y ADN
que tiene las secuencias de nucleétido de la SEQ ID NO:11 y SEQ ID

NO:12.

El insé"‘c:to resistente a la célula vegetal de algodén de la reivindicacién 2 o
3, en donde el ADN genémico de dicha célula vegetal de algoddn es capaz
de producir al menos un amplicon de aproximadamente 1.5 kb utilizando los

iniciadores que tienen la secuencia de la SEQ ID NO.34 y SEQ ID NO: 36.

La célula vegetal de algodon resistente a insecto de la reivindicacion 4, en

-

donde dicha célula vegetal de algoddén es homocigota para el, in‘é’écto )

Cry2Ab.
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La célula vegetal de algodoén resistente a insecto de la reivindicacion 4, en
donde dicha célula vegetal de algodon es heterocigota para el insecto

Cry2Ab.

Un método para producir una planta de algodén resistente a insecto que

comprende:

a) Cruzar una planta de algodén resistente a insecto, que comprende
las secuencias de nucledtido de la SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15; SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 17, y la SEQ ID NO: 18, con una planta de algodén
diferente;

b) contener al menos una planta de progeniA derivada del cruce de (a);
y

C) seleccionar la progenie que es resistente a insecto y comprende las
secuencias de nuclettido de la SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15; SEQ ID

NO: 16, SEQ ID NO: 17, y SEQ ID NO: 18.

Una molécula de ADN aislada que comprende la SEQ ID NO: 14, SEQ ID

NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 0 SEQ ID NO: 18.

Una molécula de ADN aislada, que comprende al menos 15 nucleétidos de
la SEQ ID NO: 11 O la SEQ ID NO: 12 o sus complementos, y que
comprende una secuencia de unién entre el ADN de inse¢to y de flanqueo
del MON15985 que cuando se utiliza en un procedimiento de amplificacion
del ADN o en un procedimiento de hibridizacion de ADN, se diagnostica

para MON 15985 y la progenia de ésta.



10.

1.

12.

13.

La molécula de ADN aislado de la reivindicacion 9 que comprende la SEQ
ID NO: 11 o su complemento, o una porcién de la SEQ ID NO: 11 o su
complemento que comprende una secuencia de unién entre el ADN inserto

y de flanqueo del MON15985.

La moléecula de ADN aislado de la reivindicacion 9 que comprende la SEQ
ID NO: 12 o su complemento, o una porcion de la SEQ ID NO: 12 o su
complemento que comprende una secuencia de unién entre el ADN de
inserto y de flanqueo del MON15985.

Un método para detectar la presencia de la insercion de MON15985 en
tejido de algodén que comprende:

a) seleccionar un par iniciador que comprende cada uno al menos 15
nucledtidos de la SEQ ID NO: 11 o la SEQ ID NO: 12 é'n donde cada
miembro del par esta en lados opuestos de una secuencia diagnéstica para
dicha insercion de MON15985;

b) poner en contacto una muestra de dicho tejido de algodén con dicho
par iniciador;

C) Desarrollar amplificacion de ADN vy detectar un amplicon que
comprende al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste
de la SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 y

SEQ ID NO: 18.

Un meétodo para detectar la presencia de la inserciéon de MON15985 en el
tejido de algoddn que comprende:
a) seleccionar un par iniciador que comprende cada uno al menos 15

nucleétidos de la SEQ ID NO: 11 o la SEQ ID NO: 12 en donde cada



14.

15.

16.

miembro del par esta en lados opuestos de una secuencia diagnostica para
dicha insercion de MON15985; Tl
b) poner en contacto una muestra de dicho tejido de algodén con dicho
par iniciador;

c) desarrollar una amplificacion de ADN y detectar un amplicon que

comprende al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste

de la SEQ ID NO: 11y la SEQ ID NO: 12.

El método de la reivindicacion 12 o 13 en donde dicho par iniciador se
selecciona del grupo que consiste la SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ
ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO:

32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 36.

un método para detectar la presencia de la insercion MON15985 en tejido
de algodén que comprende:

a) poner en contacto una muestra de dicho tejido de algoddn con una
sonda de poli nucledtido, en donde dicha sonda de poli nucleétido de
hibridiza bajo condiciones de hibridizaciéon estrictas con una o mas
secuencias de ADN seleccionadas del grupo que consiste de la SEQ ID
NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO. 18;
b) someter la muestra y la sonda a condiciones de hibridizacion
estrictas;

c) detectar la hibridizacion de la sonda.

El kit de deteccion de ADN que comprende una sonda de poli nucleétido, en

donde dicha sonda de polinucledtido I@ifdiza bajo condiciones de
hibridizacién estrictas con una o mas secuencias de ADN seleccionadas del

U
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grupo que consiste de la SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO. 15, SEQ ID NO: 16,

SEQ ID NO: 17, y SEQ ID NO: 18.

Un kit de deteccion de ADN que comprende una molécula de ADN aislado
que comprende al menos 15 nucleétidos de la SEQ ID NO: 11 o LA SEQ ID
NO: 12 o sus complementos, y que comprende una secuencia de union

entre el ADN de inserto y de flanqueo de MON15985.
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Bogota, D. C.

Doctor

EMILIO FERRERO

Monsanto Technology

(Apoderado)

ASUNTO Radicacion 02-49630
Tramite 002
Evento 001
Actuacion 430
Oficio [ 3 N Al
Folios 12663

Como resultado de la busqueda de anterioridad y con fundamento en el articulo 46 de la Decision
486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:

El articulo 46 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina establece que: “La
oficina nacional competente podra requerir el informe de expertos o de organismos cientificos o
tecnologicos que se consideren idoneos, para que emitan opinién sobre la patentabilidad de la
invencion. Asimismo, cuando lo estime conveniente, podra requerir informes de otras oficinas de
propiedad industrial.

‘De ser necesario, a efectos del examen de patentabilidad y a requerimiento de la oficina
nacional competente, el solicitante proporcionara, en un plazo que no excedera de 3 meses, uno
0 mas de los siguientes documentos relativos a una o més de las solicitudes extranjeras
referidas total o parcialmente a la misma invencion que se examina:

“...b) copia de los resultados de examenes de novedad o de patentabilidad efectuados respecto
a esa solicitud extranjera;...

Si el solicitante no presentara los documentos requeridos dentro del plazo sefialado en el
presente articulo la oficina nacional competente denegaré la patente.”

Como resultado de la busqueda de anterioridades se encontré que la solicitud en estudio
corresponde con la solicitud europea y publicada con el nimero W002100163. El anélisis del
examen de la solicitud extranjera establece como documentos que afecta la patentabilidad del objeto
de la solicitud colombiana los siguientes:

ADAMCZYK, J.J., ET AL.: "Evaluation of Bollgardll (cv. DP50BII) in the
mississippi delta: field eficacy against various lepidoptera while profiling
season-long expression of Cry1Ac and Cry2Ab" PROCEEDINGS OF THE
BELTWIDE COTTON CONFERENCE, HELD JAN. 9-13, 2001, vol. 2, 2001,
pages 835-837, XP008054531

AKIN, D.S., ET AL.: "Field efficacy of cotton expressing tow insecticidal proteins
of Bacillus thuringiensis" PROCEEDINGS OF THE BELTWIDE COTTON
CONFERENCE, HELD JAN. 9-13 2001., vol. 2, 2001, pages 1041-1043,
XP008054529

D,



NORMAN, JW. ET AL.. "Performance of bollgard Il cotton against
lepidopterous pests in the lower rio grande valley of texas" PROCEEDINGS OF [)z
THE BELTWIDE COTTON CONFERENCE, HELD JAN. 9-13 2001., vol. 2,
2001, pages 833-835, XP008054530

JACKSON, R.E., ET AL.: "Efficacy of bollgard and bollgard Il cottons against
bollworm , Helicoverpa zea (Boddie) in field and greenhous studies"
PROCEEDINGS OF THE BELTWIDE COTTON CONFERENCE, HELD JAN.
9-13, 2001., vol. 2, 2001, pages 815-819, XP008054533

STEWART S D ET AL: "Impact of Bt cottons expréssing one or two insecticidal
proteins of Bacillus thuringiensis Berliner on growth and survival of noctuid Ds
(Lepidoptera) larvae" JOURNAL OF ECONOMIC ENTOMOLOGY, vol. 94, no.

3, June 2001 (2001-06), pages 752-760, XP008054502 ISSN: 0022-0493

WINDELS P ET AL: "DEVELOPMENT OF A LINE SPECIFIC GMO
DETECTION METHOD A CASE STUDY" MEDEDELINGEN VAN DE ).
FACULTEIT LANDBOUWWETENSCHAPPEN UNIVERSITEIT GENT, GENT,

BE, vol. 64, no. 5B, 22 September 1999 (1999-09-22), pages 459-462,
XP001032975 ISSN: 0368-9697

Con el fin de agilizar el tramite, le sugerimos que junto al documento solicitado presente los
argumentos que usted considere necesarios para demostrar que este articulo no afecta los
requisitos de patentabilidad de su invencion.

Dado que el articulo mencionado es el resultado del examen de patentabilidad efectuado a la
solicitud extrajera que corresponde con la solicitud colombiana y habiendo sido imposible la
consecucién de dicho documento, esta Oficina requiere que el solicitante proporcione en un plazo
que no excedera de 3 meses, la copia del articulo mencionados anteriormente. Nos permitimos
recordarle que si el solicitante no presentara los documentos requeridos dentro del plazo sefialado la
oficina nacional competente denegara la patente.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e del capitulo quinto
(5), del titulo primero de la circul ica nimero 10 de 2001.

/
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ALIX CARMENZA/CESPEDES DE VERGEL

El anterior rét;uerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha

Jefe de la Divisioh de Nuevas Creaciones (E). ‘ﬂ 2 NOV 2006

CONCEPTO TECNICO EXAMINADOR TECNICO
Namero: 1696 Cadigo # 202063
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Sefiora Jefe de la Rad: 02-049630- -00010-0000
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES F%_ct 2(2)07;33+0E1N1Taé253:59 Dep. 2020 NUECREACIONE:
Superintendencia de Industria y Comercio EVS 1 REGDEPOSITO _
E. S. D. Act444 RESPUESTAREQUE  Folios: 29
Tramite : 002
Evento : 001

Actuacion: 444
Referencia . Expediente No. 02.049.630

Asunto . Solicitud de patente para PLANTA EVENTO DE ALGODON
MON15985 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA
DETECCION DEL MISMO

Solicitante : MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Fecha de solicitud : 11 de junio de 2002.

1. Yo, Emilio FERRERO, obrando como apoderado del solicitante en el asunto
antes identificado, me refiero al Oficio No. 12665 notificado por fijacion en lista del 02
de noviembre de 2006, y atentamente presento junto con este escrito los siguientes

articulos:

= ADAMCZYK, J.J., ET AL.: "Evaluation of Bollgardll (cv. DP50BII) in the mississippi
delta: field efficacy against various lepidoptera while profiling season-long expression
of CrylAc and Cry2Ab" PROCEEDINGS OF THE BELTWIDE COTTON CONFERENCE,
HELD JAN. 9-13, 2001, vol. 2, 2001 pages 835-836, XP008054531.

= AKIN, D.S.,ET AL.: "Field efficacy of cotton expressing two insecticidal proteins of

Bacillus thuringiensis" PROCEEDINGS OF THE BELTWIDE COTTON CONFERENCE,
HELD JAN. 9-13, 2001, pages 1041-1043 XP008054529.

NIT 860.041.367-3
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= NORMAN, J.W., ET AL: "Performance of bollgard II cotton against lepidopterous pests
in the lower rio grande valley of texas" PROCEEDINGS OF THE BELTWIDE COTTON
CONFERENCE, HELD JAN. 9-13 2001, vol. 2, 2001, pages 833-835, XP008054530.

= JACKSON, R.E., ET AL: "Efficacy of bollgard and bollgard II cottons against bollworm,
Helicoverpa zea (Boddie) in field and greenhouse studies" PROCEEDINGS OF THE
BELTWIDE COTTON CONFERENCE, HELD JAN. 9-13, 2001 vol. 2, 2001, pages.815-
818, XP008054533.

= STEWART S D ET AL: "lmpact of Bt cottons expressing one or two insecticidal proteins
of Bacillus thuringiensis Berliner on growth and survival of noctuid (Lepidoptera)
larvae" JOURNAL OF ECONOMIC ENTOMOLOGY, vol. 94, no. 3, June 2001 (2001-06),
pages 752-760, XP008054502 ISSN: 0022-0493.

= WINDELS P ET AL: "DEVELOPMENT OF A LINE SPECIFIC GMO DETECTION METHOD
A CASE STUDY" MEDEDELINGEN VAN DE FACULTEIT LANDBOUWWETENSCHAPPEN
UNIVERSITEIT GENT, GENT, BE, vol. 64, no. 5B, 22 September 1999 (1999-09-22),
pages 459-462, XP001032975 ISSN: 0368-9697.

Respetuosamente le informo al Despacho, que de acuerdo con la informacion recibida de
nuestro cliente, el articulo de ADAMCZYK, J.J., ET AL. y el de JACKSON, R.E., ET AL.
cuenta con dos (2) hojas y con cuatro (4) hojas respectivamente; ya que las paginas

faltantes corresponden a publicidad.

Con el fin de demostrar que los documentos requeridos por su Despacho no afectan la
patentabilidad de la presente invencidn, considero fundamental poner de presente

inicialmente cual es el objeto de esta Ultima.

Asi se debe tener en cuenta que la presente invencion reivindica (i) células transgénicas
de una planta de algoddén que comprenden un inserte que codifica Cry2Ab y las
secuencias de union de las SEQ ID NOs: 14-18; (ii) las sondas y los iniciadores que son
Utiles para detectar tal evento de insercion; (iii) los métodos para detectar tal evento de
insercion; (iv) y los kits de deteccion de ADN que comprenden las sondas y los iniciadores
reivindicados. Vale la pena resaltar que las caracteristicas técnicas esenciales de la
presente invencion son las secuencias de unidén Unicas, mas especificamente las

secuencias de amplicon Unicas que son diagndsticas para el evento de insercion objetivo.
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Asi entonces, toda vez que tal evento de insercidn involucra secuencias Unicas que no
estan descritas ni sugeridas en el estado de la técnica como se demostrard a continuacion,
la patentabilidad de la presente invencion, que especificamente reivindica las secuencias

Unicas anteriormente mencionadas, no se ve afectada por los articulos citados. Veamos;

Los articulos de ADAMCZYK ET AL., AKIN ET AL., NORMAN ET AL., y JACKOSN ET
AL. no revelan secuencias que sean diagndsticas para la insercion MON15985.
Adicionalmente, no suministran ninguna descripcion de las secuencias de union SEQ ID
NOs: 14-18 o las secuencias de amplicon de las SEQ ID NOs: 11 y 12. Aunque, los
articulos anteriores emplean términos como BollgardII®, DP5S0BII, MON15985, DPL15985
y/o DP50BX, los mismos son simplemente términos arbitrarios exentos de cualquier

caracteristica técnica.

Por lo tanto, toda vez que las caracteristicas técnicas Unicas para la insercion MON15985
no son divulgadas en ninguno de los articulos anteriores, los mismos no afectan la

patentabilidad de la presente invencion.

Por su parte, el articulo de STEWART ET AL., describe el impacto del algodon
transgénico que expresa tanto las endotoxinas CrylAc y Cry2Ab de B. thuringiensis sobre
el crecimiento y supervivencia de las larvas de Lepiddptera. Aunque menciona que el
MON15985 es uno de los cultivares primarios utilizados en sus ensayos, este articulo no

describe ninguna secuencia que sea diagndstica para la insercion MON15985.

Asi entonces, al no divulgar ninguna descripcion sobre las secuencias de union de las SEQ
ID NOs. 14-18 o las secuencias de amplicon de la SEQ ID NOs: 11 y 12, ni ninguna de las
caracteristicas Unicas para la insercion MON15985, este articulo tampoco afecta la

patentabilidad de la presente invencion.
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Finalmente, el articulo de WINDELS ET AL., describe un méetodo PCR para detectar el <
ADN de frijol de soya RoundUP Ready™ en una forma de linea especifica. Este articulo no
ensefia ni sugiere un método para detectar un-evento de insercién de algodon que
involucre las secuencias de unién de las SEQ ID NOs: 14-18, o las secuencias de amplicon
de las SEQ ID NOs: 11 y 12. Asi entonces, toda vez que las caracteristicas técnicas
especificas anteriormente mencionadas para la insercion MON15985 no son divulgadas en
este articulo, aunque el mismo suministre un método PCR para detectar una linea
especifica de organismos genéticamente modificados (OGM), y toda vez que el mismo no
ensefia ni sugiere un método para detectar el evento de insercién de algododn, tal y como
se reivindica en la presente solicitud, el mismo no puede tampoco afectar la patentabilidad

de la presente invencion.

3. Puesto que se han atendido a cabalidad las peticiones hechas por su Despacho
sobre la presente solicitud de patente, atentamente solicito que se continte su

tramitacion.

Bogota,

Sefiora Jefe, / - P

[
/)/?‘L\_C—-_—. el A N ..

EMILIO FERRERO
T.P.A. No. 31.929
COLO 12746-801-002-1

(s NNJ/NNJ/ID-000309/WPMEMOLE
L Cns M-2007-00001455
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Referencia
Asunto

Solicitante
Fecha de Solicitud

Tramite : 001
Evento : 002
Actuacion : 467

Expediente No. 02.049.630

REGISTRO - PATENTE PLANTA EVENTO DE
ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES Y
METODOS PARA DETECCION DEL MISMO.
MONSANTO TECHNOLOGY LLC

11 de junio de 2002

1. Yo, Emilio FERRERO, como apoderado del solicitante, en el asunto antes

identificado, atentamente solicito a Usted se sirva concederme un plazo de treinta (30)

dias, para atender el oficio No. 2757 notificado por fijacién en lista del 1 de marzo de

2007.

2 Presento junto con este memorial, el recibo expedido por el Fondo Especial

de la Superintendencia de Industria y Comercio, en donde costa el pago hecho por valor

de $72.000 en conformidad con lo dispuesto en la resolucién No. 36155 del 28 de

diciembre de 20086.

Sefiora Jefe,

COLO 12746 801 002 1
n NNJASG\ID-102085\WPC12746

v No. M-2007-102085\NNJ
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T.P.A. No. 31.929

NIT 860.041.367-3
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Teléfono: (57-1) 347 3611

EDIFICIO SISKI Telefax: (57-1) 211 8650

www.cavelier.com CARRERA 4 No. 72 -35 (57-1) 540 0860
cavelier@cavelier.com BOGOTA 8, COLOMBIA Fax in U.S.A.: (1-305) 381 9660

Sefiora Jefe de la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio -5 Lk
E: S. D. . -00013-0C

Tramite : 002 Evento : 001 Actuacion : 444
Referencia : Expediente No. 02049630
Asunto . Solicitud de patente para PLANTA EVENTO DE ALGODON
MON15985 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA
‘ DETECCION DEL MISMO. '
Solicitante : MONSANTO TECHNOLOGY LLC
Fecha de Solicitud 11 de Junio de 2002

1. Yo, Emilio FERRERO, obrando como apoderado del solicitante en el asunto antes
identificado, me refiero al Oficio No. 2757 notificado por fijacion en lista del 1 de marzo
de 2007.

2. Mediante memorial de fecha 28 de mayo de 2007 solicité un plazo de 30 dias para
atender el Oficio No. 2757.

3. Mediante el Oficio No. 2757 se puso en conocimiento del solicitante el informe que

contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre la presente solicitud de patente.

Atiendo a las observaciones de la manera siguiente:

NIT 860.041.367-3
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R | CLARIDAD DE LA SOLICITUD

Para subsanar las objeciones que sobre claridad hizo su Despacho, presento nuevo pliego
reivindicatorio con 17 reivindicaciones en el cual se han hecho los cambios sugeridos por
su Despacho, los cuales delimitan claramente la materia reivindicada. Las modificaciones

efectuadas al capitulo reivindicatorio fueron las siguientes:

- La nueva reivindicacion 4 se refiere Unicamente al evento de algodon MON15985, el
cual tiene un inserto que codifica el Cry2Ab, asi como un inserto que codifica el CrylAc.
De esta manera y siguiendo la sugerencia del Sefior Examinador, la invencion es
reivindicada por una caracteristica técnica y no por el resultado que se espera alcanzar
con aquella. El soporte para esta reivindicacion se encuentra en la pagina 18, primer

parrafo y en la pagina 20.
- La antigua reivindicacion 4 se ha eliminado del pliego reivindicatorio.

- Las reivindicaciones 8 a 11 se han corregido para referirse a la secuencia o
secuencias de conexion especificas. A este respecto, es importante mencionar que las
moléculas de ADN son sondas o cebadores Utiles para distinguir la insercion MON15985 de

la secuencia no trasformada, y no modificada nativa, lo cual es plenamente soportado por

la descripcion.

- Las reivindicaciones 12 y 16 se han corregido para referirse a la secuencia de

conexion especifica.

A este respecto, amablemente reiteramos que la nueva reivindicacion 16 y su
dependiente estan dirigidas a un kit para la deteccion de ADN que comprende o un
polinucledtido que hibridiza a una o mas secuencias de union o al menos 15 nucledtidos
de las secuencias del amplicon o complementos de los mismos. Es asi como un experto en

el arte entenderia que la molécula de ADN que se hibridiza bajo condiciones rigurosas con

(N
e \J
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una o mas de las secuencias de conexion especificadas tendrian una secuencia que es
complementaria a una o mas secuencias de conexion, por lo cual, dichas reivindicaciones

se caracterizan por sus caracteristicas técnicas.

- Respetuosamente ponemos de presente que los términos “al menos” y “una porcién
de” cuando se refieren a una sonda o cebador que es especifico para detectar la insercién
MON15985, no son términos ambiguos para un experto en la materia ya que los mismos

son rutinariamente empleados en este campo de la tecnologfa.

. Con respecto a la reivindicacion 1, cordialmente ponemos de presente que no existe
restriccion alguna en la ley que prohiba caracterizar un elemento patentable como lo son
las células de plantas transgénicas con elementos no patentables, mientras las mismas
cumplan el requisito de ser novedosas, tener nivel inventivo y aplicacion industrial, como

sucede en el presente caso.
Con las anteriores modificaciones del capitulo reivindicatorio quedan subsanadas las

objeciones que por claridad hizo su Despacho al mismo ya que ahora cumple con las

disposiciones del articulo 30 de la Decision 486.

3.2.  UNIDAD DE INVENCION

Su Despacho establece que la solicitud carece de unidad de invencion, ya que afirma
que la SEQ ID NOs: 14, 15, 16, 17, 18, 11 y 12 deben tener la misma actividad y la
misma estructura comun, y que la estructura comuin debe representar una mejora

cualitativa sobre la formulacion de la regla técnica.

En respuesta, presentamos los siguientes comentarios:



\ J

1

CAVELIER

ABOGADOS

Las SEQ ID NOs: 14, 15, 16, 17, y 18 son secuencias de conexion y las SEQ ID NOs: 11y
12 son secuencias amplicon que son diagndsticas para la insercion MON15985. La Figura 1

(anexo 5.2) ilustra claramente la relacion entre estas secuencias.

A este respecto, es importante establecer que el evento de algodéon MON15985 contiene
un grupo seleccionado de marcadores, (es decir las secuencias de conexién o amplicon)
como resultado del inserto de ADN transgénico en el genoma. La deteccion de cualquiera
de estos marcadores en una muestra conocida por surgir de la semilla de algoddn y otros

tejidos de algoddn es diagnostica para la presencia del evento MON15985 en esa muestra.

Asi entonces, las secuencias estan todas fisicamente ligadas (Figura 1), ya que la |

deteccidn de cualquiera de estas secuencias en una muestra que contiene ADN algodén es

diagndstica de la presencia del evento MON15985 en esa muestra, y necesariamente por |

lo tanto, la presencia de cada una de las otras secuencias también. Por lo tanto, dichas

secuencias se deben examinar en conjunto como una simple invencion.

Con respecto a la mejora cualitativa sobre la formulacion de la regla técnica,
respetuosamente ponemos de presente que las plantas de algodén MON15985 de mi

representada suministran ventajas agrondmicas a un cultivador, toda vez que el mismo

consigue un mayor rendimiento de las plantas de algodén transformadas con genes de B. |

thuringiensis (es decir cry2Ab y crylAc) que son complementarias una a la otra. Tal
evento de transformacion da como resultado una (i) disminucion en la probabilidad del
desarrollo de una poblacién de plagas de insectos que sean resistentes a la o las proteinas
de cristal de B. thuringiensis (es decir insecticida), (i) suministra un mecanismo interno
para manejar a uno o a ambos de los insecticidas expresados en las plantas, y (iii)

suministra medios para un acanalamiento limpio de las semillas en el comercio.

Teniendo en cuenta los argumentos expuestos anteriormente, es evidente que existe
unidad de invencion entre las SEQ ID NOs: 14, 15, 16, 17, 18, 11 y 12 y que estas

10 ] by 7oA
w alon 0N (]
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secuencias se deben examinar juntas, toda vez que las SEQ ID NOs: 14, 15, 16, 17, y 18
son secuencias de conexién y las SEQ ID NOs: 11 y 12 son secuencias amplicon que son
diagnosticas para la insercion MON15985, y por lo tanto, la deteccion de cualquiera de

estas secuencias en una muestra necesariamente implica la presencia de las otras.

3.3.  ES UNA INVENCION

El Examinador sostiene que la reivindicacion 7 se relaciona con un proceso esencialmente
bioldgico y que por lo tanto de acuerdo con el articulo 15. de la Decisién 486 no es

patentable.

A este respecto, respetuosamente reiteramos que la reivindicacion 7 se refiere a un
método para producir una planta de algodon al cruzar una planta resistentes a insectos
que comprende las secuencias de nucleétido de las SEQ ID NOs: 14-18 con una planta de
algodon diferente, obteniendo al menos una planta de progenie, para luego seleccionar
dicha progenie, que son las secuencias resistentes a insecto y comprenden las secuencias
de nucledtido de las SEQ ID NOs: 14-18.

En vista de lo anterior, es importante establecer que el método reivindicado involucra la
etapa de seleccionar progenie que comprende las secuencias de nucleétido de las SEQ ID
NOs: 14-18, cuyas secuencias son secuencias novedosas de ADN de conexion gendmico-
transgén debido a la insercidn del transgén. Esta etapa ciertamente requiere de
intervencion técnica humana, en razon a que no todas las plantas de progenie tendrian la
insercion MON15985 de la presente invencion y una etapa de analisis se requiere
para seleccionar las plantas de progenie que tienen la insercion MON15985. Asi
entonces, el método reivindicado no es un proceso esencialmente bioldgico como lo
asevera el Examinador, y por lo tanto el mismo no esta incurso dentro del alcance de la

excepcion de patentabilidad del articulo 15 de la Decision 486.
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Adicionalmente, el Examinador sostiene que la reivindicacion 8 (nueva reivindicacion 11)
no es patentable de acuerdo con el literal b) del articulo en mencion, toda vez que la
misma se refiere a una molécula de ADN aislada que constituye materia ya existente en la

naturaleza.

A este respecto, ponemos de presente que nos encontramos en desacuerdo, debido a que

la misma esta dirigida a la molécula de ADN aislada que comprende la combinacién de

H

las cinco Unicas secuencias de conexion de las SEQ ID NOs: 14-18. Tal combinacion
resulta del evento MON15985 de la presente invencion y por ende no pre-existe en la
naturaleza. El evento MON15985 involucra modificaciones genéticas y no ocurre
naturalmente, por lo cual la reivindicacién 8 dirigida a la molécula de ADN que resulta del

evento MON15985 es patentable ya que la misma no esta incursa en la excepcion de

' patentabilidad del literal b) del articulo 15 de la Decision 486.

3.4, NIVEL INVENTIVO

Ese Despacho afirma que los documentos D1 a D5 y D7 afectan el nivel inventivo de las
reivindicaciones 1-3 y las dependientes de estas (es decir las reivindicaciones 1-6)de la
presente invencion, con lo cual estamos en desacuerdo por los argumentos expuestos a
continuacion. Veamos:

D1 a D4 no describen ninguna secuencia que sea diagnostica para la insercic’)n')
MON15985, objeto de la presente invencion. Esto es, no se suministra ninguna descripcion @E’f
sobre las secuencias de conexion de las SEQ ID NOs: 14-18 o las secuencias amplicon de)

las SEQ ID NOs: 11 y12. Se cree que al referirse simplemente a los términos BollgardII®,
DP40BII, MON15985, DPL15985 y/o DP50BX, dichas anterioridades no ensefian la
invencion de la presente solicitud, toda vez que estos términos son simplemente términos
arbitrarios exentos de cualquier significad técnico. Sin ninguna descripcion sobre las
caracteristicas técnicas Unicas para la insercion MON15985, ninguno de los documentos

D1 a D4 suministran una ensefianza que se pueda reproducir por un experto en la técnica
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y consecuentemente, estas referencias no pueden afectar el nivel inventivo de la presente

solicitud.

A este respecto, repestuosamente ponemos de presente al sefior examinador que
de acuerdo con el Manual Andino de Patentes y la Doctrina solamente los eventos en los .
cuales se ha hecho una publicacion completa de la invencion’ (publicaciones o |

conferencias) que permitan a una persona llevarla a cabo tienen la capacidad de ser ;' O

j—

considerados como anterioridades validas capaces de afectar la patentabilidad de la /. ’E‘J“ﬁ:'ﬂ _
VRS |

invencion reivindicada. Lo anterior, por cuanto si dicha publicacién no es completa o lo
que es lo mismo, no revela toda la informacién relevante para llevarla a cabo, es claro que
no corresponde ni a la misma invencidn reivindicada ni tiene las ensefianzas o sugerencias

para llevarla a cabo.

Por su parte, D5 describe el impacto de algodones que expresan una o dos endotoxinas
de B. thuringiensis sobre el crecimiento y la supervivencia de las larvas del Lepidoptero.
Aunque se menciona que el MON15985 es uno de los cultivares primarios utilizados en sus ffﬂﬁﬁi/
ensayos, D5 no describe ninguna secuencia que sea diagnosticas para la insercion
MON15985, es decir, no revela informacién sobre las secuencias de conexion de las SEQ
ID NOs: 14-18 o de las secuencias amplicon de las SEQ ID NOs: 11y 12. Es asi como sin
ninguna descripcién sobre las caracteristicas técnicas Unicas para la insercion MON15985,

dicho documento tampoco puede afectar el nivel inventivo de la presente solicitud.

D7 describe el método de expresar la Cry2A §-endotoxina localizada en un organelo o
compartimiento subcelular en plantas y plantas que comprenden una secuencia de
polinucledtido que codifica una Cry2A §-endotoxina. Aunque describir la coexpresion de
Cry2Ab y otra &-endotoxina Cry de B. thuringiensis, dicho documento no suministra
ninguna ensefianza o ninguna motivaciéon para la combinacién exacta del Cry2Ab y el
CrylAc sobre cualquier otros tipo de combinacion, como la presente invencion.
Adicionalmente, el mismo, no ensefia ninguna secuencia que sea diagndstica para la Zob/“(o

insercion MON15985, es decir, no suministra ninguna descripcién sobre las secuencias de



CAVELIER 27

ABOGADOS

conexion de las SEQ ID NOs: 14-18 o de las secuencias amplicon de las SEQ ID NOs: 11y
12. Por lo tanto, al no hacer mencidn ni sugerir las caracteristicas técnicas Unicas para la
insercion MON15985, D7 al igual que los documentos anteriores tampoco afecta el nivel
inventivo de la presente solicitud, ya que no suministra ensefianzas que permitan a un

técnico medio versado en el arte llevar a cabo la invencion de mi representada.

Con respecto a la afirmacion del sefior Examinador con referencia a que el evento de

insercion MON15985 representa una modificacion que no es significativamente superior

. sobre el estado del arte, respetuosamente ponemos de presente que el estado del arte

solo discute de manera general como coexpresar la §-endotoxina Cry2A de B. thuringiensis

con Dipteran inactivo y una d-endotoxina Cryl de B. thuringiensisy que tal coexpresion se

espera logre propiedades insecticidas incrementadas en la planta transformada a través de

la expresién incrementada y el desarrollo disminuido de la resistencia insecticida (Ver,

Seccién 2.6.3 de D7). Sin embargo, no existe ensefianza o sugerencia en D7 de que la &- V’”Jw b{ﬂw W
endotoxina Cry2Ab y CrylAc deban ser especificamente combinadas sobre cualquier otros AN

tipos de combinacién de las &-endotoxinas Cry2A y Cryl para lograr un evento de C

insercion tal como se reivindica en la presente solicitud de patente.

Adicionalmente, las plantas de algodén MON15985 de la presente invencion poseen

propiedades inesperadas y superiores porque tales plantas suministran ventajas JO H,-)Lk

622
4 - - . . | Jj"l r"\ O"";‘
las plantas de algoddn transformadas con genes de B. thuringiensis (es decir cry2Aby | 2
I
Q

crylAc) que son complementarias una a la otra. Tal evento de transformacion da como (0 J\U

—

agrondémicas a un cultivador, toda vez que el mismo consigue un mayor rendimiento de

resultado una (i) disminucién en la probabilidad del desarrollo de una poblacién de plagas | N f’(?“"m’
de insectos que sean resistentes a la o las proteinas de cristal de B. thuringiensis (es decir
insecticida), (ii) suministra un mecanismo interno para manejar a uno o a ambos de los
insecticidas expresados en las plantas, y (iii) suministra medios para un acanalamiento

limpio de las semillas en el comercio.
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Por lo tanto, se puede concluir que ninguno de los documentos D1 a D5 y D7 conducen a
una persona versada en la materia a la solucién de acuerdo con la presente solicitud de
patente, toda vez que ninguno describe las secuencias de conexion de las SEQ ID NOs:
14-18 o de las secuencias amplicon de las SEQ ID NOs: 11 y 12, lo cual representa un

avance en el estado del arte.

Finalmente, el Examinador sostiene que las reivindicaciones 12-15 no son inventivas a la

luz de D6. A este respecto, respetuosamente aclaramos que D6 describe un método PCR

para detectar el ADN del frijol de soya RoundUp Ready™ de una forma especifica de linea,

mas no ensefia o sugiere un método para detectar un evento de insercién de algodén qu b

lq\f*’

involucre las secuencias de conexion de la SEQ ID NOs: 14-18 o de las secuencias I/“U ova

kr“ful

amplicdn de las SEQ ID NOs: 11 y 12. En vista de la falta de informacion sobre la \cm:r -
caracteristicas técnicas especificas anteriormente mencionadas para la insercion ”‘\é}cc}iﬂ .
MON15985, dicho documento, si bien suministra un método PCR para detectar una linea
especifica de un organismo genéticamente modificado (0 GMO) no conducen a una
persona versada en la materia a desarrollar un método para detectar el evento de

insercion de algoddn como se reivindica en la presente solicitud.

Como se ha mencionado en repetidas ocasiones durante el texto, la presente invencion
esta dirigida a la insercion MON15985 que se caracteriza por las secuencias de conexion
de la SEQ ID NOs: 14-18 o por las secuencias amplicon de las SEQ ID NOs: 11y 12, y es
asi como sin ningdn conocimiento sobre las secuencias de conexion/amplicon
caracteristicas de la presente invencion, un experto en el arte con las ensefianzas de D6,
no estarfa motivado a disefiar sondas/cebadores que sean especificos para la insercion
MON15985. Adicionalmente, es importante aclarar que el hecho de saber emplear la
técnica PCR, no es suficiente como motivacion para detectar cualquier evento de insercion

sin importar si los eventos son conocidos en la técnica o no.

En vista a lo anterior, D6 no conduce a una persona versada en la materia a reproducir la

presente invencion tal como se reivindica, toda vez que dicho documento describe un
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método PCR, mas no ensefia o sugiere un método para detectar un evento de insercion de
algoddn que involucre las secuencias de conexion de la SEQ ID NOs: 14-18 o de las

secuencias amplicon de las SEQ ID NOs: 11y 12.

4, Puesto que se han atendido a cabalidad las observaciones hechas por su Despacho
sobre la presente solicitud de patente, atentamente solicito que se continie su

tramitacion.
5. Anexos:

5.1.  Nuevo pliego reivindicatorio con 17 reivindicaciones;
5.2.  Figura 1;
5.3.  Formulario para modificaciones;

5.4. Recibo por valor de $99.000 por concepto de modificaciones en solicitud

pendiente.
Bogota,
Sefiora Jefe, //' 7 2
;Z?pc.f_[/:-___, N ..d;' - -—m;_——:J

EMILIO FERRERO
T.P.A. No. 31.929

COLO 12746 801 002 1
}‘nNNJ\NNJ'\ID‘103780\WPC12746
No. M-2007-103780\NNJ
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Espacio reservado para el adhesivo de radicacion

FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES

2000-F03

O

D Correccion de Error Material

SOLICITUD DE:

Modificacién a una solicitud

Nombre:

0,

SOLICITANTE

MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Direccién: 800 North Lindbergh Boulevard,

St. Louis,
Missouri 63167,
Estados Unidos de América

Nacionalidad o Domicilio:

St. Louis,
Missouri,
E_stados Unidos de América.

Lugar de Constitucion:

Estado de Delaware, ]
Estados Unidos de América.

IDENTIFICACION

oo e [0 PACSINT 0| [)
CE D Otro I:]
Numero:

Teléfono: 546 09 70 Fax: 547 3170
E-mail: clientes@camyp.com
IDENTIFICACION

Nombre: Emilio FERRERO

Direccion: Carrera 4 No. 72-35 C.C. NIT |:|
REPRESENTANTE | Teléfono: 347 36 11 Fax: 2118650 | cEg [l owe L

O APODERADO - : ;
E-mail: cavelier@cavelier.com

Numero: 438.019 TP 31.929

Numero de expediente:

02.049.630

Descripcion de la correccion o modificacion solicitada:
Se presenta la Figura 1 y un nuevo capitulo reivindicatorio con 17 reivindicaciones y con el objeto de
subsanar la posible falta de claridad, unidad de invencion y de nivel inventivo de la solicitud.

Comprobante de pago No.

07-48.992 Fecha:

20 de junio de 2007

©
L4
©
O

Anexos
Comprobante de pago de la tasa por $ 99.000
D Poderes, si fuere el caso
D Documento que acredita la existencia y representacién legal de las partes, cuando sean
personas juridicas.
NOMBRE: EMILIO FERRERO FIRMA: /(ZA—»«-C‘“ (f'—'" S

C.C. 438.019 de Usaquen T.P.A. 31.929

NNJ




Reivindicaciones

1. Una célula de planta de algodon resistente a insectos, derivada de una ;
planta de algodon, en donde la semilla de dicha planta de algodén se ha /"

depositado en el American Type Culture Collection bajo el numero de

n

acceso PTA-2516.

2. Una célula de planta de algoddn resistente a insecto, que comprende
incorporada en el genoma de la célula de vegetal un Cry2Ab y ADN que i)
10 codifica el inserto que tiene una secuencia de nucledtido de la SEQ ID

NO.14, SEQ ID NO:15, SEQID NO 16: SEQ ID NO: 17,y SEQ ID NO: 18. T/

b _ ;

[— —ry e

3. Una célula de planta de algoddén resistente a insectos, que comprende
incorporado en el genoma de célula vegetal ADN que codifica Cry2Ab y
15 ADN que tiene las secuencias de nucledtido de la SEQ ID NO:11 y SEQ ID
NO:12.
. 4 La célula de planta de algodén resistente a insecto de la reivindicacion 2_6\ N+
3, que comprende ademas un casete de ADN que codifica Cry1Ac.
20
B, La célula de planta de algoddn resistente a insectos de una cualquiera de
las reivindicaciones 2 a 4, en donde la dicha célula de planta vegetal de | \

algodon es homocigota para el inserto Cry2Ab.

La célula de planta de algoddn resistente a insectos de una Cuélquiera de

I~
Ln
(93]

las reivindicaciones 2 a 4, en donde dicha célula de planta de algodén es

heterocigota para el inserto Cry2Ab.



N

/ Un meétodo para producir una planta de algodén resistente a insecto que

comprende:

a) Cruzar una planta de algodon resistente a insecto, que comprende

las secuencias de nucledtido de la SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15; SEQ ID

NO: 16, SEQ ID NO: 17, y la SEQ ID NO: 18, con una planta de algodén

diferente;

b) obtener al menos una planta de progenie derivada del cruce de (a); y

—_—

c) seleccionar la progenie que sea resistente a insectos y comprende
las secuencias de nucleétido de la SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15; SEQ ID

NO: 16, SEQ ID NO: 17, y SEQ ID NO: 18.

Una molécula de ADN aislado, que comprende al menos 15 nuclettidos de
la SEQ ID NO: 11 o la SEQ ID NO: 12 o sus complementos, y traslapatal
menos una secuencia de conexion seleccionada de la SEQ ID NO: 14; SEQ
ID NO: 15; SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, y SEQ ID NO: 18 o los

complementos de esta.

La molécula de ADN aislado de la reivindicacién 8 que comprende la SEQ
ID NO: 11 o su complemento, o una porcion de la SEQ ID NO: 11 o su
complemento que traslapa al menos una secuencia de conexion
seleccionada de la SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15; y SEQ ID NO: 16, SEQ

ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 o los complementos de esta.



9]
N

~10.  La molécula de ADN aislado de la reivindicacion 8 que comprende la SEQ
ID NO: 12 o su complemento, o una porcién de la SEQ ID NO: 12 o su
complemento que traslapa al menos una secuencia de conexion
seleccionada de la SEQ ID NO: 17, y SEQ ID NO: 18 o los complementos
de esta. |

1/1’:/ Una molécula de ADN aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a |..,_

T
10 que comprende la SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, e

SEQ ID NO: 17 0 SEQ ID NO: 18.

127 Un método para detectar la presencia de la insercion de MON15985 en un

tejido de algodén que comprende:

a) seleccionar un par cebador que comprende cada uno al menos 15 | \
\

nucledtidos de la SEQ ID NO: 11 o la SEQ ID NO: 12 en donde cada

miembro del par esta a lados opuestos de un secuencia seleccionada de la

SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17,y SEQ ID |

NO: 18;

b) poner en contacto una muestra de dicho tejido de algodén con dicho

par cebador;

&) desarrollar una amplificacion de ADN y detectar un amplicon que
comprende al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste
de la SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 y

SEQ ID NO: 18.
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20

13.

14,

i

El método de la reivindicacion 12 en donde la etapa (¢) comprende detectar
un amplicon que comprende al menos una secuencia seleccionada de la

SEQ ID NO: 11 yla SEQ ID NO: 12.

El método de la reivindicacion 12 o 13 en donde cada miembro de dicho par
cebador se selecciona del grupo que consiste la SEQ ID NO: 26, SEQ ID
NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31,
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35y SEQ ID

NO: 36.

Un método para detectar la presencia de la insercion MON15985 en tejido

de algodén que comprende:

a) poner en contacto una muestra de dicho tejido de algoddn con una

sonda de polinucledtido, en donde dicha sonda de polinucleétido hibridiza |

bajo condiciones de hibridizaciéon estrictas con una o mas secuencias de
ADN seleccionadas del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 14, SEQ ID

NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO. 18;

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

estrictas;

c) detectar la hibridizacién de la sonda en donde la presencia de la
hibridizacién de dicha sonda es indicativa de la presencia de la insercion

MON15985 en dicho tejido de algodon.
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17.

Un kit de deteccion de ADN que comprende una molécula de ADN aislado
que comprende al menos 15 nucledtidos de la SEQ ID NO: 11 o la SEQ ID
NO: 12 o sus complementos, y traslapar al menos una secuencia de
conexion seleccionada de la SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO:

16, SEQ ID NO: 17, y SEQ ID NO: 18 o los complementos de esta.

El kit de deteccion de ADN de la reivindicacion 16, en donde dicha molécula
de ADN hibridiza bajo condiciones de hibridizacion estrictas con una o mas
secuencias de ADN seleccionadas de la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO. 15,
la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, y la SEQ ID NO: 18 o el o los

complementos de esta.

A\



5

. i " H ma de \
Descripcién Gezgma Relacggnado (d;:gf;n;gén de5|a dg . Sgg%ngzén f(?aennqoueod |
Flanqueo cloroplastos remanente Insercion insercién remanente 3 ,fl
SEQ ID NO: 19 20 21 22 23 24 25 : ]
11 3| 5 7 8 10 12 ;’
\ II
N N Sy \ S b \\,
2 4 6 9 11 NT
] | N 90 | [=
SEQ IDNO: 14 15 16 ’Wf“\@’ . 17 18 |
(Secuencias \ J C \\J\f/ “ J '
de union) Nt I
SEg 11 12 |
FIG. 1
(_/_- .
SE@ 11 =14 1§ 1¢
, /
Ce® 12 = 4 4
e ; e



“w

'SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT ¢ B001746089-2
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YELIER ABOGADDS CONSIGNACION  DANCO POPULAR  030-00110-8 33800363 19/06/2007
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1 50005-01-07 CANMBID DE MODALIDAD Y MODIFICA 12 NARCAE ¥ LENMAS COMERCIALES 79,000.00
TOTAL ¢ 79,000.00
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CASTELLANOS & Co.
Calle 94 A No.72-09 SUPERINTENDENC A DE INDUSTRIA Y COMED A~
Bogota-Colombia i‘ UL wra 5E i
AR g
'0- U<£-049630- -00014-0000
Sefiora | '_uml_h:;—’!

Jefe de la Division de Nuevas Creaciones
Superintendencia de Industria y Comercio
Ministerio de Comercio, Desarrollo Industria y Turismo

E. S. D.

Ref.: Expediente No. 02.049.630
Solicitud de Patente PCT entrada Fase Nacional para:
“PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES Y
METODOS PARA DETECCION DE LOS MISMOS”
Solicitante: MONSANTO TECHNOLOGY LLC

PRESENTACION DE DOCUMENTO DE PODER

MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de  edad,
identificada y domiciliada como aparece al pié de mi firma, atentamente me
permito presentar documento de poder conferido por la sociedad MONSANTO
TECHNOLOGY LLC que me habilita para continuar el tramite de la solicitud de
patente de la referencia. Solicito, en consecuencia, se me reconozca
personeria y se me notifique toda actuacion posterior a la presentacion de este

poder.

De la Seriora Jefe,

WAM UMD
rgarita Castellanos Abondano

C.C. No. 39.779.654 de Usaquén

T.P.A. No. 70.819 de C.S.J.

Calle 94 A No. 7 A-09 — Bogota, D.C.

Tel.: 610 7420 — 610 7480
Bogota, D.C.,

Patentes/15/1529/MEMORIAL PRESENTACION DE PODER



CASTELLANOS & CO LTDA
ABOGADOS
Calle 94 A No. 7 A-09
Bogota, D.C. - COLOMBIA

Sefior

Jefe de la Division de Nuevas Creaciones
Superintendencia de Industria y Comercio

Ministerio de Comercio, Desarrollo, Industria y Turismo

E. S. D.

Ref.. PODER conferido por MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Yo, XIMENA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de edad, identificada y domiciliada
como aparece al pié de mi firma, atentamente manifiesto a Uds. que sustituyo en la Dra.
MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, el poder que me confiri6 MONSANTO
TECHNOLOGY LLC, con domicilio en 800 North Lindbergh Boulevard, St Louis,
Missouri 67167, Estados Unidos de América, debidamente legalizado por Apostilla bajo
el No. 142500, el dia 21 de diciembre de 2005, con las mismas facultades que me fueron
conferidas, para tramitar la solicitud de Patente en Colombia, para: “PLANTA EVENTO
DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA DETECCION DEL

MISMO”, que se tramita bajo el Expediente No. 02049630.

De la Seriora Jefe, Acepto

et WAlL00
ena Castellanos Abon Margarita| Castellanos Abondano
.C. No. 39.773.330 de Usaqueén C.C. No. 39.779.654 de Usaquén
T.P.A. No. 58.236 del C.S.J. T.P.A. No. 70.819 del C.S.J.
Calle 94 A No. 7 A-09 — Bogota Calle 94 A No. 7 A-09 — Bogota
PBX: 610 74 20 PBX: 610 74 20
Bogota, D.C.

XCA/MCA/zcalP1529



F

3§
LR

A 8 iriss s
| TON DR FiRNs
TRy W P RN N v e ® £2 8%

MEDIANTE ONFARECENSIS FERSOHA

3i
(Ari. 84 C.BC. imod. Decr. 2282 de 1989, art. 1 mod. 36)

Anteni Motario Cuarenta Y Urio (41) del cireulo
L e wain ciudad comparacia

identificade con C.G.

i expedida en:

nal ge abogado({a

‘unerior de !a

:_-'.;_.i G 3
¥ deciaréd gus

suya.

F ma del degiarante

En Bogotz D.C. a

FENTIOASION

TE COMPAREORNGES p8u:
(Art. 84 C.B.C. mod, Decr. 2222 do 1989, art. 1 mod. 38)
Anteni Notario Cusrenta ¥y Uno {41) del circulo
A vata civda

@4 comparecié persona!mefhr_

2 ¥

identificado con G.C

expedida en:

} Mo,

Jun

ia atu

umento di-




COLOMBIA

PODER
e i A Bl

El (los) MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Domiciliados en 800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis,
Missouri 63167, EEUU

Nombran por el presente a XIMENA CASTELLANOS A. y/o
MARGARITA CASTELLANOS A. abogadas con oficinas en la
Calle 94 A No. 7 A-09, Bogota-Colombia para obtener la
proteccion de mi (nuestra) propiedad Industrial y con este fin
autorizamos a dichos apoderados para que nos representen
ante cualesquiera autoridades o personas de los drdenes
administrativo, contencioso ~administrativo y judicial en todo lo
relacionado con los siguientes actos y gestiones:

a) Obtencién de patentes de invencion, modelos y dibujos

industriales; registro de marcas de fabrica, de servicio, .
colectivas o defensivas y de denominaciones de origen,

depésito de nombres y ensefias comerciales; su
renovacion, prorroga, inscripcion de traspaso y cambio de
nombre o domicilio, cancelacién voluntaria y el registro de
licencias de uso de esos derechos;

b) Para la obtencion de registros sanitarios;

¢) Acciones de oposicion, observacion, cancelacion, nulidad,
medidas cautelares y en general los juicios civiles, penales,
administrativos o contencioso administrativos que
promovamos o Se Nos promuevan.

Pudiendo en todos los actos y gestiones arriba mencionados

sustituir éste mandato, transigir, desistir, recibir, cancelar,

renunciar, aceptar notificaciones y nombrar apoderados

judiciales y extrajudiciales.

Finalmente, este poder ratifica la validez de todos los actos y
solicitudes que, a nombre de la poderdante hubieren realizado

los apoderados en relacion con las facultades anteriormente
enumeradas, antes de la suscripcion del presente poder

Dadoy frmadohoy 19 de Diciembre de 2005

en St. Louis, Missouri, USA

por ~ MONSANTO TECHNOLOGY LLC
(El notario debe suscribir el documento en la pagina siguiente)

(Se requiere legalizacion consular o mediante apostilla)

CERTIFICADO NOTARIAL (Sociedad)

R‘-—-.._

O

u

%,

POWER OF ATTORNEY

| (we) the undersigned MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Of 800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, Missouri
63167, EEUU

hereby grant(s) Power of Attorney to XIMENA
CASTELLANOS A. and /or MARGARITA CASTELLANOS a.
attorneys residing at Calle 94 A No. 7 A-09, Bogota-
Colombia, to obtain the protection of my (our Industrial

. Property, for which purpose we authorize the said attorneys to

represent. us before any authorities, or persons, specially
those, administrative, contentious and judicial, in all matters
concerning the following:

a) Obtainment of patents, models and designs, registration of

trademarks, service, collective and defensive marks, and of

designations of origin; the deposit of trade names and

ensigns; its renewal, extension, recordal of assignments,

change of name or domicile, voluntary cancellation, and the
registration of licenses of use of the above rights;

b) . For the obtainment of Sanitary registrations;

c) ‘Actions of opposition, cancellation, nullity, infringement,
granting of licenses; and in general the civil, criminal and
administrative suits related to those rights; actions and
suits instituted by us or against us;

In all the above matters they may substitute this power of

attorney, compromise, desist, cancel, receive, renounce,

accept notifications and appaint attorneys in fact, in or out of
court.

Finally, this power of attorney ratifies the validity of all acts
and applications made by the representatives in the name of
the signatory of this power of attorney, with regard to the
faculties above given, before the execution of the present
power of attorney.

Given and signed this 19th December, 2005

in St. Louis, Missouri

bv}ﬁmﬂlwwkﬁ
Dennis R. Hoexrner

(Notary shall execute on the next page)

(Consular legalization or apostille is required)

B aguSTIMMDBEL & utaY '-’Nw

NOTARIAL CERTIFICATION (Corporation)




COLOMBIA

Hoy 1%e Dic. delafio 2005
comparecié (eron) personalmente
DENNIS R. HOERNER

a quienes conozco como la(s) personas que firma(n) en
representacion de la Sociedad (Compania) denominada
MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Certifico ;
a) Que MONSANTO TECHNOLOGY LLC

es una sociedad/Compania legalmente constituida y
existente de acuerdo con las leyes de

b) Que el domicilio de dicha Sociedad/Compaiiia es
St. Louis, Missouri

c¢) Que el objeto u objetos para los cuales se otorga el
presente poder estdn comprendidos dentro del objeto
social de la mencionada Sociedad /Compaiiia.

d) QueelSr. DENNIS R. HOERNER

esta autorizado para otorgar el presente poder. Lo anterior

esta probado por medio de los siguientes documentos, que

certifico he visto*

(Ciudad) St. Louis

(Estado) Missouri

Hoy 19del Diciembre de 2005

(Notario Pdblico)

*Los documentos debe identificarse con fecha y origen.

Onthis 19 dayofDec. of 2005
personally appeared

Dennis R. Hoerner

whom | know to be the person(s) who signed this document as
representative(s) of the Corporation /Company named
Monsanto Technology LIC

| certify:

~a) That

Monsanto Technology LIC

is a corporation (Company legally constituted and in
existence in accordance with the laws of
b) That the domicile of said Corporation/Company is

St. ILouis, Missouri

c¢) That the purpose or purposes for which the present
Power of Attorney is granted are comprised within the
object set forth in the charter of the mentioned
Corporation/Company.

d) ThatMr. Dennis R. Hoerner

is (are) authorized to grant the present Power of Attorney. The

aforementioned was duly proven through the following

documents and | duly certify having seen them*:

(City) st. Louis
(State) Missouri

this 19 day oPeCof the year 2005

/ ;
(Notary PublicWM U Céﬂw ¢

*Documents must be identified with date and origin

SR P, MICHELLE LUDWIG
@I‘:;Tm\% My Commission Expires
s ot July 13,2009
',‘%,}.SEAL 3 St. Louis County

TEOFNEXT Commission #05550747

AFAT ATV L ATTIY Y A mweaa w e A e s
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Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document

. MICHELLE LUDWIG
2. has been signed by

—_ y NOTARY PUBLIC
3. acting in the capacity of

MICHELLE LUDWIG-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI

4. bears the seal/stamp of

Certified
S. at Jefferson City, Missouri
6. the 21* day of DECEMBER | 2005
7. by Robin Carnahan, Secretary of State, State of Missouri
8. No. 142500
9. Seal/Stamp 10. Signature:

b G

Comm. 48 (01-2005)

E

HiBogotd, U

|1 e 0ot
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TRADUCCION OFICIAL No. 06-02-04

de un documento escrito en INGLES, el cual para su identificacion lleva
el sello de la Traductora e Intérprete Oficial, Res. 2755/68 y 01144/97 de

Minjusticia, al igual que la presente.

(Adjunto a un documento de Poder otorgado por MONSANTO
TECHNOLOGY LLC)
Sello Notarial:
MICHELLE LUDWIG
Mi comisién vence Julio 13, 2009

Condado de St. Louis — Comisidn #05550747

APOSTILLA
(Convencién de La Haya de octubre 5, 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
2. ha sido firmado por Michelle Ludwig
3. actuando en su cardcter de Notario PUblico
4. lleva el sello de Michelle Ludwig — Notario PUblico — Estado de
Missouri
CERTIFICADO
5. En Jefferson City, Missouri

6. El dia 21 de Diciembre de 2005

E OFICIAL
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7. por Robin Carnahan, Secretario de Estado, Estado de Missouri

8. No. 142500
9. Sello (en dorado) 10. Firma:
(fdo) Robin Carnahan

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, a la cual me remito,

Bogotd, D. C., Febrero 9, 2006. M

DORA DUQUE pE BERNAL
TRADUCTORA E INTERPRETE OFICIAL
HES. 02755/68 ¥ 01 144/97 - MINJUSTICIA
REP, DE COLOMBIA
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Radicacion No. 02-49630
Clasificacion Internacional (IPC): A61K 38/20
Concepto Técnico No. 2055

Como resultado del examen definitivo, realizado con fundamento en el articulo 48
de la Decisién 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:
1. Documentos estudiados

1.1. Descripcion: Folios: 2 a 10 como se radicé inicialmente

1.2.Reivindicaciones: 1 a 17 folios 337 a 341 radicada con la respuesta del 12
de julio de 2007.

1.3. Prioridad: N° US60/297,406 de 11 de junio de 2001y cumple con
lo establecido en los articulos 9, 10 y 11 de la Decision
486 de la Comision de la Comunidad Andina.

2. Objeto de la invencion /

La presente solicitud se refiere a una célula vegetal resistente a insectos, derivada
de una planta de algodén evento MON 15985 depositada como ATCC PTA-2516,
y que comprende un inserto Cry2Ab y por lo menos una secuencia nucleotidica
seleccionada a partir del grupo de SEC ID:14, SEC ID No 15, SEC ID No 17 y
SEC ID No: 18 o CryA2b mas las secuencias SEQ ID No 11 y SEQ ID No 12.

También se reivindica el método para producir una planta de algodoén resistente a
herbicidas que comprende cruzar una planta resistente a herbicidas con una no
resistente y seleccionar la progenie.

También hacen parte de la invenciéon las secuencias de ADN aisladas que
comprenden las SEC ID:14, SEC ID No 15, SEC ID No 17 y SEC ID No: 18.
Ademas se reivindican métodos para detectar la presencia de la insercion
MON15985 en el tejido de algodén que comprende la seleccion de cebadores que
hibridizan sobre secuencias que flanquean la secuencia de insercion MON15985 y
la amplificacion del segmento de interés. Por Ultimo se reclaman los kits de
deteccion de ADN que comprenden las sondas que hibridizan con las secuencias
SEC ID No 14, SEC ID No 15, SEC ID No 17 y SEC ID No: 18 o que contienen los
cebadores que hibridizan con las secuencias flanqueantes de MON 15985.

Segun la IPC el anterior objeto se clasifica: AO1H 01/06, C12N 5/00
3. Incumplimiento articulo 45 D.486
En el concepto técnico 321 en cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de

la Comision de la Comunidad Andina, se requirid al solicitante para que diera
respuesta a dicha comunicacion indicando claramente que en caso de no dar



respuesta al presente requerimiento o si a pesar de la respuesta subsistieran los
impedimentos para la concesion, se denegaria la patente.

3.1 Incumplimiento (articulo 30 D 486) /

En el concepto 321 se indico6 expresamente: “La reivindicaciéon 1 reclama una
celula derivada de la planta PTA-2516. Sin embargo, como se mencion6 en el
concepto técnico previo, las plantas no son patentables a la luz de la D.486, por lo
que una célula caracterizada por un_ elemento no patentable no estaria
correctamente definida.” A pesar de lo anterior, el solicitante sigue reclamando en
la nueva clausula 1 la célula caracterizada por la planta no patentable
incumpliendo los articulos 30 y 45 de la Decisién 486.

Adicionalmente en dicha oportunidad se indicoé “En todo el capitulo reivindicatorio
se emplean términos imprecisos como al menos o una fraccién de..., que no
limitan el alcance de la proteccion solicitada” Lo anterior teniendo en cuenta que
el alcance de la proteccion esta delimitado por las revindicaciones, y al emplear
términos imprecisos se reclama materia que resulta mas amplia y especulativa,
respecto de la verdaderamente divulgada. Dichos términos imprecisos impiden
que una tercero pueda identificar con exactitud hasta donde llega la proteccion
solicitada.

Sin embargo las clausulas 8, 9, 10, y 16 actuales reclaman moléculas de ADN que
“‘comprenden al menos” una porcion de unas secuencia o que “traslapa al menos”
una secuencia o un kit que contiene una molécula que comprende “al menos”..,
abarcando materia que va mas alla de la verdaderamente divulgada y que incluso
puede existir de manera espontanea en la naturaleza. En cualquiera de los casos
anteriores en los que no se limita la reclamacion a una secuencia exacta, se
reivindican un sinnimero de moléculas que pueden no tener ninguna relaciéon con
el objeto de la presente invencion. Asi pues, que las clausulas mencionadas al
mantener los defectos objetados previamente incumplen los requisitos estipulados
en los articulos 30 y 45 de la D.486.

3.2Unidad de invencioén (articulo 25 D 486) /

En el concepto técnico 321 se indico: “Las reivindicaciones 2 a 3 reclaman una célula
vegetal resistente a insecto que comprende una secuencia que codifica Cry2Ab + ADN
que puede estar representado por cualquiera de las secuencias SEQ ID No 14, SEQ ID
No 15, SEQ ID No 16, SEQ ID No 17, SEQ ID No 18, SEQ ID No 11, SEQ ID No 12.

El elemento comun entre las secuencias SEQ ID No 14, SEQ ID No 15, SEQ ID No 16,
SEQ ID No 17, SEQ ID No 18, SEQ ID No 11, SEQ ID No 12 es que todas ellas pueden
acompariar al gen Cry2Ab en el inserto empleado para la transformacion de las plantas de
algodon. Sin embargo, este gen ya es bien conocido en la obtencién de plantas
transgénicas resistentes a insectos y por lo tanto no puede ser considerado como el
elemento comun inventivo que vincule a todos los insertos de ADN con los que se pueden
transformar las células reivindicadas y en ese sentido las diferentes células caracterizadas
mediante distintos insertos posibles no guardan unidad de invencion entre ellas.

Por lo tanto, es importante resaltar que ademés de estar ligadas al gen de la endotoxina,
las secuencias mencionadas arriba deberian presentar tanto una estructura comun
como una misma actividad, para poder considerarlas como un Unico objeto de
invencion. En este sentido, seria estrictamente necesario que dicha estructura comun
representara verdaderamente un salto cualitativo sobre la formulacion de la regla
técnica. De lo contrario, no existiria una caracteristica comun nueva e inventiva que
pudiese vincular a todas las posibles invenciones aqui reivindicadas, pero sobretodo
ninguna de las combinaciones posibles Crya2b-SEQID No 14 a 17 seria patentable, por
que no cumpliria con el requisito de nivel inventivo.”

U



La actual reivindicacion 11 reclama un ADN aislado que comprende la SEQ ID
No14, No15, SEQ ID No 16, SEQ ID No 17 6 SEQ ID No 18.

El solicitante en su respuesta del 12 de julio de 2007 indica que las secuencias
14,15,16,17,18 son secuencias de conexion. Ademas indica: “las secuencias estan
todas fisicamente ligadas, ya que la deteccién de cualquiera de estas secuencias
que contiene ADN de algodon es diagnéstica de la presencia del evento MON
15985 y por lo tanto dichas secuencias se deben examinar en conjunto como una
simple invencion”. Lineas abajo indica que las plantas de algodén MON 1585
presenta ventajas agrondmicas para el cultivador.

Es importante aclararle al solicitante que las moléculas de ADN aisladas que
flanquean el inserto caracteristico de MON15985 no van a ser un Unico objeto si
no constituyen una misma estructura. Ademas dicha_estructura comin debe ser
nueva e inventiva. Es decir no puede ser conocida ni obvia. En este caso las
secuencias arriba mencionadas no son las responsables de un efecto inesperado,
por el contrario su funcion es mas que esperada (que sirvan para el diagndstico
del inserto).

El hecho que puedan o NO estar ubicadas adyacentemente no las vuelve una
Unica invencion. Mas aun cuando no existe evidencia de un efecto técnico
sorprendente atribuido por dichas secuencias combinadas o individualmente. La
ventaja agronémica es comun a todas las plantas transformadas con
BT(conocidas por décadas) y no es atribuida por las secuencias 14,15,16,17,18.

De esta forma se establece que la nueva clausula 11 incumple los requisitos de
los articulos 25 y 45.

3.3. No es una invencién (articulo 15 D 486 literal a)-f)) (segun causal) /

La reivindicacion 7 reclama el método de produccién de una planta resitente a
insectos que comprende las etapas de: a) el cruce de una planta resistente con
una no resistente, b) contener al menos una planta derivada del cruce y
c)seleccionar la progenie.

En el concepto técnico anterior se indicé claramente: “el cruce entre plantas implica
necesariamente la etapa de reproduccién, que constituye indiscutiblemente un proceso
esencialmente bioldgico, independientemente si este se efectua entre organismos
modificados genéticamente o no; de igual forma que las plantas y sus células se
generan mediante procesos biolégicos naturales en donde los resultados a obtener no
son inesperados. De acuerdo con lo anterior se conceptua que método reclamado al
depender fundamentalmente de procedimientos esencialmente biolégicos que pueden
presentarse espontaneamente en la naturaleza sin la intervenciéon del hombre, se
encuentra dentro del alcance del articulo 15 de la Decision 486 de la Comisién de la
Comunidad Andina de Naciones y por lo tanto no puede ser considerado como una
invencion.”

El solicitante indica que el método anterior involucra la etapa de andlisis de las
plantas que tienen la insercion MON15985 que requiere la intervencién humana.

Sin embargo cabe mencionar que en la presente solicitud no existe sustento para
un_método de diagnéstico “con intervencion humana” indicando la secuencia
l6gica de etapas y las condiciones a las cuales se efectia cada una de ellas, que
lo pudiesen diferenciar de las técnicas de PCR o hibridizaciéon convencionales.

Por el contrario, la clausula 7 reclama expresamente un método para producir
una planta de algododn resistente a insecto, donde la primera etapa (a) constituye



el cruce de una planta resistente con una no resistente. Dicha primera etapa es
obligatoria, de lo contrario las siguientes no pueden llevarse a cabo, luego el
elemento central del método reivindicado es justamente dicha etapa que abarca
procesos bioldgicos naturales que dependen exclusivamente de la naturaleza y es
por esto que la materia reivindicada en la clausula en mencidén no constituye una
invencion de acuerdo con el articulo 15 e incumple con/c;l articulo 45.

4. Determinacion del Estado de la Técnica /

Considerando que la fecha de presentacion de la primera solicitud de patente de la
cual se reivindica prioridad es: 11 de junio de 2001, se buscaron documentos del
estado de la teécnica relacionados, con fecha de publicacion anterior a esta.

Se hizo la blusqueda de documentos relevantes en el estado de la técnica,
entendiendo como estado de la técnica la definicion provista en el articulo 16 de la
Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina y las excepciones fijadas en
el articulo 17 de la misma.

Se encontré6 como anterioridades (documentos cuya fecha de publicacion es
anterior a la fecha de presentacion de la primera solicitud de patente sobre la cual
se reivindica prioridad o de la fecha de presentacion de esta solicitud) que pueden

afectar la patentabilidad del objeto de la presente solicitud:

5 . Fecha de
N Documento Titulo Publicacién
ADAMCZYK, J.J., ET AL.
Proceedings of the Evaluation of Bollgardll (cv. DP50BII) in the
1 beltwide cotton mississippi qelta: ﬁe[d eficacy against variou; JAN. 913, 2001,
conference, lepidoptera while profiling season-long expression
vol. 2, 2001, pages 835- of Cry1Ac and Cry2Ab"
837
AKIN, D.S., ET AL.
Proceedings of the
Beltwide cotton Field efficacy of cotton expressing tow insecticidal
4 conference, proteins of Bacillus thuringiensis" eCTE BRI s
vol. 2, 2001, pages 1041-
1043
NORMAN, JW., ET AL
Prgceegjmgs chthe "Performance of bollgard Il cotton against
3 Aiivida cotion lepidopt ts in the lower rio grande vall JAN. 9-13, 2001
pidopterous pests in the lower rio grande valley . 913,
conference, of lonia®
vol. 2, 2001 pages 833-
835.
ACKSON, R.E., ET AL
Prggﬁﬂggsoﬁgﬁe Efficacy of bollgard and bollgard Il cottons against
4 bollworm , Helicoverpa zea (Boddie) in field and JAN. 9-13, 2001
conference, g
vol. 2, 2001 greenhous studies
pages 815-819
STEWART SDET AL "Impact of Bt cottons expressing one or two
Yourngl Of Economic insecticidal proteins of Bacillus thuringiensis
5 Entomology, Berli p " gien: June 2001
erliner on growth and survival of noctuid
i, 94,10, 3, (Lepidoptera) larvae" (2001-06)
pages 752-760 pidop B
WINDELS P ET AL.
Mededelingen Van De
Faculteit : "Development Of A Line Specific GMO Detection
6 | Landbouwwetenschappen | Method A Case Study” 1999-08-22
Universiteit Gent, Gent,
BE, vol. 64, no. 5B, 22.
pages 459-462.




Methods For Transforming Plants To Express
! Wooa26371 Bacillus Thuringiensis Delta-Endotoxins. i

5. Analisis de patentabilidad (segun requisito) (articulo 14 D486)

5.3. Nivel inventivo (articulo18 D486)

Las reivindicaciones 1 a 3 y dependientes reclaman una célula vegetal derivada de
una planta resistente a insectos (PTA 2526 - evento MON 15985) caracterizada en
que comprende un inserto del gen CryA2b acompanado de las secuencias SEQ ID
No 14, SEQ ID No 15, SEQ ID No 16, SEQ ID No 17, SEQ ID No 18, SEQ ID No
11, SEQ ID No 12 para la generacién de plantas de algodén resistentes a insectos
incluidas las células de plantas transformadas con genes codificantes para
proteinas con actividad insecticida.

Los documentos D1 a D5 divulgan el evento MON15985, elemento central de la
presente invencion, bajo diferentes nombres (DP50BII, Bolgard Il, DPL15985,
DP50Bx) que corresponden especificamente a plantas transgenicas de algodoén
resistentes a insectos que expresan las endotoxinas de Bacillus thuringiensis. En
esos mismos documentos se enseia que dichas plantas pueden expresar una o
mas proteinas insecticidas de B. Thuringiensis (D5), dentro de las que son bien
conocidas Cry1Ac y Cry2Ab. D7 resalta la combinacion de las dos endotoxinas en
un mismo OGM.

La presente solicitud difiere de las anterioridades en que el gen CryA2b esta
acompanado de las secuencias SEQ ID No 14, SEQ ID No 15, SEQ ID No 16,
SEQ ID No 17, SEQ ID No 18. Sin embargo, de la lectura de toda la solicitud no
existe un solo ensayo que demuestre que éstas secuencias le atribuyen al inserto
una ventaja técnica respecto de los eventos divulgados en las anterioridades D1 a
D5.
Pl

El solicitante indica en la respuesta de julio del 2007 que : “las plantas de algodén
MON15985 suministrq@ ventajas agronomicas a un cultivador”. Sin embargo las
plantas de las anterioridades D1 a D5, también son MON1585 y también
suministran ventajas agrondmicas al cultivador. Asi pues que asi el solicitante
insista en lo contrario, el elemento diferencial entre la presente invencion vy las
divulgadas en el estado de la técnica (Secuencias 14 a 18), no representa un
aporte significativo al estado de la técnica, pues no existe evidencia acerca de un
efecto técnico atribuido justa y exclusivamente a las secuencias SEQ ID No 14,
SEQ ID No 15, SEQ ID No 16, SEQ ID No 17, SEQ ID No 18.

Por otra parte la reivindicacion 4 reclama la célula de planta resistente a insectos
de la reivindicacion 2 que ademas comprende un cassette codificante para
CryAc1. Entonces, el problema a resolver con la presente solicitud seria generar
plantas de algodén alternativas que comprendan los genes CryAb y CryAc para
conferir resistencia a insectos.

En el documento D5 se ensefia que las plantas de algodon MON 1585 pueden
expresar una o mas proteinas insecticidas de B. Thuringiensis (D5), dentro de las
que son bien conocidas Cry1Ac y Cry2Ab. El documento D7 describe el método de
expresar la Cry2A delta endotoxina en plantas y describe la co-expresion de
CryA2b con otra endotoxina.



Ahora bien, considerando que la introduccién de mas de una proteina insecticida
en un mismo evento de algoddn transgénico ya habia sido sugerida por D5, y que
en la presente solicitud no existe evidencia de un efecto técnico ventajoso
respecto a los eventos de algoddn transgénico divulgados en las anterioridades,
se conceptua el evento de insercion reivindicado en las clausulas 4 a 6 representa
una modificacion que no es significativamente superior al estado del arte, que es
producto de una seleccidén arbitraria de una insercion aleatoria, a la cual hubiera
podido llegar cualquier persona versada en la materia sin ninguna actividad
inventiva (la posicion de la insercion no fue planeada con el objeto de obtener
resultados inesperados).

Las reivindicaciones 12 a 15 reclaman métodos para detectar la insercion de
MON15985, que consisten en la amplificacion simple de determinados segmentos
del genoma empleando cebadores seleccionados y examinando el amplicdn
obtenido; asi como métodos que emplean el principio de hibridizacion para
detectar ciertas regiones del genoma complementarios a ciertas sondas
escogidas.

El documento D6 divulga un procedimiento basado en PCR empleando primers
contra las secuencias que flanquean el inserto.

En la presente solicitud seleccionaron primes arbitrariamente para identificar
secuencias flanqueantes del inserto de interés, denominadas de diagnéstico, las
cuales son utiles para el disefio de sondas que permiten la identificacion del
evento por hibridizacion.

Basados en el hecho que cualquier persona versada en técnicas de biologia
molecular conoce muy ‘bien el concepto de emplear PCR para determinar la
secuencias de regiones de interés asi como los principios de hibridizacién y disefio
de sondas, resulta que los procedimientos empleados por el solicitante para la
deteccion de un inserto determinado se derivan evidentemente del estado de la
técnica.

Es decir, a pesar que se efectué una seleccion de determinados cebadores o
sondas, el método no va a diferir de los empleados constantemente en los
ensayos de caracterizacion molecular, pues cualquier técnico versado en la
materia, como actividad de rutina selecciona primers y sondas que puedan
hibridizar son sus secuencias target. De esta forma, los métodos reclamados mas
bien representan el uso de las sondas y cebadores seleccionados en métodos
corrientes, pero que no le atribuyen ninguna ventaja técnica sobre los que ya
existen en el estado de la técnica. Los kits (reiv 16 a 17) caracterizados por
contener un ADN que hibridiza con las secuencias flanquenates tampoco exhiben
altura inventiva alguna

Como se observa, el objeto de esta solicitud podria resultar obvio para una
persona del oficio normalmente versada en la materia y derivarse de manera
evidente del estado de la técnica.

En conclusiéon los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se
encuentran afectados asi:



o Reivindicaciones
N Documento afactalian
ADAMCZYK, J.J., ET AL.
Proceedings of the beltwide
cotton conference,
vol. 2, 2001, pages 835-837
AKIN, D.S., ET AL.
Proceedings of the Beltwide
2 cotton conference, 1 a6, Nivel Inventivo
vol. 2, 2001, pages 1041-
1043
NORMAN, J.W., ET AL
Proceedings of the Beltwide
cotton conference,
vol. 2, 2001 pages 833-835.
ACKSON, R.E., ET AL
Proceedings of the Beltwide
4 cotton conference, 1a6 Nivel Inventivo
vol. 2, 2001
pages 815-819
STEWART SD ET AL:
Journal Of Economic
5 Entomology, 1a6 Nivel Inventivo
vol. 94, no. 3,
pages 752-760
WINDELS P ET AL.
Mededelingen Van De
Faculteit
6 Landbouwwetenschappen 12a17 Nivel Inventivo
Universiteit Gent, Gent, BE,
vol. 64, no. 5B, 22. pages
459-462.

7 WO00026371 126 Nivel Inventivo

Requisito que afecta

1a6, Nivel Inventivo

1a6 Nivel Inventivo

6. Respuesta a los argumentos del solicitante:

El solicitante indica que las anterioridades no afectan el nivel inventivo de la
presente invencion porque:

6.1 Solo los documentos en los cuales se ha hecho una publicacion completa
de la invencién que permitan a una persona llevarla a cabo tienen la capacidad de
ser consideradas como anterioridades validas capaces de afectar Ia
patentabilidad.

A este respecto es imperativo aclarar la confusién que presenta el sefior
memorialista. Cuando una anterioridad divulga “completamente la invencién” se
trata de un “plagio”. Por otra parte, si de un solo documento se extraen todos los
elementos caracteristicos de la invencion entonces se trata de una falta de
novedad.

Ahora bien, en la presente solicitud, la objecion fue efectuada por NIVEL
INVENTIVO y para este caso las anterioridades solo deben divulgar elementos
que combinados con los conocimientos de una persona medianamente versada en
la materia permiten llegar sin ningun esfuerzo a la invencion reclamada. Asi pues,
que al encontrarse en los documentos D1 a D7, de manera independiente, la
materia que sirvié de partida para que un técnico medianamente versada en la
materia haciendo uso de sus propios conocimientos llegara a encontrar



secuencias diagnoésticas para la deteccion de un determinado inserto, dichos
documentos son totalmente relevantes para la afectacién de nivel inventivo..

6.2. No se revelan especificamente secuencias que sean diagnésticas para la
insercion de MON1585.

No era necesario que se divulgaran las secuencias diagnosticas, puesto
que la forma en la que éstas fueron determinadas por el solicitante, es bien
conocida por cualquier técnico versado en la materia quien puede llegar a ellas sin
ninguna dificultad. Los procedimientos empleados constituyen métodos de
primera eleccion para cualquier técnico del campo tecnolégico al cual pertenece la
invencion.

6.3 En D7 no suministra ninguna ensefnanza o motivacion para la “combinacién
exacta” Cry2Ab y Cry1Ac.

El documento D7 no era la Unica anterioridad donde se sugeria la
combinacion de proteinas insecticidas en eventos de algodén transgénico, pues
D5 también lo divulgo. Como ya se ha mencionado anteriormente no es necesario
que se divulgue completamente la invencion para que un experto en la materia se
vea motivado a efectuar combinaciones de diferentes proteinas Bt y luego
observar que sucedia. Pero ademas lo mas importante es que en la presente
solicitud no existe evidencia de una ventaja técnica para dicha “combinacion
exacta” que no sea comun a los demas eventos MON 1585 divulgados en las
anterioridades.

En consecuencia y por todo lo expuesto anteriormente, se recomienda Negar las
reivindicaciones: 1 a 17 (folios:337 a 341).

Bogota, D.C.,26 de octubre de 2007.

CONCEPTO TECNICO No. EXAMINADOR TECNICO
2055 202063
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MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO
CALLE 94 ANO. 7 A-09

BOGOTAD.C.

Referencia RESOLUCION : 41832

Fecha: 13/12/2007

Expediente : 2-49630

Tramite : 2 PATENTES DE INVENCION

Evento : 1 REGISTRO/DEPOSITO/CONCESION/DEPOSITO
Actuacion : 432 COMUNICACION ACTO ADMINISTRATIVO

Comedidamente le solicito presentarse a este Despacho ubicado en la Carrera 13 No. 27 -
00 Piso Quinto (5), de la ciudad de Bogota D.C., dentro del término de cinco (5) dias habiles
contados a partir del envio de la presente citacion, en horario de 8:00 am. a 4:30 p.m.
jornada continua, con el fin de notificarle personalmente el contenido de la resolucion de la
referencia proferida dentro del expediente tramitado con el nimero de radicacion citado en
el asunto.

De no hacerse presente en el término indicado anteriormente, la providencia en mencion se
notificara por edicto, el cual se fijard por el término de diez (10) dias en el Centro de
Documentacion e Informacion.

Para su comodidad el texto completo de la resolucion se encontrara disponible en la pagina
web de la Entidad desde el dia habil siguiente al de su notificacion, la cual podra ser
consultada desde un computador con acceso a Internet, en la pagina www.sic.gov.co, con el
numero de resolucion a través de la opcién servicios en linea - caracter general - consulta
actos administrativos.

Secretaria General
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2,5, 7 y 10
Sede CAN: Cra 50 No. 26-55 Int 2 PBX: 3820840
radicaciéon consignado en el sticker Fax: 3 82 26 95 3 50 52 20. Linea 018000 910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia

Al contestar favor indique el nimero de
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RESOLUCION® 41832
Por la cual se niega una patente de invencion

Rad. N° 02049630

LA SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA'Y COMERCIO (E)
en ejercicio de sus facultades legales, en especial de las que se confirieron en el
articulo 4, numeral 5 del decreto 2153 de 1992, y

CONSIDERANDO

PRIMERO: Que mediante escrito radicado en esta Superintendencia el 11 de junio de
2002, bajo el numero 02049630, se presento la solicitud de patente de invencion titulada
“PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA
DETECCION DEL MISMQO".

SEGUNDO: Que efectuado el examen de forma en cuanto a los requisitos que debe llenar
la solicitud y cumplidas las exigencias legales, se ordend publicar el extracto sin que se
hubieran presentado oposiciones por parte de terceros.

TERCERO: Que realizado el examen de patentabilidad se encontré que la invencion no es
patentable. En consecuencia, con fundamento en lo dispuesto en los articulos 45 y 46 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se requiri6 al peticionario en dos
oportunidades para que se pronunciara sobre las objeciones efectuadas a la solicitud.

CUARTO: Que mediante escritos radicados el 4 de octubre de 2006, 1 de febreroy 12 de
julio de 2007, el solicitante atendié oportunamente los requerimientos formulados y
presenté aclaraciones. Asi mismo, allegé un nuevo capitulo reivindicatorio, el cual se
ajusta a las prescripciones del articulo 34 de la Decision 486.

QUINTO: Que segun lo dispuesto en el articulo 14 de la Decisién 486 expedida por la
Comision de la Comunidad Andina se otorgaran patentes "...para las invenciones, sean de
producto o de procedimiento, en todos los campos de la tecnologia, siempre que sean
nuevas, tengan nivel inventivo y sean susceptibles de aplicacion industrial”.

SEXTO: Que las nuevas reivindicaciones 1 a6 y 12 a 17, contenidas en los folios 337 a
341, no cumplen con el requisito de nivel inventivo, la nueva reivindicacion 7 relaciona
materia que no se considera una invencion, las nuevas reivindicaciones 8, 9, 10y 16 no
definen la materia para la cual solicitan invencion y la nueva reivindicacion 11 no guarda
unidad de una invencién. Lo anterior, de acuerdo con las siguientes consideraciones:

1. Objeto de la invencion

La invencién propone una célula vegetal resistente a insectos, derivada de una planta de
algodon evento MON 15985 depositada como ATCC PTA-2516, y que comprende un

Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7y 10
Sede CAN: Tr. 40A No. 38-50 Conmutador: 3820840
Fax: 382 26 95. Linea 9800-910 165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia
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inserto Cry2Ab y por lo menos una secuencia nucleotidica seleccionada a partir del grupo
de SEC ID:14, SEC ID No 15, SEC ID No 17 y SEC ID No: 18 o CryA2b mas las
secuencias SEQ ID No 11 y SEQ ID No 12.

También se reivindica el método para producir una planta de algodon resistente a
herbicidas, que comprende cruzar una planta resistente a herbicidas con una no resistente
y seleccionar la progenie.

También hacen parte de la invencion las secuencias de ADN aisladas que comprenden las
SEC ID:14, SEC ID No 15, SEC ID No 17 y SEC ID No: 18. Ademas, se reivindican
métodos para detectar la presencia de la insercion MON15985 en el tejido de algodon que
comprende la seleccion de cebadores que hibridizan sobre seckencias que flanquean la
secuencia de insercion MON15985 y la amplificacion del segmento de interés.

También, se reclaman los kits de deteccién de ADN que comprenden las sondas que
hibridizan con las secuencias SEC ID No 14, SEC ID No 15, SEC ID No 17 y SEC ID No:
18 o que contienen los cebadores que hibridizan con las secuencias flanqueantes de MON
15985.

2. No se considera invencion

El articulo 15.b) de la Decisién 486, sefiala que no se consideraran invenciones “eltodo o
parte de seres vivos tal como se encuentran en la naturaleza, los procesos biolégicos
naturales, el material biolégico existente en la naturaleza o aquel que pueda ser aislado,
inclusive genoma o germoplasma de cualquier ser vivo natural”.

La reivindicacién 7 reclama el método de produccion de una planta resistente a insectos
que comprende las etapas de: a) el cruce de una planta resistente con una no resistente,
b) contener al menos una planta derivada del cruce y c) seleccionar la progenie.

En el oficio trasladado, se indicé claramente: ¥...el cruce entre plantas implica necesariamente
la etapa de reproduccion, que constituye indiscutiblemente un proceso esencialmente biologico,
independientemente si este se efecttia entre organismos modificados genéticamente o no; de igual
forma que las plantas y sus células se generan mediante procesos biolégicos naturales en donde
los resultados a obtener no son inesperados. De acuerdo con lo anterior se concepttia que método
reclamado al depender fundamentalmente de procedimientos esencialmente biolégicos que pueden
presentarse espontaneamente en la naturaleza sin la intervencion del hombre, se encuentra dentro
del alcance del articulo 15 de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina de Naciones

y por lo tanto no puede ser considerado como una invencién.”

El solicitante indica que el método anterior involucra la etapa de analisis de las plantas que
tienen la insercién MON15985, que requiere la intervencion humana.
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Sin embargo, cabe mencionar que en la presente solicitud no existe sustento para un
método de diagndstico “con intervencion humana” indicando la secuencia légica de etapas
y las condiciones a las cuales se efectiia cada una de ellas, que lo pudiesen diferenciar de
las técnicas de PCR o hibridizacién convencionales.

Por el contrario, la reivindicacién 7 reclama expresamente un método para producir una
planta de algodén resistente a insecto, donde la primera etapa (a) constituye el cruce de
una planta resistente con una no resistente. Dicha primera etapa es obligatoria, de lo
contrario las siguientes no pueden llevarse a cabo, luego el elemento central del metodo
reivindicado es justamente dicha etapa que abarca procesos biologicos naturales que
dependen exclusivamente de la naturaleza y es por esto que la materia reivindicada en la
reivindicacion en mencién no constituye una invencion. :

Por las anteriores razones, se considera que la reivindicacion 7, a pesar de la objecion
oportunamente formulada, se encuentra incursa en lo dispuesto por el articulo 15.b) de la
norma supranacional andina.

3. Sobre las reivindicaciones

El articulo 30 de la citada Decision 486 establece que “las reivindicaciones definiran la
materia que se desea proteger mediante la patente. Deben ser claras y concisas y estar
enteramente sustentadas por la descripcion”.

En el Oficio N° 2757, notificado al solicitante el 1 de marzo de 2007, se indico
expresamente: “La reivindicacién 1 reclama una célula derivada de la planta PTA-2516.
Sin embargo, como se menciond en el concepto técnico previo, las plantas no son
patentables a la luz de la D.486, por lo que una célula caracterizada por un elemento no
patentable no estaria correctamente definida”.

Sin embargo, el solicitante en el nuevo capitulo reivindicatorio sigue reclamando la célula
caracterizada por la planta no patentable, incumpliendo lo dispuesto por el mencionado
articulo 30 de la normativa andina.

Adicionalmente, en dicha oportunidad se indicé: “En todo el capitulo reivindicatorio se
emplean términos imprecisos como al menos o una fraccién de..., que no limitan el
alcance de la proteccion solicitada”. La anterior objecion, se efectué teniendo en cuenta
que el alcance de la proteccion esta delimitado por las reivindicaciones, de tal manera que
al emplear términos imprecisos, finalmente se reclama materia que resulta mas amplia y
especulativa, respecto de la verdaderamente divulgada. Dichos términos imprecisos
impiden que un tercero pueda identificar con exactitud hasta donde llega la proteccion
solicitada.

Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7y 10
Sede CAN: Tr. 40A No. 38-50 Conmutador: 3820840
Fax: 382 26 95. Linea 9800-910 165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia




Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RESOLUCION, 1837
Por la cual se niega una patente dé invencion

Rad. N° 02049630

Sin embargo, las nuevas reivindicaciones 8, 9, 10 y 16 reclaman moléculas de ADN que
‘comprenden al menos’ una porcién de unas secuencia o que ‘traslapa al menos’ una
secuencia o0 un kit que contiene una molécula que comprende ‘al menos’, abarcando
materia que va mas alla de la verdaderamente divulgada y que incluso puede existir de
manera espontanea en la naturaleza.

En cualquiera de estos casos en los que no se limita la reclamacién a una secuencia
exacta, se reivindican un sinnimero de moléculas que pueden no tener ninguna relacion
con el objeto de la presente invencidn, manteniendo los defectos objetados previamente y
no permitiendo por ende un estudio del estado de la técnica respecto del las
reivindicaciones citadas.

Dado lo anterior, se advierte que las mencionadas reivindicaciones atin no cumplen con
las prescripciones sefialadas en el articulo 30 de la norma supranacional andina.

4. Evaluacion de la unidad de invencion

El articulo 25 de la Decisién 486 establece que "La solicitud de patente sélo podra
comprender una invencion o un grupo de invenciones relacionadas entre si, de manera
que conformen un Unico concepto inventivo".

En el mencionado Oficio N° 2757, se indic6 que: “Las reivindicaciones 2 a 3 reclaman una
célula vegetal resistente a insecto que comprende una secuencia que codifica Cry2Ab +
ADN que puede estar representado por cualquiera de las secuencias SEQ ID No 14, SEQ
ID No 15, SEQ ID No 16, SEQ ID No 17, SEQ ID No 18, SEQ ID No 11, SEQ ID No 12.

“E| elemento comun entre las secuencias SEQ ID No 14, SEQ ID No 15, SEQ ID No 16,
SEQ ID No 17, SEQ ID No 18, SEQ ID No 11, SEQ ID No 12 es que todas ellas pueden
acompafiar al gen Cry2Ab en el inserto empleado para la transformacion de las plantas de
algodén. Sin embargo, este gen ya es bien conocido en la obtencion de plantas
transgénicas resistentes a insectos y por lo tanto no puede ser considerado como el
elemento comun inventivo que vincule a todos los insertos de ADN con los que se pueden
transformar las células reivindicadas y en ese sentido las diferentes células caracterizadas
mediante distintos insertos posibles no guardan unidad de invencion entre ellas.

“Por lo tanto, es importante resaltar que ademas de estar ligadas al gen de la endotoxina,
las secuencias mencionadas arriba deberian presentar tanto una estructura comin como
una misma actividad, para poder considerarlas como un Unico objeto de invencion. En este
sentido, seria estrictamente necesario que dicha estructura comun representara
verdaderamente un salto cualitativo sobre la formulacién de la regla técnica. De lo
contrario, no existiria una caracteristica comun nueva e inventiva que pudiese vincular
atodas las posibles invenciones aqui reivindicadas, pero sobretodo ninguna de las
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combinaciones posibles Crya2b-SEQID No 14 a 17 seria patentable, por que (sic) no
cumpliria con el requisito de nivel inventivo” (subrayados del texto).

La nueva reivindicacion 11, reclama un ADN aislado que comprende la SEQ ID No14,
No15, SEQ ID No 16, SEQ ID No 17 6 SEQ ID No 18. Por su parte, el solicitante en su
respuesta del 12 de julio de 2007, indica que las secuencias 14,15,16,17,18 son
secuencias de conexion. Ademas indica: “las secuencias estan todas fisicamente ligadas,
ya que la deteccion de cualquiera de estas secuencias que contiene ADN de algodéon es
diagnoéstica de la presencia del evento MON 15985 y por lo tanto dichas secuencias se
deben examinar en conjunto como una simple invencién”. Lineas abajo indica que las
plantas de algodén MON 1585 presenta ventajas agronémicas para el cultivador.

Es importante aclararle al solicitante, que las moléculas de ADN aisladas que flanquean el
inserto caracteristico de MON15985, no van a ser un Unico objeto si no constituyen una
misma estructura. Ademas, dicha estructura comun debe ser nueva e inventiva. Es decir,
no puede ser conocida ni obvia. En este caso las secuencias arriba mencionadas no son
las responsables de un efecto inesperado, por el contrario su funcién es mas que
esperada (que sirvan para el diagnostico del inserto).

El hecho que puedan o no estar ubicadas adyacentemente no las vuelve una unica
invencion, mas aun cuando no existe evidencia de un efecto técnico sorprendente
atribuido por dichas secuencias combinadas o individualmente. La ventaja agronémica es
comun a todas las plantas transformadas con BT(conocidas por décadas) y no es atribuida
por las secuencias 14,15,16,17,18.

De esta forma se establece, que a pesar de advertirle al solicitante sobre la falta de unidad
de invencion, la nueva reivindicaciéon 11 atn no cumple lo dispuesto en el mencionado
articulo 25 de la norma supranacional andina.

5. Determinacion del estado de la técnica
5.1 Fecha determinante para el analisis comparativo

La fecha para determinar el estado de la técnica es el 11 de junio de 2001, que
corresponde a la fecha de la prioridad invocada respecto de la solicitud N° US60/297,406.
La prioridad fue tenida en cuenta para el estudio de patentabilidad, segun obra en el folio
351 del expediente en estudio.

5.2 Documentos del estado de la técnica

Consultadas las fuentes de informacion con que se cuenta se encontraron los siguientes
documentos, anteriores a la fecha de la prioridad invocada y relacionados con la materia
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de la presente solicitud:

N° Documento Titulo ngﬁr(:: c(:gn
Evaluation of Bollgardll (cv.
ADAMCZYK, J.J., ET AL. DP50BII) in the mississippi delta:
Proceedings of the beltwide field eficacy against various
3 cotton conference, lepidoptera while profiling season- Enero9-13; 2001,
vol. 2, 2001, pags. 835-837 long expression of Cry1Ac and
Cry2Ab"
AKIN, D.S., ET AL.
Proceedings of the Beltwide | Field efficacy of cotton expressing
2 cotton conference, tow insecticidal proteins of Bacillus | Enero. 9-13, 2001,
vol. 2, 2001, paginas 1041- thuringiensis"
1043
NORMAN, JW., ET AL
Proceedings of the Beltwide | "Performance of boligard Il cotton
3 cotton conference, against lepidopterous pests in the Enero. 9-13, 2001
vol. 2, 2001 paginas 833- lower rio grande valley of texas"
835.
ACKSON, R.E., ET AL

Efficacy of bollgard and bollgard I

Proceedings of the Beltwide cottons against bollworm
4 g e Helicoverps zea (Boddie) nfisia | Enero.9-13..2001
péginés,s 15-819 and greenhous studies”
STEWART SDET AL: "Impact of Bt cottons expressing
Journal Of Economic one or two insecticidal proteins of
5 Entomology, Bacillus thuringiensis Berliner on Junio 2001
vol. 94, no. 3, growth and survival of noctuid
paginas 752-760 (Lepidoptera) larvae" (2001-06), ,

WINDELS P ET AL.

Mediedeingon van De : "Development Of A Line Specific

Faculteit !
6 Landbouwwetenschappen gtrt!d(?y" Detection Method A Case

Universiteit Gent, Gent, BE,
vol. 64, no. 5B, 22. paginas
459-462.

22/09/1999

Methods For Transforming Plants
7 W00026371 To Express Bacillus Thuringiensis 11/05/2000
Delta-Endotoxins.

6. Nivel inventivo

Segun lo dispuesto en el articulo 18 de la misma Decisién 486, "se considerara que una o~
invencion tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio normalmente versada
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en la materia técnica correspondiente, esa invencion no hubiese resultado obvia ni se
hubiese derivado de manera evidente del estado de la técnica".

El estado de la técnica, al tenor de lo dispuesto en el articulo 16 de la misma Decision,
comprende “todo lo que haya sido accesible al plblico, por una descripcién escrita u oral,
utilizacion, comercializacion o cualquier otro medio antes de la fecha de presentacién de
la solicitud de patente o, en su caso, de la prioridad reconocida".

El Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina recientemente ha dicho sobre este
requisito, lo siguiente:

“El articulo 4 de la Decision 344 desarrolla el requisito de nivel inventivo al establecer que la
invencién goza de dicho nivel al no derivar de manera evidente del estado de la técnica, ni que
hubiese resultado obvia para una persona entendida o versada en la materia. Este requisito ofrece al
examinador la posibilidad de determinar si con los conocimientos técnicos que existian al momento
de la invencion, se hubiese podido llegar de manera evidente a la misma, o si el resultado hubiese
sido obvio para un experto medio en la materia de que se trate, es decir, para una persona del oficio
y normalmente versada en la materia técnica correspondiente.

“Con respecto a lo anterior, el Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina ha manifestado lo
siguiente:

‘Con el requisito del nivel inventivo, lo que se pretende es dotar al examinador técnico e
un elemento que le permita afirmar o no si a la invencién objeto de estudio no se habria
podido llegar a partir de los conocimientos técnicos que existian en ese momento dentro
del estado de la técnica... En este punto conviene advertir que uno es el examen que
realiza el técnico medio respecto de la novedad y otro el que se efectua con respecto al
nivel inventivo; si bien en uno y otro se utiliza como paréametro de referencia el ‘estado de
la técnica’, en el primero, se coteja la invencion con las ‘anterioridades’ existentes dentro
de aquella, cada uno (sic) por separado, mientras que en el segundo (nivel inventivo) se
exige que el técnico medio que realiza el examen debe partir del conocimiento general
que él tiene sobre el estado de la técnica y realizar el cotejo comparativo con su
apreciacién de conjunto, determinando si con tales conocimientos técnicos existentes ha
podido o no producirse tal invencion’

“Ahora bien, a los efectos del articulo 4 de la Decisién 344 resulta pertinente definir que se entiende
por “obvio” y por “evidente” a fin de, consecuencialmente, determinar qué se debe entender por nivel
inventivo.

“Lo obvio es “aquello que salta a la vista de manera clara y directa; lo que se encuentra o pone
delante de los ojos o que no tiene dificultad”. Mientras que lo evidente “es algo tan cierto y claro que
nadie puede dudar racionalmente de ello; se presenta de manera tan perceptible y manifiesta que
muestra certeza y claridad’™. Como se podra ver, la diferencia radica en lo “tan”, de forma que algo
que resulte obvio no es necesariamente evidente; empero lo que es evidente, es también obvio.

“En este orden de ideas, se puede concluir que una invencién goza de nivel inventivo cuando a los
ojos de un experto medio en el asunto de que se trate, se necesita algo mas que la simple aplicacion
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de los conocimientos técnicos en la materia para llegar a ella, es decir, que de conformidad con el
estado de la técnica el invento no sea consecuencia clara y directa de dicho estado”.'

Visto lo anterior, se advierte que la solicitud no cumple el requisito de nivel inventivo, toda
vez que a los ojos de un experto medio, y de conformidad con el estado de la técnica
que existia en ese momento, es una consecuencia clara y directa de dicho estado.

En efecto, las reivindicaciones 1 a 3 y dependientes reclaman una célula vegetal derivada
de una planta resistente a insectos (PTA 2526 - evento MON 15985), caracterizada porque
comprende un inserto del gen CryA2b acompariado de las secuencias SEQ ID No 14,
SEQ ID No 15, SEQ ID No 16, SEQ ID No 17, SEQ ID No 18, SEQID No 11, SEQ ID No
12 para la generacion de plantas de algodén resistentes a insectos, incluidas las células
de plantas transformadas con genes codificantes para proteinas con actividad insecticida.

Los documentos D1 a D5 divulgan el evento MON15985, elemento central de la presente
invencion, bajo diferentes nombres (DP50BII, Bolgard Il, DPL15985, DP50Bx), que
corresponden especificamente a plantas transgenicas de algodén resistentes a insectos
que expresan las endotoxinas de Bacillus thuringiensis. En esos mismos documentos se
ensefa que dichas plantas pueden expresar una o mas proteinas insecticidas de B.
Thuringiensis (D5), dentro de las que son bien conocidas Cry1Acy Cry2Ab. D7 resalta la
combinacion de las dos endotoxinas en un mismo OGM.

La presente solicitud difiere de las anterioridades, en que el gen CryA2b esta acompafnado
de las secuencias SEQ ID No 14, SEQ ID No 15, SEQ ID No 16, SEQ ID No 17, SEQ ID
No 18. Sin embargo, de la lectura de toda la solicitud no existe un solo ensayo que
demuestre que éstas secuencias le atribuyen al inserto una ventaja técnica respecto de los
eventos divulgados en las anterioridades D1 a D5.

El solicitante indica en su respuesta radicada el 12 de julio del 2007, que: “las plantas de
algodén MON15985 suministra ventajas agronémicas a un cultivador”. Sin embargo las
plantas de las anterioridades D1 a D5, también son MON1585 y también suministran
ventajas agrondmicas al cultivador. Asi pues, y asi el solicitante insista en lo contrario, el
elemento diferencial entre la presente invencion y las divulgadas en el estado de la técnica
(secuencias 14 a 18), no representa un aporte significativo al estado de la técnica, pues no
existe evidencia acerca de un efecto técnico atribuido justa y exclusivamente a las
secuencias SEQ ID No 14, SEQ ID No 15, SEQ ID No 16, SEQ ID No 17, SEQ ID No 18.

Por otra parte, la reivindicacion 4 reclama la célula de planta resistente a insectos de la
reivindicacion 2, que ademas comprende un casete codificante para CryAc1. Entonces, el
problema a resolver con la presente solicitud serfa generar plantas de algodon alternativas
que comprendan los genes CryAb y CryAc para conferir resistencia a insectos.

1PROCESO 88-IP-2005, sentencia de interpretacién prejudicial del 27 de julio del 2005.
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En el documento D5 se ensefia que las plantas de algodén MON 1585, pueden expresar
una o mas proteinas insecticidas de B. Thuringiensis (D5), dentro de las que son bien
conocidas Cry1Ac y Cry2Ab. Por su parte, el documento D7 describe el método de
expresar la Cry2A delta endotoxina en plantas y describe la coexpresion de CryA2b con
otra endotoxina.

Ahora bien, considerando que la introduccién de mas de una proteina insecticida en un
mismo evento de algodén transgénico ya habia sido sugerida por D5, y que en la presente
solicitud no existe evidencia de un efecto técnico ventajoso respecto a los eventos de
algodén transgénico divulgados en las anterioridades, se considera que el evento de
insercion reivindicado en las clausulas 4 a 6 representa una modificacién que no es
significativamente superior al estado del arte, que es producto de una seleccion arbitraria
de una insercion aleatoria, a la cual hubiera podido llegar cualquier persona versada en la
materia sin ninguna actividad inventiva (la posicién de la insercion no fue planeada con el
objeto de obtener resultados inesperados).

Las reivindicaciones 12 a 15 reclaman métodos para detectar la insercion de MON15985,
que consisten en la amplificacion simple de determinados segmentos del genoma
empleando cebadores seleccionados y examinando el amplicon obtenido; asi como
métodos que emplean el principio de hibridizacion para detectar ciertas regiones del
genoma complementarios a ciertas sondas escogidas.

El documento D6 divulga un procedimiento basado en PCR empleando primers contra las
secuencias que flanquean el inserto.

En la presente solicitud seleccionaron primers arbitrariamente para identificar secuencias
flanqueantes del inserto de interés, denominadas de diagnéstico, las cuales son Utiles
para el disefio de sondas que permiten la identificacion del evento por hibridizacion.

Basados en el hecho que cualquier persona versada en técnicas de biologia molecular,
conoce muy bien el concepto de emplear PCR para determinar la secuencias de regiones
de interés asi como los principios de hibridizacion y disefio de sondas, resulta que los
procedimientos empleados por el solicitante para la deteccion de un inserto determinado
se derivan evidentemente del estado de la técnica.

Es decir, a pesar que se efectué una seleccion de determinados cebadores o sondas, el
método no va a diferir de los empleados constantemente en los ensayos de
caracterizacién molecular, pues cualquier técnico versado en la materia, como actividad de
rutina selecciona primers y sondas que puedan hibridizar son sus secuencias target. De
esta forma, los métodos reclamados mas bien representan el uso de las sondas y
cebadores seleccionados en métodos corrientes, pero que no le atribuyen ninguna ventaja
técnica sobre los que ya existen en el estado de la técnica. Los kits (reivindicaciones 16 a
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17) caracterizados por contener un ADN que hibridiza con las secuencias flanquenates
tampoco exhiben altura inventiva alguna.

Como se observa, el objeto de las reivindicaciones 1 a 6 y 12 a 17 de esta solicitud,
resulta obvio para una persona del oficio normalmente versada en la materia y derivado de
manera evidente del estado de la técnica, razon por la cual carece del requisito de nivel
inventivo definido en el articulo 18 de la norma supranacional andina y, por ello, no accede
al privilegio solicitado.

En conclusion, la presente solicitud se encuentran afectada de la siguinte manera:

Documento N° Reivindicaciones Requisito que afecta
' 1 1a6 Nivel Inventivo
2 1a6 Nivel Inventivo
3 1a6 Nivel Inventivo
4 1a6 Nivel Inventivo
5 1a6 Nivel Inventivo
6 12a 17 Nivel Inventivo
7 1a6 Nivel Inventivo

7. Respuesta del solicitante

Sobre los comentarios del solicitante a la notificacion de fondo, conviene realizar las
siguientes consideraciones:

e El solicitante indica que las anterioridades no afectan el nivel inventivo de la
presente invencién porque solo los documentos en los cuales se ha hecho una
publicacién completa de la invencion, que permitan a una persona llevarla a cabo,
tienen la capacidad de ser consideradas como anterioridades validas capaces de
afectar la patentabilidad.

A este respecto, es imperativo sefialar que no se puede caer en el error de
confundir los requerimientos de la novedad con los requerimientos del nivel
inventivo, como sucede en la respuesta del interesado. Para objetar la novedad se
exige que todas las ensefianzas reclamadas en una misma invencion se -
encuentren en un mismo documento, mientras que, para objetar el nivel inventivo,
no es asi, las caracteristicas que no se encuentran en el documento de una
referencia se pueden encontrar en otros documentos o hacen parte del
conocimiento general que tiene el experto medio sobre el estado de la técnica. Es
la combinacién resultante la que nos sirve para objetar el nivel inventivo de las
reivindicaciones.

En la presente caso, la solicitud fue objetad por falta de nivel inventivo, razén por la
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cual es la combinacion resultante la que le permite a una persona medianamente
versada en la materia llegar sin ningtin esfuerzo a la invencién reclamada. Asi
pues, que al encontrarse, de manera independiente, en los documentos D1 a D7 la
materia que sirvié de partida para que un técnico medianamente versada en la
materia, haciendo uso de sus propios conocimientos, llegara a encontrar
secuencias diagnosticas para la deteccion de un determinado inserto, dichos
documentos son totalmente relevantes para la afectacién de nivel inventivo.

e Dice el interesado que no se revelan especificamente secuencias que sean
diagndsticas para la inserciéon de MON1585.

Sin embargo, no era necesario que se divulgaran las secuencias diagnosticas,
puesto que la forma en la que éstas fueron determinadas por el solicitante es bien
conocida por cualquier técnico versado en la materia, quien puede llegar a ellas sin
ninguna dificultad. Los procedimientos empleados constituyen métodos de primera
eleccion para cualquier técnico del campo tecnolégico al cual pertenece la primera
invencion.

 Afirma el solicitante que D7 no suministra ninguna ensefianza o motivacién para
la “combinacion exacta” Cry2Ab y Cry1Ac.

Al respecto, se anota que el documento D7 no era la Unica anterioridad donde se
sugeria la combinacién de proteinas insecticidas en eventos de algodon
transgénico, pues D5 también lo divulgé. Y, como ya se ha mencionado
anteriormente no es necesario que se divulgue completamente la invencién para
que un experto en la materia se vea motivado a efectuar combinaciones de
diferentes proteinas Bt y luego observar que sucedia. Ademas, en la presente
solicitud no existe evidencia de una ventaja técnica para dicha “combinacién
exacta” que no sea comun a los demas eventos MON 1585 divulgados en las
anterioridades.

En vista de lo expuesto, y teniendo en cuenta que los comentarios y correcciones
allegados no controvierten ni subsanan en forma alguna las objeciones planteadas en los
oficios trasladados, se ratifica que la solicitud no puede acceder al privilegio de patente
solicitado.

RESUELVE

ARTICULO PRIMERO: Negar el privilegio de patente de invencién a la creacion
denominada: “PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES Y
METODOS PARA DETECCION DEL MISMO".
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ARTICULO SEGUNDO: Notificar personalmente a la doctora Margarita Castellanos
Abondano, en su calidad de apoderada de la sociedad Monsanto Technology LLC., o0 a
quien haga sus veces, el contenido de la presente resolucién, entregandole copia de la
misma, advirtiéndole que contra ella procede el recurso de reposicion ante el
Superintendente de Industria y Comercio al momento de notificarse o dentro de los 5 dias

habiles siguientes.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE
Dada en Bogota D.C., a los

LA SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIAY CO

MARIA TERESA A BUENAVENTURA

Doctora

MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO
Calle 94 AN° 7A-09

Bogota D.C.
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RECURSO DE REPOSICION

Ref.. Expediente No. 02.049.630
Solicitud de Patente de Invencion para:
"PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES Y
METODOS PARA DETECCION DE MISMO”
Solicitante: MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Yo, MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de edad, domiciliada e
identificada como aparece al pié de mi firma, apoderada de la sociedad solicitante en el
asunto de la referencia, atentamente acudo a su Despacho con el fin de interponer
RECURSO DE REPOSICION (art. 50 C.C.A.) para que se revoque en su totalidad la
resoluciéon No. 41832 de 13 de diciembre de 2007, notificada por edicto desfijado el 10 de
enero de 2008.

1. LA RESOLUCION No. 41832

La Superintendencia de Industria y Comercio expidié la Resolucion No. 41832 por
la cual se niega la patente que fue solicitada el dia 11 de junio de 2002, para el invento

denominado: “PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES
Y METODOS PARA DETECCION DE MISMO”, y radicada bajo el expediente N°
02.049.630.

CREACIONE




2. FUNDAMENTO DE LA RESOLUCION No. 41832

La Resolucion 41832 establece en su articulo sexto que, las reivindicaciones 1 a 6
y 12 a 17, contenidas en los folios 337 a 341, no cumplen con el requisito de nivel
inventivo, la nueva reivindicacién 7 relaciona materia que no se considera una invencion,
las nuevas reivindicaciones 8, 9, 10 y 16 no definen la materia para la cual solicitan
invencion y la nueva reivindicacioén 11 no guarda unidad de invencion.

3. FUNDAMENTOS DEL RECURSO

Presento a su Despacho las siguientes consideraciones que justifican la
revocatoria de la Resolucion N° 41832 del 13 de diciembre de 2007:

3.1 Objeto de la invencién

En la Resolucion N° 41832, ese Despacho establece como objeto de la invencion
una “una célula vegetal resistente a insectos, derivada de una planta de algodén evento
MON 15985... y que comprende un inserto y por lo menos una secuencia nucleétida
seleccionada a partir del grupo de SEQ ID N°:14, SEQ ID N°:15, SEQ ID N*:17 y SEQ ID
N°:18".

El solicitante discrepa de ese Despacho toda vez que sostiene que la presente
invencién esta dirigida a la insercion MON15985, caracterizada por las secuencias de
unién de las SEQ ID N°:14-18, o por las secuencias de amplicones de las SEQ ID N°:11y
12. Las cinco secuencias de union de las SEQ ID N°:14-18 estan ligadas fisicamente de
tal manera que la deteccion de cualquiera de estas secuencias en una muestra que
contiene ADN de algodén diagnostica la presencia de la insercion MON15985 en dicha
muestra, y por ello necesariamente, es un diagndstico de la presencia de cada una de las
otras secuencias también. Es decir, la célula vegetal resistente a insectos reivindicada
comprende un inserto Cry2Ab y todas las cinco secuencias de union de las SEQ ID

N°:14-18, estando dicho objeto claramente reflejado en la reivindicacion dependiente 2.
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3.2 Excepciones de Patentabilidad

Este Despacho considera que la reivindicacion 7 se relaciona con un proceso
esencialmente biolégico que depende exclusivamente de la naturaleza y, por ello, el
objeto al que se hace referencia en dicha reivindicacion no constituye una invencion.
Argumenta este Despacho que el primer paso (a) de la reivindicacién 7, que comprende
el cruzamiento de una planta resistente con una planta no resistente, es el elemento
central de la reivindicacion de método y comprende un proceso biolégico natural que
depende exclusivamente de la naturaleza.

Respetuosamente, manifiesto mi desacuerdo puesto que la reivindicacion 7 se
refiere a un método para producir una planta de algodén por cruzamiento de una planta
resistente a insectos que comprende las SEQ ID N°:14-18 con una planta de algodén
diferente, con lo cual se obtiene al menos una planta de progenie y, seleccionar la
progenie que es resistente a insectos y comprende las SEQ ID N°:14-18. El algodén es
un sistema de polinizacion cerrado; sin la intervencién humana, no se puede producir un

endogamico o hibrido transgénico. Es decir, la intervencion humana es absolutamente

necesaria para el paso de cruzamiento (a) de la reivindicacion 7; y dicho paso no es un
proceso biolégico natural, como argumenta su Despacho.

Adicionalmente, la reivindicacion 7 comprende ademas un paso de seleccionar
la progenie que comprenda las secuencias de nucledtidos de las SEQ ID N°:14-18, donde
dichas secuencias son secuencias novedosas de ADN de unién al transgen genémico
debido a la insercién del transgen. Ciertamente, este paso requiere de una intervencion
técnica humana, ya que no todas las plantas de la progenie van a contener la insercion
MON15985 de la presente invencién y se necesita un paso de analisis para rastrear las
plantas de progenie que contienen la insercion MON15985.

En conclusion, la reivindicacion 7 no recae en la excepcion de patentabilidad
establecida por el articulo 15. b) de la Decisién 486.

3.3 Claridad de la solicitud

Si bien el solicitante no esta de acuerdo con la posicién de este Despacho en
cuanto a la reivindicacion 1, esto es, que la misma se refiere a una célula caracterizada
por un elemento vegetal no patentable y que por ello no esta definida correctamente, el
solicitante manifiesta que desiste de esta reivindicacion y que solicita la concesion parcial

para el resto del pliego reivindicatorio.



En cuanto a las objeciones a la claridad de las reivindicaciones 8-10 y 16 porque
las mismas contienen “términos no precisos” tales como “al menos” y “una fraccién de”,
que abracarian un objeto que excede la revelacion y que aun podria existir
espontaneamente en la naturaleza.

Como se habia dicho anteriormente, el significado de los términos “al menos” y
“una porcién de”, con referencia a una sonda o a un cebador que es especifico para
detectar la insercion MON15985, no son ambiguos para un especialista en la técnica, y
que tales términos son de uso comun cuando se describen sondas o cebadores. Seria
injustamente limitativo si las reivindicaciones se restringieran a una secuencia precisa.

Adicionalmente, las sondas/cebadores de las reivindicaciones 8-10 y el conjunto
de elementos [kit] para deteccion de ADN de la reivindicacion 16 derivan de las

secuencias de union o de amplicones que son unicas para la insercion MON15985. Dicho

evento de insercion comprende modificaciones genéticas y no aparece en la naturaleza.

Como tales, las moléculas de ADN a las cuales se hace referencia en las reivindicaciones
8-10 y 16 no existen espontaneamente en la naturaleza.

3.4 Unidad de Invencion

La resolucion 41832 afirma que las reivindicaciones 2 y 3 estan dirigidas a “una
célula vegetal resistente a insectos que comprende una secuencia que codifica Cry2Ab +
ADN que puede estar representado por cualquiera de las secuencias indicadas en la SEQ
ID N°:14, SEQ ID N°;15, SEQ ID N°:16, SEQ ID N°:17, SEQ ID N°:18, SEQ ID N°:11,
SEQ ID N*:12".

Manifiesto a ese Despacho que la afirmacion anterior es incorrecta. Segun se
explicara precedentemente, la célula vegetal transgénica reivindicada comprende un
inserto de Cry2Ab y las cinco secuencias de unién de las SEQ ID N°:14-18 (véase la

reivindicacion pendiente 2) o comprende un inserto de Cry2Ab y ambas secuencias de los

amplicones de las SEQ ID N°:11 y 12 (véase la reivindicacién pendiente 3). Estas
reivindicaciones no se refieren a una célula vegetal que comprende una secuencia que
codifica Cry2Ab + ADN que puede estar representado por cualquiera de las secuencias
de unién o de amplicones como erradamente interpreta este Despacho.

Por otra parta la Resolucion también sostiene que el elemento comun de las SEQ
ID N°:14, 15, 16, 17, 18, 11 y 12 es que todas ellas pueden acompanfiar al gen Cry2Ab en
el inserto empleado para la transformacion de las plantas de algodon y que dicho
elemento en comuln no deberia considerarse como “el elemento comun inventivo que

vincule a todos los insertos de ADN con los que se pueden transformar las células
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reivindicadas, y en ese sentido las diferentes células caracterizadas mediante distintos
insertos posibles no guardan unidad de invencion entre ellas”.

De lo anterior, ese Despacho parece sugerir que los diferentes insertos de ADN
existen en la presente invencion debido a las diferentes secuencias de uniéon o de
amplicones. Adicionalmente, caracteriza las células vegetales reivindicadas como que
contienen “diferentes insertos posibles”.

El solicitante respetuosamente expresa su desacuerdo y afirma que es incorrecto
sugerir/describir como diferentes “insertos de ADN” o “diferentes insertos posibles” en el
evento MON15985 particular. Con mayor detalle, ese Despacho parece considerar que
las diferentes secuencias de unién o secuencias de amplicones podrian existir en
diferentes células vegetales transgénicas y, por ello, conducirian a diferentes células que
contiene diferentes insertos posibles. En otras palabras, parece considerar que las
presentes reivindicaciones abarcan una célula vegetal que comprende una secuencia que
codifica Cry2Ab + la SEQ ID N°:14; y una célula vegetal que comprende una secuencia
que codifica Cry2Ab +'la SEQ ID N°:15; y una ceélula vegetal que comprende una
secuencia que codifica Cry2Ab + la SEQ ID N°:16; y una célula vegetal que comprende
una secuencia que codifica Cry2Ab + la SEQ ID N°:17; y una célula vegetal que
comprende una secuencia que codifica Cry2Ab + la SEQ ID N°:18; y una célula vegetal
que comprende una secuencia que codifica Cry2Ab + la SEQ ID N®11; y una célula
vegetal que comprende una secuencia que codifica Cry2Ab + la SEQ ID N°:12.

Esta interpretacion de su Despacho contradice evidentemente el objeto de la
presente invencién, el cual se relaciona con una célula vegetal transgénica que
comprende un inserto que codifica Cry2Ab y todas las cinco secuencias de unién de las

SEQ ID N°:14-18 o una ceélula vegetal transgénica que comprende un inserto que codifica

Cry2Ab y ambas secuencias de amplicones de las SEQ ID N°:11 y 12. Una célula que

comprende un inserto que codifica Cry2Ab y las SEQ ID N°:14-18 (secuencias de unién)
incluye en realidad una célula que comprende un inserto que codifica Cry2Ab y las SEQ
ID N*11 y 12 (secuencias de amplicones). Las 7 células vegetales diferentes
mencionadas por su Despacho son en verdad una misma célula. No existen “diferentes

células caracterizadas por diferentes insertos posibles” como afirma su Despacho en la
Resolucién No. 41832.

Adicionalmente este Despacho considera que “las secuencias mencionadas arriba
deberian presentar tanto una estructura comun como una misma actividad, para poder
considerarlas como un unico objeto de invencion. En este sentido, seria estrictamente
necesario que dicha estructura comun representara verdaderamente un salto cualitativo

sobre la formulaciéon de la regla técnica. De lo contrario, no existiria una caracteristica



comun nueva e inventiva que pudiese vincular a todas las posibles invenciones aqui
reivindicadas, pero sobretodo, ninguna de las combinaciones posibles de Crya2b-SEQ ID

No14 a 17 seria patentable, porque (sic) no cumpliria con el requisito de nivel inventivo”..

Respetuosamente, manifiesto mi desacuerdo ya que, como se argumentd
previamente y se reitera en la presente, las SEQ ID N°:14, 15, 16, 17 y 18 son secuencias
de unién y las SEQ ID N°:11 y 12 son secuencias de amplicones que son Unicas para la
insercion MON15985. La FIG. 1 modificada presentada previamente y adjunta
nuevamente en la presente ilustra claramente la relacion entre estas secuencias.
Entonces, afirmo que la presente solicitud establece una uUnica invencién: el evento de
algodon MON15985 que contiene un grupo selecto de marcadores (es decir, las
secuencias de unién o de amplicones) como resultado de la insercion del ADN
transgénico en el genoma. La deteccién de cualquiera de estos marcadores en una
muestra conocida proveniente de semillas de algodon o de otro tejido de algodén es
diagnoéstico de la presencia de la insercion MON15985 en dicha muestra. Todas las
secuencias estan ligadas fisicamente (véase, la FIG. 1 modificada), donde la deteccion de
cualquiera de estas secuencias en una muestra que contiene ADN de algodén
diagnostica la presencia de la insercion MON15985 en dicha muestra, y por ello
necesariamente, también la presencia de cada una de las otras secuencias. Como tales,
las cinco secuencias de union o las dos secuencias de amplicones co-existen en la planta
transgénica reivindicada y deberian examinarse juntas como una sola invencion.

Adicionalmente, manifiesto que tampoco existen las denominadas “posibles
combinaciones de Cry2Ab-SEQ ID N°:14 a 17" como afirma este Despacho, toda vez que
porque solamente existe una combinacién en la presente invencién, es decir, la
combinacién de Cry2Ab-SEQ ID N°:14-17 (que abarca la combinacién de Cry2Ab-SEQ ID
N°:11-12).

Asi entonces, parece que su Despacho se concentra en establecer una “estructura
comun” entre las SEQ ID N°:14-17 cuando evalua la unidad de invencién, en tanto el

elemento comun de las cinco secuencias de union es que estan ligadas fisicamente y que

no existen separadas entre si en la presente invencion.

En conclusion, la presente solicitud si involucra un unico concepto inventivo y por
lo tanto si cumple con lo estipulado por el Articlo 25 de la Decision 486.



3.5 Nivel Inventivo

En la Resolucion 41832, ese Despacho considera que las reivindicaciones 1-3 y
sus dependientes (es decir, las reivindicaciones 1-6) carecen de Actividad Inventiva con
respecto a D1-D5 y D7.

En cuanto a D1-D4, estas referencias simplemente mencionan los términos
Bollgardll®, DP50BII, MON15985, DPL15985 y/o DP50BX sin hacer revelacion alguna
sobre las secuencias de union de las SEQ ID N°:14-18 o las secuencias de amplicones
de las SEQ ID NOs:11 y 12 que son exclusivas del evento MON15985.

D5 revela el impacto del algodon que expresa una o dos endotoxinas de B.
thuringiensis sobre el crecimiento y supervivencia de las larvas de Lepidoptera. En esta
referencia se citan dos eventos que expresan Cry2Ab y Cry1Ac, MON15985, y
MON15813. Estos eventos son idénticos excepto con referencia a la caracterizacion
molecular del gen que codifica la proteina Cry2Ab. Aunque se menciona que MON15985
es uno de los cultivares primarios usados en sus ensayos, en D5 no se revela ninguna
secuencia que diagnostique la insercion MON15985. Es decir, que D5 no contiene
revelacion alguna sobre las secuencias de unién de las SEQ ID N°14-18 o las
secuencias de amplicones de las SEQ ID N°:11 y 12 que son exclusivas del evento
MON15985.

D7 revela el método de expresar 3-endotoxina Cry2A localizada en un organela o
compartimiento subcelular en plantas y plantas que comprenden una secuencia de
polinucledtidos que codifica una &-endotoxina Cry2A. Aunque revela la co-expresion de
Cry2Ab y otra 5-endotoxina Cry B. de thuringiensis, D7 no divulga el evento MON15985 ni
secuencia alguna que diagnostique la insercion MON15985. Es decir, en D7 SEQ ID
NOs:14-18 o las secuencias de amplicones de SEQ ID NOs:11y 12.

Como se ha argumentado previamente y se vuelve a enfatizar en |a presente, la

simple referencia a MON15985 o la divulgacion de la coexpresion de Cry2Ab con otra

endotoxina, en D1-D5 y D7 no eliminan la Actividad Inventiva de la presente invencion tal

como se reivindica por las siguientes razones:

(1) la simple referencia del evento MON15985 es puramente arbitraria y carece de
significado técnico alguno. Sin una divulgacion de las caracteristicas estructurales
exclusivas que pueden ser usadas para identificar el evento MON15985, una persona
versada en la materia no podria poner en practica las reivindicaciones de la presente
invencion. La simple mencion del término MON15985 no constituye “el conocimiento

técnico” suficiente del objeto para alcanzar la presente invencion; y



(2) cada evento transgénico tiene caracteristicas Unicas, que incluyen secuencias
de unidbn o de amplicéon Unicas suficientes para caracterizar el evento. La presente
invencion revela, por primera vez, las secuencias de union SEQ ID NOs:14-18 asi como
las secuencias de amplicén SEQ ID NOs:11-12 que comprenden las secuencias de unién
que se indican en SEQ ID NOs:14-18 que son exclusivas del evento MON15985 y, por lo
tanto, proveen la capacidad, por primera vez, de detectar especificamente el evento
particular MON15985 en una muestra de algodén. Ninguno de los documentos D1-D5 o
D7, ni solos ni en combinacién, proveen “el conocimiento técnico” del evento MON15985,
y menos aun la capacidad de detectar especificamente dicho evento en una muestra de
algodén.

Adicionalmente, este Despacho considera que las reivindicaciones 12-15 carecen
de actividad Inventiva respecto del documento D6. En respuesta, el solicitante
respetuosamente expresa su desacuerdo y argumenta que D6 revela un método PCR
para detectar el ADN de soja RoundUp Ready™ en una forma especifica por linea. En
D6 no se ensefa ni sugiere un método para detectar un evento de inserciéon de algodén
que incluya las secuencias de union de SEQ ID NOs:14-18, o las secuencias de
amplicones de SEQ ID NOs:11 y 12. Sin contener una descripcion de las caracteristicas
técnicas especificas de la insercion MON15985, D6, aunque provea un meétodo PCR de
detectar una linea especifica de organismos genéticamente modificados (GMO), no
provee una motivacién para un método de detectar el evento de insercion en algodén
como se revindica en la presente solicitud.

Ademas, como cada evento transgénico es nico, un método usado para detectar
una linea especifica de GMO no necesariamente funciona para la deteccién de otro
evento. En el presente caso, el evento MON15985 es un evento Unico caracterizado por
las secuencias de unién exclusivas SEQ ID NOs:14-18 y las secuencias de amplicones
SEQ ID NOs:11-12, que se revelan en la presente invencién por primera vez. El método
de la invencion usado para detectar el evento MON15985 no se deriva en forma evidente
del arte previo porque en el estado de la técnica, tal como se describe en D1-D7, no se
revelan las caracteristicas técnicas del evento. A falta de una descripcion de las
caracteristicas técnicas del evento, una persona versada en la técnica no podria disefiar
una sonda/cebador que sea especifico del evento MON15985 y a continuacion producir
un método para detectar el evento MON15985. Asi entonces, la posicion de este
Despacho con relacién a que cualquier persona que conozca como usar la técnica de
PCR estaria motivada a detectar cualquier evento de insercion sin tener en cuenta si

estos eventos son conocidos en el arte carece de base alguna.

En este orden de ideas, la presente solicitud si tiene altura inventiva toda vez que

una persona versada en la materia técnica no llegaria a la presente invencion a partir de



los documentos citados pues ninguno de estos ensefia o sugiere el evento MON15985
caracterizado por las secuencias de unién exclusivas SEQ ID NOs:14-18 y las secuencias
de amplicones SEQ ID NOs:11-12.

3.6 Comentarios a la respuesta del solicitante

. Considero que es inaceptable confundir los requisitos de novedad con los de
Actividad Inventiva, como supuestamente lo hizo el solicitante en su respuesta previa. A
este comentario aclaro que el solicitante en efecto se refirié a las ensefanzas
combinadas D1-D7 en su contes:tacic‘)n anterior. Deseo enfatizar ademas que el
“conocimiento técnico” de una persona con conocimientos normales en el arte respecto
del evento MON15985 se derivaria directamente de las ensefianzas D1-D7, las cuales
simplemente mencionan el término MON15985, sugieren la co-expresion de Cry2Ab y
otra endotoxina, o revelan una técnica de PCR especifica para detectar una linea
especifica de organismos genéticamente modificados. Como ninguno de los documentos
D1-D7 revela las caracteristicas técnicas del evento MON15985, ni siquiera en

combinacién, los mismos no proveen el “conocimiento técnico” del evento MON15985.

. La resolucion 41832 también aduce que “no era necesario que se divulgaran las
secuencias diagnésticas, puesto que la forma en la que éstas fueron determinadas por el
solicitante es bien conocida por cualquier técnico versado en la materia, quien puede
llegar a ellas sin ninguna dificultad. Los procedimientos empleados constituyen métodos
de primera eleccion para cualquier técnico del campo tecnoldgico al cual pertenece la
primera invencién”. Como respuesta, el solicitante expresa respetuosamente su
desacuerdo. Sin conocer las secuencias estructurales de diagndstico del evento
MON15985, una persona versada en la materia no sabria como identificar o detectar tal
evento. La unica informacién divulgada en el arte previo, incluidas las referencias
citadas D1-D7, para el versado en la materia era que el evento MON15985 y el evento
MON15813 expresaban dos proteinas insecticidas diferentes, Cry2Ab and Cry1Ac. Esta
informacién por si sola no provee al versado en la materia un conocimiento de las
secuencias de nucleétidos que codifican las proteinas. No se revel6 informacion alguna
sobre la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina Cry2Ab ni tampoco la posicion
relativa del gen que codifica la proteina Cry2Ab. Como no se conocian las secuencias de
nucleétidos que codifican la Cry2Ab, se carecia del conocimiento técnico suficiente sobre
el evento MON15985 para que el técnico versado en el arte pudiera identificar las
secuencias reivindicadas y no se hubieran podido identificar sin las ensefianzas de la
presente invencién. Considerando que el evento MON15985 y los eventos MON15813
son idénticos salvo por la posicion del ADN insertado que codifica la proteina Cry2Ab

dentro del genoma de algoddn, la persona versada en el arte no podria distinguir un



evento del otro sin las ensefianzas de la presente invencion. Por lo tanto, el objeto
reivindicado en la presente invencién es novedoso y presenta Actividad Inventiva.

Ademas, el conocimiento técnico relativo a un evento no se traduce en otro evento.
Cada evento es Unico y se caracteriza por secuencias de diagnostico Unicas. Segun este
Despacho, una persona que identifique el evento A podria facilmente identificar el evento
B. Segun este razonamiento, no se podria otorgar ninguna patente en el futuro en
relacién con ningun otro evento porque la identificacion y/o deteccion de cualquier otro
evento seria obvia a partir del conocimiento sobre el evento A. Claramente esta posicion
carece de mérito.

Asi entonces, con los argumentos que aqui presento, las objeciones por nivel
inventivo de la solicitud se deben tener por superadas y, es claro que La presente
invencion si proporciona un aporte al estado de la técnica toda vez que no pudo haberse
derivado de los documentos citados por el examinador y, por lo tanto una persona
medianamente versada en la materia técnica no llegaria a la solucién aqui propuesta
partiendo de los documentos D1a D7.

Habiendo quedado sustentada el nivel inventivo de la solicitud, solicito a su Despacho que
revoque la resolucién 41832 y se otorgue el privilegio de patente a la invencién titulada
"PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES Y

METODOS PARA DETECCION DE MISMO”
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4, FUNDAMENTOS DE DERECHO
Fundamento el presente recurso en las siguientes normas:

e Articulos 15. b), 25, 30 y 18 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad
Andina

5. PETICION

Solicito a su Despacho que con fundamento en los hechos y normas citadas:

1. Se revoque la resolucion No. 41832 del 13 de diciembre de 2007 en cuanto a la

negacion del privilegio de patente de invencién.

2. Que como consecuencia de la revocacion, se otorgue el privilegio de patente a la
invencion  titulada “PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y
COMPOSICIONES Y METODOS PARA DETECCION DE MISMO”

6. PRUEBAS

Solicito que se tengan como tales, los documentos contenidos en el Expediente No.
02.049.630 de la referencia, en el que se presento la solicitud de privilegio de patente
para la invencion titulada “PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y
COMPOSICIONES Y METODOS PARA DETECCION DE MISMO” a nombre de la
sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC.

11



Del Sefior Superintendente, Atentamente,

Bogota, D.C.
PATENTES/15/P1529/RECURSO

T.P.A. No. 70819 del C. Sup. de la Judicatura.
C.C. No. 39.779.654 de Usaquén

Calle 94 A No. 7 A-09

Teléfono: 610 7420 - 610 7480

ARTENTICACION B8 ?m? &
MENANTE COMPARRCINGIS PERSORAL
(Art, 84 C.A.C. mod. Decr. 2282 de 1989, art. 1 mod. 36)

+ 3 i Notario Cuarentay Uno (41) del circulo
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
RESPUESTA A RECURSO DE REPOSICION

2020
Bogota, D.C.,

Abogada
Margarita Castellanos Abondano

REFERENCIA: Radicacion No. 02-49630

Tramite 002
Evento 001
Actuacion 430
Oficio No.

Folios 006

TITULO: “Planta evento de algodon MON15985 y composiciones y
métodos para deteccion del mismo.”

En atencién al Recurso de Reposicién interpuesto, se hacen las siguientes
aclaraciones:

1. Documentos estudiados

1.1. Descripcion: Folios: 66 a 146 como se radico inicialmente.

1.2. Reivindicaciones: Folios: 337 a 341 como se radicé inicialmente.

1.3. Otros: Conceptos técnicos realizados.

Respuestas del solicitante.

Modificaciones al capitulo reivindicatorio.
2. Objeto de la Invencién
El objeto de la presente solicitud se refiere al evento de algodén MON15985
que corresponde con una secuencia de insercion de Cry2Ab junto con las
secuencias SEQ No. 11-12, 14-48.

El objeto de la solicitud definido anteriormente se clasificé en la IPC A61K
38/20.

3. Argumentos del solicitante
3.1. Objeto de la Invencion

El solicitante argumenta que el objeto de su invencién corresponde con el
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evento de insercion MON1595 caracterizado por las SEQ No. 11-12 y 14-
18, fisicamente ligadas y expresadas en una célula vegetal y que dicho
objeto se refleja en la clausula dependiente 2.

3.2. Excepciones a Patentabilidad

Argumenta el recurrente que el procedimiento de la clausula 7 no recae
en la excepcion a patentabilidad establecida por el articulo 15 literal b) de
la Decisién 486 debido a que el cruzamiento de las plantas requiere
necesariamente de la intervencion humana.

3.3. Claridad de la Solicitud

El solicitante desiste de su pretensiéon acerca de la reclamacion de la
materia de la clausula 1 (“Una célula de planta de algodén resistente a
insectos, derivada de una planta de algodén, en donde la semilla de
dicha planta se ha depositado en el American Type Culture Collection,
bajo el nimero de acceso PTA-2516").

Argumenta igualmente el recurrente, que los términos utilizados por él
para la definicién de las clausulas 8-10 y 16 son aceptados en el estado
de la técnica y que las secuencias reclamadas no corresponden con
materia presente en la naturaleza, al tratarse de amplicones y secuencias
de union unicas procedentes de modificaciones genéticas.

3.4. Unidad de invencién

Manifiesta el solicitante que la célula transgénica reclamada comprende
un inserto de Cry2Ab y las cinco secuencias de unién (14-18) o un
inserto de Cry2Ab y las dos secuencias de amplicones de las SEQ No.
11y 12 y que no se refiere a una célula vegetal que comprende una
secuencia que codifica Cry2Ab mas ADN que puede corresponder con
cualquier de las secuencias de unién o de amplicones.

Igualmente se aclara que el objeto de la invencién corresponde con una
célula transgenica vegetal que comprende un inserto que codifica Cry2Ab
y todas las secuencias de union identificadas como SEQ No. 14-18 0 una
célula vegetal que comprende un inserto de Cry2Ab y ambas secuencias
de amplicones identificadas como SEQ No. 11 y 12; y adicionalmente
que una celula que comprende el inserto Cry2Ab junto con las
secuencias de unién identificadas como SEQ No. 14-18 en realidad
incluye una célula que comprende un inserto de Cry2Ab y las secuencias
de amplicones 11y 12.

Por ultimo se afirma que la unidad de invencién de la materia reclamada
se soporta en el hecho de que las secuencias estan fisicamente ligadas,
no existen de manera separada entre si y todas identifican el evento de
algodén MON15985, existiendo entonces una Unica insercién posible
correspondiente a Cry2Ab-SEQ No. 14-17.

3.5. Nivel Inventivo

Argumenta el solicitante que los documentos D1-D4 simplemente
mencionan los términos Bollgardll®, DP50BII, MON15985, DPL15985 y/o
DP50BX sin hacer revelacion alguna sobre las secuencias de unién SEQ
No. 14-18 o las secuencias de amplicones SEQ No. 11 y 12, exclusivas
del evento MON15985.
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Por otro lado, expone el solicitante que el documento D5 revela el impacto
de una planta transgénica de algodon que expresa una o dos endotoxinas
bacterianas (MON15813 y MON 15985) sobre las larvas de Lepidoptera,
sin hacer ensefianza alguna sobre las secuencias especificas de unién o
amplicones exclusivas del evento MON15985.

Segun las aclaraciones del recurrente el documento D7 revela el método
de expresar la endotoxina Cry2A en células vegetales pero no hace
referencia alguna la evento MON15985, o a secuencia que permitan sus
diagnéstico.

Por ultimo se afirma que los documentos D1-D4 y el documento D7 no
afectan el Nivel Inventivo de la invencién reclamada por cuanto: i) la
referencia al evento MON15985 es puramente arbitraria y carece de
sentido técnico alguno: sin una divulgacion especifica de las
caracteristicas estructurales exclusivas que pueden ser usadas para
identificar el evento MON15985 una persona versada en la materia no
podria poner en practica las reclamaciones de la presente invencion:; y ii)
cada evento transgénico tiene caracteristicas Unicas, que incluyen
secuencia de union o de amplicon Unicas suficientes para caracterizar el
evento y la presente invencién revela por primera vez las secuencias de
uniéon SEQ No. 14-18 asi como las secuencias de amplicén SEQ No. 11y
12; de manera que ninguno de los documentos D1-D7 ni solos, ni en
combinacion, proveen el conocimiento necesario del evento MON15985 y
menos la capacidad para detectarlo en una muestra de algodén.

Respecto a las clausulas 12-15 y su afectacion con el documento D6 por
nivel inventivo el solicitante indica éste revela un método de PCR para
detectar el ADN de soja transgénica en una forma especifica por linea, sin
proveer motivacion alguna sobre el evento MON15985 y su diagnéstico.

Concluye el solicitante que ninguno de los documentos citados por este
despacho afecta el nivel inventivo de su invencion.

4. Respuesta a los Argumentos del Solicitante

En atencion a los argumentos del solicitante se hacen las siguientes
aclaraciones:

4.1. Excepciones a Patentabilidacd

Se aclara que la objecion realizada por este despacho corresponde al
Articulo 15 de la Decisién 486 que establece la materia que no se
considerara como una invencion.

Dentro de estas consideraciones se encuentran los procesos bioldgicos
naturales.

En la clausula 7 se reclama un método para producir una planta de
algodon resistente a insecto que comprende el cruzamiento entre plantas
de algodén, la obtencién de la menos una planta de la progenie de dicho
cruce y la seleccion de plantas resistentes a insecto dentro de dicha
progenie; este método se considera como un proceso bioldgico natural
ya que su realizacion corresponde especificamente con el proceso
natural de reproduccién y sus resultados, y es éste el eje del
procedimiento reclamado. Adicionalmente es un acontecimiento que
aunque inducido o determinado por el hombre se da con o sin su
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intervencion.  De esta manera tal como se reclam6é no puede
considerarse una invencion.

4.2. Claridad de la Solicitud

Este despacho reitera su posicién sobre los términos ambiguos e
imprecisos que utiliza la solicitud y que son considerados como tal toda
vez que no permiten establecer claramente el objeto y el alcance de las
reclamaciones. En la experiencia de un técnico versado en la materia
podrian ser de uso habitual pero para la definicion clara y concisa de un
desarrollo carecen de veracidad.

4.3. Unidad de Invencion

A las aclaraciones del solicitante sobre las secuencias reclamadas y su
caracteristica de continuidad fisica este despacho debe enfatizar en el
hecho de que de tratarse secuencias fisicamente ligadas, continuas y en
todo evento presentes, corresponderian exactamente a una Unica
secuencia, en ningun caso reclamada como tal. Adicionalmente porque
las secuencias llamadas por el solicitante de “amplicones” incluyen las
secuencias de unién, de manera que la reclamacién debiese haber
correspondido con una construccioén especifica de secuencia Unica.

Sin haberse reclamado como tal las secuencias se entienden como
independientes presentes, ausentes o en combinacion en el evento y que
al diferir estructuralmente originan diferentes inserciones.

De esta manera la objecién realizada por este despacho tiene como
fundamento la forma en que el mismo solicitante presento su invencién y
la reclamé. Al presentar diferentes secuencias como caracteristicas del
evento se reclamaron desarrollos independientes.

4.4, Nivel Inventivo

Se resumen las divulgaciones de las anterioridades citadas (D1 — D7)
como sigue:

- D1 divulga variedades transgénicas de algodén que contiene el inserto
Cry2Ab.

- D2 divulga la variedad de algodén transgénico Bollgard II™ que
expresa las proteinas exégenas Cry1Acy Cry2Ab.

- D3 divulga cultivares de algodén transgénico que expresan las
proteinas exégenas Cry1Ac y Cry2Ab, correspondientes con los
eventos MON15985 y MON15813.

- D4 divulga la variedad de algodon transgénico Bollgard II.

- D5 divulga un algodén transgénico que expresa dos proteinas
exogenas Cry1Ac y Cry2Ab, denominado MON15985.

- D6 presenta un método de deteccién especifica de organismos
genéticamente modificados (GMO) que no requiere conocer la
secuencia del segmento de ADN insertado.
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- D7 ensefa segmentos de Aacidos nucleicos que comprenden la
proteina Cry2Ab y se insertan en vectores de expresion y en plantas.

Teniendo en cuenta: 1) que las clausulas 1-17 de la presente solicitud
reclaman una célula de planta de algodén resistente a insectos, que
corresponde con la insercion MON'IS%g segun las SEQ No. 11, 12 y 14-
18, el ADN codificante de dicha insercién y el método y kit de deteccidn
de la misma; 2) que los documentos arriba resumidos indican la insercién
de genes de resistencia a insectos en plantas de algodén, genes ademas
ampliamente conocidos en el estado de la técnica; 3) y que siendo el
evento MON15985 una derivacion de un evento anterior, (ambos
indicados con anterioridad), al que se le han cambiado las secuencias de
unién y que esto no puede ser considerado como un aporte inventivo, es
indiscutible que la materia reclamada es anticipada por las anterioridades
citadas. El mejoramiento de una inserciéon sin asocio a un aporte
extraordinario no puede entenderse como inventivo, ademas de que la
determinacion de secuencias de unién de genes objetivo conocidos, como
los de resistencia a insectos, se constituye como una practica normal en
el estado de la técnica.

Para un técnico versado en la materia, conociendo el origen de la
insercion y el gen exdégeno insertado es posible determinar cebadores y
secuencias de unién que mejoren la insercién, inclusive sin conocerlas
podria determinarlas, definir cebadores para las mismas y posteriormente
detectarlas; la aplicacién de técnicas conocidas a eventos puntuales no
las hace inventivas.

De esta manera, el hecho de que los documentos citados no especifiquen
la secuencia del evento MON15985, a la luz de que son las secuencias
de unién y no la insercién como tal el nlcleo de la invencién y que las
secuencias de genes de resistencia a insectos y su insercion son de
dominio y conocimiento de un técnico versado en la materia el aporte o
mejoramiento de un evento anterior no puede considerarse inventivo.

En conclusién, todos los documentos solos o en combinacién, junto con
los conocimientos de un técnico versado en la materia destruyen el nivel
inventivo del capitulo reivindicatorio solicitado.

5. Conclusién

Teniendo en cuenta lo anterior, se recomienda ratificar la negacién del
privilegio solicitado para las reivindicaciones 1-17, folios 337-341.

CONCEPTO JEFE DIVISION EXAMINADOR
TECNICO No. NUEVAS CREACIONES TECNICO
893 Codigo No.202081
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CORREO CERTIFIcADO SUFPERINTENDENCIA

Radicaciéon : 2-49630- -19-0 Fecha: 2008-05-29 08:18:38

Tramite : 2 PATENTES

Evento : 1 REGDEPOSITO

Actuacion: 432 COMUNICACTOADM

Destinatario : MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO Folios 1

Sefor (a) (es)

MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO
CALLE 94 ANO. 7 A-09

BOGOTAD.C.

Referencia RESOLUCION : 16488

Fecha : 28/05/2008

Expediente : 2-49630

Tramite : 2 PATENTES DE INVENCION

Evento : 1 REGISTRO/DEPOSITO/CONCESION/DEPOSITO
Actuacion : 432 COMUNICACION ACTO ADMINISTRATIVO

Comedidamente le solicito presentarse a este Despacho ubicado en la Carrera 13 No. 27 -
00 Piso Quinto (5), de la ciudad de Bogota D.C., dentro del término de cinco (5) dias habiles
contados a partir del envio de la presente citacion, en horario de 8:00 a.m. a 4:30 p.m.
jornada continua, con el fin de notificarle personalmente el contenido de la resolucion de la
referencia proferida dentro del expediente tramitado con el numero de radicacion citado en
el asunto.

De no hacerse presente en el término indicado anteriormente, la providencia en mencion se
notificara por edicto, el cual se fijara por el término de diez (10) dias en el Centro de
Documentacién e Informacion.

Para su comodidad el texto completo de la resolucion se encontrara disponible en la pagina
web de la Entidad desde el dia habil siguiente al de su notificacién, la cual podra ser
consultada desde un computador con acceso a Internet, en la pagina www.sic.gov.co, con el
numero de resolucion a través de la opcion servicios en linea - caracter general - consulta
actos administrativos.

Secretaria General
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5,7 y 10
Alsonteslar S ndinuel nomere Sede CAN: Cra 50 No. 26-55 Int 2 PBX: 3820840
radicacion consignado en el sticker Fax: 3 82 26 95 3 50 52 20. Linea 018000 910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia



Industria y Comercio

REPUBLICA DE COLOMBIA SUPERINTENDENC
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RESOLUCION". 104053
Por la cual se resuelve un recurso de reposicion

Rad. PCT 02 049630

EL SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
en ejercicio de sus facultades legales, especialmente de las que se confirieron en
el articulo 4, numeral 5, del decreto 2153 de 1992, y

CONSIDERANDO

PRIMERO: Que mediante Resolucion 41832 del 13 de diciembre de 2007, la
Superintendencia de Industria y Comercio, nego6 el privilegio de patente de invencion
a la creacion denominada: “PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 Y
COMPOSICIONES Y METODOS PARA DETECCION DEL MISMQ”. -

SEGUNDO: Que mediante escrito radicado en esta entidad el 17 de enero de 2008,
bajo el nimero 02 049630 00017 0000, la doctora Margarita Castellanos Abondano,
en su calidad de apoderada de la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC,
interpuso recurso de reposicion contra la decisiéon contenida en la citada resolucion,
con el objeto de que “se revoque la resolucién recurrida y, en su lugar, se conceda el
privilegio de patente de invencion.

TERCERO: Que el recurso a que hace referencia el ordinal anterior se fundamento,
en sintesis, de la siguiente manera:

Argumenta la recurrente: “En la Resolucion N° 41832, ese Despacho establece como
objeto de la invencién ‘una célula vegetal resistente a insectos, derivada de una
planta de algodén evento MON 15985... y que comprende un inserto y por lo menos
una secuencia nucledtida seleccionada a partir del grupo de SEQ ID N°:14, SEQ ID
N°:15, SEQ ID N°:17 y SEQ ID N°:18".

“El solicitante discrepa de ese Despacho toda vez que sostiene que la presente
invencion esta dirigida a la insercion MON15985, caracterizada por las secuencias
de unién de las SEQ ID N°:14-18, o por las secuencias de amplicones de las SEQ ID
N°:11y 12. Las cinco secuencias de union de las SEQ ID N°:14-18 estan ligadas
fisicamente de tal manera que la deteccién de cualquiera de estas secuencias en una
muestra que contiene ADN de algodén diagnostica la presencia de la insercion
MON15985 en dicha muestra, y por ello necesariamente, es un diagnostico de la
presencia de cada una de las otras secuencias también. Es decir, la célula vegetal
resistente a insectos reivindicada comprende un inserto Cry2Ab y todas las cinco
secuencias de union de las SEQ /D N°:14-18, estando dicho objeto claramente
reflejado en la reivindicacién dependiente 2.

“Este Despacho considera que la reivindicacion 7 se relaciona con un proceso
esencialmente biolégico que depende exclusivamente de la naturaleza y, por ello, el
objeto al que se hace referencia en dicha reivindicacion no constituye una invencion.
Argumenta este Despacho que el primer paso (a) de la reivindicacion 7, que

I A

Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7y 10
Sede CAN: Tr. 40A No. 38-50 Conmutador: 3820840

Fax: 382 26 95. Linea 9800-910 165

Web: www.sic.qov.co e-mail: info@sic.gov.co

Bogota D.C. - Colombia
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REPUBLICA DE COLOMBIA SUPERINTENDENC
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RESOLUCION=". 104y’
Por la cual se resuelve un recurso de reposicion

Rad. PCT 02 049630

comprende el cruzamiento de una planta resistente con una planta no resistente, es
el elemento central de la reivindicacion de método y comprende un proceso biolégico
natural que depende exclusivamente de la naturaleza.

“Respetuosamente, manifiesto mi desacuerdo puesto que la reivindicacion 7 se
refiere a un método para producir una planta de algodén por cruzamiento de una
planta resistente a insectos que comprende las SEQ ID N°:74-18 con una planta de
algodén diferente, con lo cual se obtiene al menos una planta de progenie v,
seleccionar la progenie que es resistente a insectos y comprende las SEQ ID N°:14-
18. El algoddn es un sistema de polinizacion cerrado; sin la intervencion humana. No
se puede producir un endogamico o hibrido transgénico. Es decir, la intervencion
humana es absolutamente necesaria para el paso de cruzamiento (a) de la
reivindicacion 7; y dicho paso no es un proceso biolégico natural, como argumenta su
Despacho.

“Adicionalmente, la reivindicacion 7 comprende ademas un paso de seleccionar la
progenie que comprenda las secuencias de nucledtidos de las SEQ ID N*:14-18,
donde dichas secuencias son secuencias novedosas de ADN de unién al transgen
gendémico debido a la insercién del transgen. Ciertamente, este paso requiere de una
intervencién técnica humana, ya que no todas las plantas de la progenie van a
contener la insercion MON15985 de la presente invencidn y se necesita un paso de
analisis para rastrear las plantas de progenie que contienen la insercion MON15985.
En conclusion, la reivindicacion 7 no recae en la excepcion de patentabilidad
establecida por el articulo 15. b) de la Decision 486.

“Si bien el solicitante no esta de acuerdo con la posicién de este Despacho en cuanto
a la reivindicacion 1, esto es, que la misma se refiere a una célula caracterizada por
un elemento vegetal no patentable y que por ello no esta definida correctamente, el
solicitante manifiesta que desiste de esta reivindicacién y que solicita la concesion
parcial para el resto del pliego reivindicatorio.

“En cuanto a las objeciones a la claridad de las reivindicaciones 8-10y 16 porque las
mismas contienen ‘términos no precisos’ tales como ‘al menos’ y ‘una fraccion de’,
que abarcarian un objeto que excede la revelacion y que aun podrla existir
espontaneamente en la naturaleza.

“Como se habia dicho anteriormente, el significado de los términos ‘al menos’y ‘una
porcién de’, con referencia a una sonda o a un cebador que es especifico para
detectar la insercion MON15985, no son ambiguos para un especialista en la técnica,
y que tales términos son de uso comun cuando se describen sondas o cebadores.
Seria injustamente limitativo si las reivindicaciones se restringieran a una secuencia
precisa. '

“La resolucion 41832 afirma que las reivindicaciones 2 y 3 estan dirigidas a ‘una
célula vegetal resistente a insectos que comprende una secuencia que codifica
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Cry2Ab + ADN que puede estar representado por cualquiera de las secuencias
indicadas en la SEQ ID N°:14, SEQ ID N°;15, SEQ ID N°:16, SEQ ID N°:17, SEQ ID
N°:18, SEQ ID N°:11, SEQ ID N°:12’.

“Manifiesto a ese Despacho que la afirmacién anterior es incorrecta. Segun se
explicara precedentemente, la célula vegetal transgénica reivindicada comprende un
inserto de Cry2Ab y las cinco secuencias de unién de las SEQ ID N°:14-18 (véase la
reivindicacion pendiente 2) o comprende un inserto de Cry2Ab y ambas secuencias
de los amplicones de las SEQ ID W: 11y 12 (véase la reivindicacion pendiente 3).
Estas reivindicaciones no _se refieren a una célula vegetal que comprende una
secuencia que codifica Cry2Ab + ADN que puede estar representado por cualquiera
de las secuencias de unién o de amplicones como erradamente interpreta este
Despacho.

“Por otra parta la Resolucién también sostiene que el elemento comun de las SEQ ID
N°: 14, 15, 16, 17, 18, 11 Y 12 es que todas ellas pueden acompafiar al gen Cry2Ab
en el inserto empleado para la transformacién de las plantas de algodén y que dicho
elemento en comun no deberia considerarse como ‘el elemento comun inventivo que
vincule a todos los insertos de ADN con los que se pueden transformar las células
reivindicadas, y en ese sentido las diferentes células caracterizadas mediante
distintos insertos posibles no guardan unidad de invencion entre ellas’.

“De lo anterior, ese Despacho parece sugerir que los diferentes insertos de ADN
existen en la presente invencion debido a las diferentes secuencias de union o de
amplicones. Adicionalmente, caracteriza las células vegetales reivindicadas como
que contienen "diferentes insertos posibles’.

“El solicitante respetuosamente expresa su desacuerdo y afirma que es incorrecto
sugerir/describir como diferentes ‘insertos de ADN’ o ‘diferentes insertos posibles’en
el evento MON 15985 particular. Con mayor detalle, ese Despacho parece considerar
que las diferentes secuencias de unién o secuencias de amplicones podrian existir en
diferentes células vegetales transgénicas y, por ello, conducirian a diferentes células
que contiene diferentes insertos posibles. En otras palabras, parece considerar que
las presentes reivindicaciones abarcan una célula vegetal que comprende una
secuencia que codifica Cry2Ab + la SEQ ID N°:14; y una celula vegetal que
comprende una secuencia que codifica Cry2Ab + la SEQ ID N°:15;'y una célula
vegetal que comprende una secuencia que codifica Cry2Ab +la SEQ ID N*:16; y una
célula vegetal que comprende una secuencia que codifica Cry2Ab +la SEQ ID N°:17;
y una célula vegetal que comprende una secuencia que codifica Cry2Ab +la SEQ ID
N°: 18; y una célula vegetal que comprende una secuencia que codifica Cry2Ab + la
SEQ ID N°:11; y una célula vegetal que comprende una secuencia que codifica
Cry2Ab + la SEQ ID N*:12.

“Esta interpretacion de su Despacho contradice evidentemente el ‘objeto de la
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presente invencién, el cual se relaciona con una célula vegetal transgénica que
comprende un inserto que codifica Cry2Ab y todas las cinco secuencias de unién de
las SEQ ID N°:14-18 o una célula vegetal transgénica que comprende un inserto que
codifica Cry2Ab y ambas secuencias de amplicones de las SEQ ID N*:11v 12. Una
celula que comprende un inserto que codifica Cry2Aby las SEQ-ID N°:14-18
(secuencias de unién) incluye en realidad una célula que comprende un inserto que
codifica Cry2Ab y las SEQ ID N°:11 y 12 (secuencias de amplicones). Las 7
células vegetales diferentes mencionadas por su Despacho son en verdad una
misma célula. No existen ‘diferentes células caracterizadas por diferentes insertos
posibles’ como afirma su Despacho en la Resolucién No. 41832.

“Adicionalmente este Despacho considera que ‘las secuencias mencionadas arriba
deberian presentar tanto una estructura comun como una misma actividad, para
poder considerarlas como un unico objeto de invencién. En este sentido, seria
estrictamente necesario que dicha estructura coman representara verdaderamente
un salto cualitativo sobre la formulacion de la regla técnica. De lo contrario, no
existiria una caracteristica comun nueva e inventiva que pudiese vincular a todas las
posibles invenciones aqui reivindicadas, pero sobretodo, ninguna de las
combinaciones posibles de Crya2b-SEQ ID N°14 a 17 seria patentable, porque (sic)
no cumpliria con el requisito de nivel inventivo’.

‘Respetuosamente, manifiesto mi desacuerdo ya que, como se argumentd
previamente y se reitera en la presente, las SEQ ID N°:14, 15, 16,17 Y 18 son
secuencias de uniény las SEQ ID N°:11 y 12 son secuencias de amplicones que son
Unicas para la insercion MON15985. La Fig 1 modificada presentada previamente
y adjunta nuevamente en la presente ilustra claramente la relacién entre estas
secuencias. Entonces, afirmo que la presente solicitud establece una unica invencion:
el evento de algodén MON 15985 que contiene un grupo selecto de marcadores (es
decir, las secuencias de unién o de amplicones) como resultado de la'insercion del
ADN transgénico en el genoma. La deteccion de cualquiera de estos marcadores en
una muestra conocida proveniente de semillas de algodén o de otro tejido de algoddn
es diagnostico de la presencia de la insercion MON15985 en dicha muestra. Todas
las secuencias estan ligadas fisicamente (véase, la Fig. 1 modificada), donde la
deteccion de cualquiera de estas secuencias en una muestra que contiene ADN de
algodén diagnostica la presencia de la insercion MON15985 en dicha muestra, y por
ello necesariamente, también la presencia de cada una de las otras secuencias.
Como tales, las cinco secuencias de union o las dos secuencias de amplicones co-
existen en la planta transgenica reivindicada y deberfan examinarse juntas como una

sola invencion.

“‘Adicionalmente, manifiesto que tampoco existen las denominadas ‘posibles
combinaciones de Cry2Ab-SEQ ID N°:14 a 17’ como afirma este Despacho, toda vez
que porque solamente existe una combinacion en la presente invencion, es decir, la
combinacion de Cry2Ab-SEQ ID N°:14-17 (que abarca la combinacion de Cry2Ab-
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SEQ ID N*:11-12).

“Asf entonces, parece que su Despacho se concentra en establecer una ‘estructura
comun’ entre las SEQ ID N°:14-17 cuando evalla la unidad de invencién, en tanto el
elemento comin de las cinco secuencias de unién es que estan ligadas fisicamente y
gue no existen separadas entre si en la presente invencion.

“En conclusion, la presente solicitud si involucra un Unico concepto inventivo y por lo
tanto si cumple con lo estipulado por el Articlo 25 de la Decision 486.

“En la Resolucién 41832, ese Despacho considera que las reivindicaciones 1-3 y sus
dependientes (es decir, las reivindicaciones 1-6) carecen de Actividad Inventiva con
respecto a D1-D5 y D7.

“En cuanto a D1-D4, estas referencias simplemente mencionan los términos
BOllgardll®, DP50BII, MON15985, DPL 15985 y/o DP50BX sin hacer revelacion
alguna sobre las secuencias de union de las SEQ ID N°:14-18 o las secuencias de
amplicones de las SEQ ID N°s:11 y 12 que son exclusivas del evento MON15985.

“D5 revela el impacto del algodén que expresa una o dos endotoxinas de B.
thuringiensis sobre el crecimiento y supervivencia de las larvas de Lepidoptera. En
esta referencia se citan dos eventos que expresan Cry2Ab y Cry1Ac, MON15985, y
MON 15813. Estos eventos son idénticos excepto con referencia a la caracterizacion
molecular del gen que codifica la proteina Cry2Ab. Aunque se menciona que
MON15985 es uno de los cultivares primarios usados en sus ensayos, en D5 no se
revela ninguna secuencia que diagnostique la insercion MON15985. Es decir, que D5
no contiene revelacion alguna sobre las secuencias de uniéon de las SEQ ID N°:14-18
o las secuencias de amplicones de las SEQ ID N°:11 y 12 que son exclusivas del
evento MON15985.

“D7 revela el método de expresar &-endotoxina Cry2A localizada en un organela o
compartimiento subcelular en plantas y plantas que comprenden una secuencia de
polinucleétidos que codifica una & -endotoxina Cry2A. Aunque revela la co-expresion
de Cry2Ab y otfra & -endotoxina Cry B. de thuringiensis, D7 no divulga el evento
MON15985 ni secuencia alguna que diagnostique la insercion MON15985. Es decir,
en D7 SEQ ID NOs:14-18 o las secuencias de amplicones de SEQ ID NOs:11y 12.

“Como se ha arqumentado previamente y se vuelve a enfatizar en la presente, la
simple referencia a MON 15985 o la divulgacién de la coexpresion de Crv2Ab con
otra endotoxina, en D1-D5 v D7 no eliminan la Actividad Inventiva de la presente
invencion tal como se reivindica por las siguientes razones:.

(1) la simple referencia del evento MON 15985 es puramente arbitraria y carece de
significado técnico alguno. Sin una divulgaciéon de las caracteristicas
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estructurales exclusivas que pueden ser usadas para identificar el evento
MON15985, una persona versada en la materia no podria poner en practica
las reivindicaciones de la presente invencion. La simple mencién del término
MON15985 no constituye "el conocimiento técnico" suficiente de! objeto para
alcanzar la presente invencion; y

(2) cada evento transgénico tiene caracteristicas unicas, que incluyen secuencias
de unién o de amplicon Unicas suficientes para caracterizar el evento. La
presente invencidn revela, por primera vez, las secuencias de unién SEQ ID
NOs: 14-18 asi como las secuencias de amplicon SEQ ID NOs:11-12 que
comprenden las secuencias de unién que se indican en SEQ ID NOs:14-18
que son exclusivas del evento MON15985 y, por lo tanto, proveen la
capacidad, por primera vez, de detectar especificamente el evento particular
MON15985 en una muestra de algodon. Ninguno de los documentos D1-D5 o
D7, ni solos ni en combinacion, proveen "el conocimiento técnico" del evento
MON15985, y menos aun la capacidad de detectar especificamente dicho
evento en una muestra de algodon.

“Adicionalmente, este Despacho considera que las reivindicaciones, 12-15 carecen
de Actividad Inventiva respecto del documento D6.  En respuesta, el solicitante
respetuosamente expresa su desacuerdo y argumenta que D6 revela un método PCR
para detectar el ADN de soja RoundUp ReadyTM en una forma especifica por linea.
En D6 no se ensefia ni sugiere un método para detectar un evento de insercion de
algoddn que incluya las secuencias de union de SEQ ID NOs:14-18, o las secuencias
de amplicones de SEQ ID NOs:11 y 12. Sin contener una descripcién de las
caracteristicas técnicas especificas de la insercion MON15985, D6, aunque provea
un método PCR de detectar una linea especifica de organismos genéticamente
modificados (GMO), no provee una motivacion para un metodo de detectar el evento
de insercion en algodén como se reivindica en la presente solicitud.

“Ademas, como cada evento transgénico es Unico, un método usado para detectar
una linea especifica de GMO no necesariamente funciona para la deteccién de otro
evento. En el presente caso, el evento MON 15985 es un evento Unico caracterizado
por las secuencias de unién exclusivas SEQ ID NOs:14-18 y las secuencias de
amplicones SEQ ID NOs:11-12, que se revelan en la presente invencion por primera
vez. El método de la invencion usado para detectar el evento MON 15985 no se
deriva en forma evidente del arte previo porque en el estado de la técnica, tal como
se describe en D1-D7, no se revelan las caracteristicas técnicas del evento. A falta de
una descripcion de las caracteristicas técnicas del evento, una persona versada en la
técnica no podria disefiar una sonda/cebador que sea especifico del evento MON
15985 y a continuacién producir un metodo para detectar el evento MON15985. Asi
entonces, la posicion de este Despacho con relacién a que cualquier persona que
conozca cémo usar la técnica de PCR estaria motivada a detectar cualquier evento
de insercidn sin tener en cuenta si estos eventos son conocidos en el arte carece de
base alguna. .
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“En este orden de ideas, la presente solicitud si tiene altura inventiva toda vez que
una persona versada en la materia técnica no llegaria a la presente invencion a partir
de los documentos citados pues ninguno de estos ensefia o sugiere el evento
MON15985 caracterizado por las secuencias de union exclusivas SEQ ID NOs:14-18
y las secuencias de amplicones SEQ ID NOs:11-12.

“Considero que es inaceptable confundir los requisitos de novedad con los de
Actividad Inventiva, como supuestamente lo hizo el solicitante en su respuesta previa.
A este comentario aclaro que el solicitante en efecto se refirié a las ensefianzas
combinadas D1-D7 en su contestacion anterior. Deseo enfatizar ademas que el
‘conocimiento técnico’ de una persona con conocimientos normales en el arte
respecto del evento MON15985 se derivaria directamente de las ensefianzas D1-D7,
las cuales simplemente mencionan el término MON 15985, sugieren la co-expresién
de Cry2Ab y otra endotoxina, o revelan una técnica de PCR especifica para detectar
una linea especifica de organismos genéticamente modificados. Como ninguno de
los documentos D1-D7 revela las caracteristicas técnicas del evento MON15985, ni
siquiera en combinacion, los mismos no proveen el ‘conocimiento técnico’ del evento
MON15985.

“La resolucién 41832 también aduce que ‘no era necesario que se divulgaran las
secuencias diagnosticas, puesto que la forma en la que éstas fueron determinadas
por el solicitante es bien conocida por cualquier técnico versado en la materia, quien
puede llegar a ellas sin ninguna dificultad. Los procedimientos empleados constituyen
métodos de primera eleccién para cualquier técnico del campo tecnoldgico al cual
pertenece la primera invencién’. Como respuesta, el solicitante expresa
respetuosamente su desacuerdo. Sin conocer las secuencias estructurales de
diagnédstico del evento MON15985, una persona versada en la materia no sabria
como identificar o detectar tal evento. La Unica informacién divulgada en el arte
previo, incluidas las referencias citadas 01-07, para el versado en la materia era que
el evento MON15985 y el evento MON 15813 expresaban dos proteinas insecticidas
diferentes, Cry2Ab and Cry1Ac. Esta informacién por si sola no provee al versado en
la materia un conocimiento de las secuencias de nucleétidos que codifican las
proteinas. No se reveld informacién alguna sobre la secuencia de nucledtidos que
codifica la proteina Cry2Ab ni tampoco la posicién relativa del gen que codifica la
proteina Cry2Ab. Como no se conocian las secuencias de nucleétidos que codifican
la Cry2Ab, se carecia del conocimiento técnico suficiente sobre el evento MON15985
para que el técnico versado en el arte pudiera identificar las secuencias reivindicadas
y no se hubieran podido identificar sin las ensefianzas de la presente invencion.
Considerando que el evento MON15985 y los eventos MON15813 son idénticos salvo
por la posicion del ADN insertado que codifica la proteina Cry2Ab dentro del genoma
de algodén, la persona versada en el arte no podria distinguir un evento del otro sin
las ensefianzas de la presente invencién. Por lo tanto, el objeto reivindicado en la
presente invencion es novedoso y presenta Actividad Inventiva.
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“Ademas, el conocimiento técnico relativo a un evento no se traduce en otro evento.
Cada evento es Unico y se caracteriza por secuencias de diagnéstico tnicas. Segun
este Despacho, una persona que identifique el evento A podria facilmente identificar
el evento B. Segun este razonamiento, no se podria otorgar ninguna patente en el
futuro en relacion con ningln otro evento porque la identificacion y/o ‘deteccion de
cualquier otro evento seria obvia a partir del conocimiento sobre el evento A.
Claramente esta posicién carece de meérito. '

“Asi entonces, con los argumentos que aqui presento, las objeciones por nivel
inventivo de la solicitud se deben tener por superadas y, es claro que la presente
invencién si proporciona un aporte al estado de la técnica toda vez que no pudo
haberse derivado de los documentos citados por el examinador y, por lo tanto una
persona medianamente versada en la materia técnica no llegaria a la solucién aqui
propuesta partiendo de los documentos D1a D7.

“Habiendo quedado sustentada el nivel inventivo de la solicitud, solicito a su
Despacho que revoque la resolucion 41832 y se otorgue el privilegio de patente a la
invencion titulada "PLANTA EVENTO DE ALGODON MON15985 vy
COMPOSICIONES Y METODOS PARA DETECCION DE MISMO"

CUARTO: Que para atender lo sefialado en el articulo 59 del Cédigo Contencioso
Administrativo es preciso resolver todas las cuestiones que hayan sido planteadas y
las que aparezcan con motivo del recurso, en los siguientes términos:

NORMA APLICABLE

El articulo 14 de la Decision 486 expedida por la Comision de la Comunidad Andina
establece que: “Los Paises Miembros otorgaran patentes para las invenciones, sean
de producto o de procedimiento en todos los campos de la tecnologia, siempre que
sean nuevas, tengan nivel inventivo y sean susceptibles de aplicacién industrial”.

Por su parte el articulo 18 de la Decision 486 establece: “Se considerara que una
invencion tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio normalmente versada
en la materia técnica correspondiente, esa invencion no hubiese resultado obvia nise
hubiese derivado de manera evidente del estado de la técnica”.

FRENTE AL CASO EN ESTUDIO

Examinadas nuevamente las actuaciones administrativas que cursan en este
expediente se encuentra que la solicitud se refiere a una “PLANTA EVENTO DE
ALGODON MON15985 Y COMPOSICIONES Y METODOS PARA DETECCION DEL
MISMQ”.

Respecto a los argumentos de la recurrente este Despacho se permite aclarar que la
objecion realizada corresponde al Articulo 15 de la Decisién 486 que establece la
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materia que no se considerara como una invencion. Dentro de estas consideraciones
se encuentran los procesos bioldgicos naturales.

En la clausula 7 se reclama un método para producir una planta de algodén
resistente a insecto que comprende el cruzamiento entre plantas de algodén, la
obtencion de la menos una planta de la progenie de dicho cruce y la seleccion de
plantas resistentes a insecto dentro de dicha progenie; este método se considera
como un proceso biolégico natural ya que su realizacion corresponde
especificamente con el proceso natural de reproduccién y sus resultados, y es este el
eje del procedimiento reclamado. Adicionalmente es un acontecimiento que aunque
inducido o determinado por el hombre se da con o sin su intervencion. De esta
manera tal como se reclamé no puede considerarse una invencion.

Este despacho reitera su posicion sobre los términos ambiguos que utiliza la solicitud
y que son considerados como tal toda vez que no permiten establecer claramente el
objeto y el alcance de lo reclamado. En la experiencia de un técnico versado en la
materia podria ser de uso habitual pero para la definicidon clara y concisa de un
desarrollo carecen de veracidad.

A las aclaraciones del solicitante sobre las secuencias reclamadas y su caracteristica
de continuidad fisica este despacho debe enfatizar en el hecho de que de tratarse
secuencias fisicamente ligadas, continuas y en todo evento presentes,
corresponderian exactamente a una Unica secuencia, en ningun caso reclamada
como tal. Adicionalmente porque las secuencias llamadas por el solicitante de
"amplicones" incluyen las secuencias de unioén, de manera que la reclamacion
debiese haber correspondido con una construccion especifica de secuencia Unica.

Sin haberse reclamado como tal las secuencias se entienden como independientes
presentes, ausentes o en combinacion en el evento y que al diferir estructuralmente
originan diferentes inserciones.

De esta manera la objecion realizada por este despacho tiene como fundamento la
forma en que el mismo solicitante presento su invencion y la reclamoé. Al presentar
diferentes secuencias como caracteristicas del evento se reclamaron desarrollos
independientes. :

Se resumen las divulgaciones de las anterioridades citadas (01 - 07) como sigue:

- D1 divulga variedades transgenicas de algodon que contiene el inserto
Cry2Ab.

- D2 divulga la variedad de algodén transgénico Bollgard [ITM que
expresa las proteinas exégenas Cry1Ac y Cry2Ab.
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- D3 divulga cultivares de algodén transgénico que expresan las proteinas exégenas
Cry1Ac y Cry2Ab, correspondientes con los eventos MON15985 y MON15813.

- D4 divulga la variedad de algodén transgénico Bollgard 11.

- D5 divulga un algodén transgénico que expresa dos proteinas
exogenas Cry1Ac y Cry2Ab, denominado MON15985.

- D6 presenta un método de deteccidon especifica de organismos genéticamente
modificados (GMO) que no requiere conocer la secuencia del segmento de AON
insertado.

- D7 enseiia segmentos de acidos nucleicos que comprenden la proteina Cry2Ab y se
insertan en vectores de expresion yen plantas.

Teniendo en cuenta: 1) que las clausulas 1-17 de la presente solicitud reclaman una
célula de planta de algodén resistente a insectos, que corresponde con la insercién
MON 1595 segtin las SEQ No. 11, 12'Y 1418, el ADN codificante de dicha insercion
y el método y kit de deteccion de la misma; 2) que los documentos arriba resumidos
indican la insercion de genes de resistencia a insectos en plantas de algodén, genes
ademas ampliamente conocidos en el estado de la técnica; 3) y que siendo el evento
MON 15985 una derivacion de un evento anterior, (ambos indicados con
anterioridad), al que se le han cambiado las secuencias de union y que esto no
puede ser considerado como un aporte inventivo, es indiscutible que la materia
reclamada es anticipada por las anterioridades citadas. EI mejoramiento de una
insercion sin asocio a un aporte extraordinario no puede entenderse como inventivo,
ademas de que la determinacién de secuencias de unién de genes objetivo
conocidos, como los de resistencia a insectos, se constituye como una practica
normal en el estado de la técnica. ;

Para un técnico versado en la materia, conociendo el origen de la insercion y el gen
exogeno insertado es posible determinar cebadores y secuencias de unién que
mejoren la insercién, inclusive sin conocerlas podria determinarlas, definir cebadores
para las mismas y posteriormente detectarlas; la aplicacion de técnicas conocidas a
eventos puntuales no las hace inventivas.

De esta manera, el hecho de que los documentos citados no especifiquen la
secuencia del evento MON 15985, a la luz de que son las secuencias de unién y no
la insercién como tal el ntcleo de la invencién y que las secuencias de genes de
resistencia a insectos y su insercion son de dominio y conocimiento de un técnico
versado en la materia el aporte 0 mejoramiento de un evento anterior no puede
considerarse inventivo.

En conclusion, todos los documentos solos o en combinacién, junto con los
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conocimientos de un técnico versado en la materia destruyen el nivel inventivo del
capitulo reivindicatorio solicitado. :

Por lo anteriormente expuesto se reitera que el objeto de la solicitud en estudio no
cumple con los requisitos de patentabilidad; en consecuencia no se halla mérito para
revocar la decision impugnada.

RESUELVE

ARTICULO PRIMERO: Confirmar la decisidén contenida en la Resolucion 41832 del
13 de diciembre de 2007, por medio de la cual se negd una patente de invencion.

ARTICULO SEGUNDO: Notificar personalmente el contenido de la presente
resolucién a la doctora Margarita Castellanos Abondano, en su calidad de apoderada
de la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC, o a quien haga sus veces, el
contenido de la presente resolucién, entregandole copia de la misma, advirtiéndole
que contra ella no procede recurso alguno por encontrarse agotada la via
gubernativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE
Dada en Bogota D.C.,alos 7 7 MYl 7003

EL SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA'Y COMERCIO.

GUSTAVO VALBUENA QUINONES

Doctora

MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO
Calle 94 N° 7A-09

Bogota D. C.

202066
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LA SECRETARIA GENERAL AD- HOC
CERTIFICA

PRIMERO: QUE LA RESOLUCION N° 41832 DEL 13 DE DICIEMBRE DE 2007,
PROFERIDA DENTRO DEL EXPEDIENTE N° 02049630, “POR LA CUAL SE
NIEGA UNA PATENTE DE INVENCION", FUE NOTIFICADA A LA DOCTORA
MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, MEDIANTE LISTADO N° 38 FIJADO
EL 26 DE DICIEMBRE DE 2007 Y DESFIJADO EL 10 DE ENERO DE 2008.

SEGUNDO: QUE LA RESOLUCION N° 16488 DEL 28 DE MAYO DE 2008, “POR
LA CUAL SE RESUELVE UN RECURSO DE REPOSICION”, CONFIRMO LA
RESOLUCION N° 41832 DEL 13 DE DICIEMBRE DE 2007, Y FUE NOTIFICADA
A LA DOCTORA MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, MEDIANTE
LISTADO N° 92 FIJADO EL 9 DE JUNIO DE 2008 Y DESFIJADO EL 20 DE
JUNIO DE 2008.

TERCERO: QUE EN CONSECUENCIA LAS RESOLUCIONES N° 41832 DEL 13
DE DICIEMBRE DE 2007 Y 16488 DEL 28 DE MAYO DE 2008, QUEDARON
DEBIDAMENTE EJECUTORIADAS EL 20 DE JUNIO DE 2008.

SE EXPIDE EN BOGOTA D. C., AL CUARTO (4) DIA DEL MES DE NOVIEMBRE
DE DOS MIL OCHO (2008), A SOLICITUD DEL INTERESADO.

ORICIUE N P — —
el PV B B e B P et

JULIA BALAUSTRE PEREZ

PABS

04-11-08
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CASTELLANOS & co
Abogados en Propiedad Intelectual
Calle94 ANo.7A-09
Bogota, D.C.
Colombia
Sefiores RS
HONORABLES CONSEJEROS m
Seccion Segunda 5%
Consejo de Estado % =
Accion de nulidad y restablecimiento del derecho en contra de las Resoluciones ;4 %
41832 del 13 de diciembre de 2007 y 16488 del 28 de mayo de 2008, \«g &
proferidas por el Superintendente de Industria y Comercio, mediante las cuales 1 %1;?& %%
se negd el privilegio de patente a la creacién denorninada “Planta Evento de | 2!
Algodon MON15985 y Composiciones y Métodos para la Deteccidn del mismo” &
y se confirmé tal decision al ser resuelto el recurso de reposicion. g
Demandante: MONSANTO TECHNOLOGY LLC
Demandado: LA NACION, SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Margarita Castellanos Abondano, mayor de edad, identificado como aparece al pie
de mi firma, actuando en nombre de la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC
en el asunto de la referencia, presento accion de nulidad y restablecimiento del
derecho, en contra de las resoluciones 41832 del 13 de diciembre de 2007 y 16488
del 28 de mayo de 2008, proferidas por el Superintendente de Industria y
Comercio, mediante las cuales se negd el privilegio de patente a la creacién
denominada “Planta Evento de Algodén MON15985 y Composiciones y Métodos

para la Deteccion del mismo” y se confirmd tal decisidn al ser resuelto el recurso
de reposicion.

PETICION INICIAL

Manifiesto bajo la gravedad de juramento que a pesar de que mediante memorial
radicado el dia 14 de octubre de 2008 solicité a la Superintendencia de Industria y
Comercio la expedicion de copias auténticas de las resoluciones cuya anulacidn se
reclama, dicha entidad no me las ha entregado a(n. En consecuencia,

respetuosamente solicito a su Despacho que oficie a clicha entidad para que expida
y envie a su Despacho tales Resoluciones.

OPORTUNIDAD PROCESAL Y PRESUPUESTOS PROCESALES

Cumplo los presupuestos procesales previstos en los Titulos XIV y XV del Cddigo
de lo Contencioso Administrativo asi:

Competencia y Cuantia:

e



La demanda se dirige al Honorable Consejo de Estado para que asuma el
conocimiento en Unica instancia, entidad competente, segin se determina a
continuacion (C.C.A. Art. 128 numerales 3 y 14):

a. Por razén de la naturaleza de los actos demandados (relativos a la
propiedad industrial).
b. Por tratarse de un restablecimiento del derecho que carece de cuantia.

Agotamiento de la Via Gubernativa:

La via gubernativa estd agotada por haberse resuelto el recurso de reposicion
instaurado por la Sociedad actora ante el Superintendente de Industria y Comercio,
y no proceder ninguin otro recurso administrativo seguin lo dispuesto en los articulos
50, 62, 63 y 135 del Codigo de lo Contencioso Administrativo.

Oportunidad:

De acuerdo con lo establecido en el numeral 2 del articulo 136 del codigo
Contencioso Administrativo, la demanda de nulidad y restablecimiento del derecho
caduca al cabo de 4 meses “contados a partir del dia siguiente al de la publicacion,
notificacion, comunicacién o ejecucion del acto, segin el caso.”

La Resolucion No.16488 del 28 de mayo de 2008 fue notificada por edicto fijado el 9
de junio de 2008 y desfijado el 20 de junio de 2008. En consecuencia, el término
para presentar la demanda de nulidad y restablecimiento del derecho se vence el 20
de octubre de 2008. En consecuencia, esta demanca esta siendo presentada en
tiempo.

PARTES

1. La parte demandante en este proceso es la sociedad MONSANTO
TECHNOLOGY LLC, representada legalmente por la suscrita y domiciliada en
800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, Missouri 63167, Estados Unidos
de América

2. La parte demanda es la Nacién — Superintendencia de Industria Comercio
(en adelante SIC), representada legalmente por el Sefior Superintendente
de Industria y Comercio, Doctor Gustavo Valbuena Quifiones, o quien haga
sus veces y domiciliada en la carrera 13 No. 27-00, de Bogota D.C,,
Colombia.

PETICIONES

Respetuosamente solicito a los Honorables Consejeros:

1. Que declaren la nulidad de la Resolucién 41832 del 13 de diciembre de
2007, proferida dentro del expediente No. 02.049.630, por el
Superintendente de Industria y Comercio.
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. Que declaren la nulidad de la Resolucién No. 16488 del 28 de mayo de

2008, proferida dentro del expediente No. 02.049.630, por el
Superintendente de Industria y Comercio.

. A titulo de RESTABLECIMIENTO DEL DERECHO solicito a los Honorables

Consejeros que ordenen la concesion del privilegio de patente a la creaccion
llamada “Planta Evento de Algoddn MON15985 y Composiciones y Métodos
para la Deteccion del mismo”, a favor de la sociedad MONSANTO
TECHNOLOGY LLC.

. Solicito también a los Honorables Consejeros que ordenen la PUBLICACION

de esta sentencia en la Gaceta de la Propiedad Industrial.

HECHOS

El dia 11 de junio de 2002 la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC
solicitd ante la entidad demandada que se concediera el privilegio de
patente a la invencidn llamada “Planta Evento de Algodén MON15985 y
Composiciones y Métodos para la Deteccidn del mismo”. Se trataba de |a
fase nacional de una solicitud PCT.

El dia 14 de junio de 2002 se presentd la traduccion oficial al espafol de
la solicitud anterior.

El 11 de julio de 2002 y con ocasién del examen de forma de la solicitud,
la entidad demanda requiri¢ a la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY
LLC para que: i) hiciera constar la cesién del derecho a la patente
otorgada por los inventores al solicitante; ii) presentara la traduccién de
la patente.

El 15 de agosto de 2002 la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC
dio oportuna y completa respuesta al oficio anterior, presentando el
documento de cesidn otorgado por los inventores al solicitante y
aclarando que la traduccién de la invencién fue presentada el 14 de junio
de 2002. Igualmente, con dicho auto se presentd copia certificada de la
solicitud de patente estadounidense 06/297,406 del 11 de junio de 2001,
junto con su traduccién, en la cual se basa la reivindicacion de la
prioridad.

Tras confirmar que la solicitud cumplia con todos los requisitos de forma,
el dia 26 de diciembre de 2003 la entidad demandada ordend su
publicacién. Esta publicacidn fue efectuada en la Gaceta de la Propiedad
Industrial No. 537 del 27 de febrero de 2004.

Ningin tercero presentd oposiciones en contra de la solicitud de
concesion del privilegio de patente llamado “Planta Evento de Algodon
MON15985 y Composiciones y Métodos para la Deteccién del mismo”,

El dia 17 de agosto de 2004, la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY
LLC solicitd a la entidad demandada que efectuara el correspondiente
examen de patentabilidad y canceld las tasas oficiales correspondientes.

oy

P T ey

e 4

'



10.

s

12,

13

14.

El 24 de mayo de 2006, la entidad demanda expidio el oficio No. 5591,
presentando objeciones a la solicitud de patente presentada,
relacionadas con su claridad (alegando que algunas de las expresiones
usadas en algunas reivindicaciones, las hacen vagas e imprecisas) y
alegando que otras reivindicaciones no pueden ser objeto de patente,
por tratarse de procedimientos esencialmente bioldgicos.

El dia 24 de agosto de 2006 la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY
LLC solicité a la entidad demanda que le concediera un plazo adicional
para contestar al anterior oficio, pagando las tasas oficiales
correspondientes.

El 4 de octubre de 2006 la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC|

respondio al oficio 5591, presentando un nuevo capitulo reivindicatorio'._i'/}_‘
explicando las razones por las cuales la solicitud es suficientemente clara’

y que no se reivindican procesos esencialmente bioldgicos.

El dia 2 de noviembre de 2006 la entidad demandada expidio el oficio

No. 12665, estableciendo que como resultado de la bisqueda de

anterioridades se encontrd que la solicitud en estudio corresponde a la
solicitud europea publicada con el NO. W002100163 y que del analisis
del examen de la solicitud extranjera se establecid que tales documentos
afectaban la patentabilidad del objeto de la solicitud. En vista de lo
anterior, solicitd a la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC que
presentara copia de tales documentos y los argumentos que considerara
necesarios en defensa de su solicitud.

El dia 1 de febrero de 2007 la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY
LLC dio respuesta al oficio 12665, presentando copia de los documentos
y explicando las razones por las cuales tales documentos no afectaban la
patentabilidad de la invencidn llamada “Planta Evento de Algodoén
MON15985 y Composiciones y Métodos para la Deteccion del mismo”

El dia 1 de marzo de 2007 la entidad demandada expidio el Oficio No.
2757, indicando: a) Que las reivindicaciones 1,4, 9-11 y 16 no cumplen
con el requisito de claridad definido en el articulo 30 de Ia Decision 486
de la Comision de la Comunidad Andina. b) Que tampoco se cumple con
el requisito de Unidad de Invencion. c) que la reivindicacion 7 no puede
considerarse una invencidn por hacer referencia a procesos
esencialmente bioldgicos que pueden presentarse espontaneamente sin
la intervencién humana. d) que la reivindicacién 8 reclama secuencias de
ADN aisladas, que constituirian materia existente en la naturaleza, no
modificada por el hombre y por ende que no puede ser considerada
invencion a la luz del literal b) del articulo 15 de Ia Decision 486. e) Que
se encontraron documentos dentro del estado de Ia técnica que pueden
afectar el nivel inventivo de la solicitud.

El dia 28 de mayo de 2007 la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC
solicitd a la entidad demandada que le concediera un plazo de 30 dias
para atender el oficio 2757, notificado por fijacion en lista el 1 de marzo
de 2007. '



15.  El dia 12 de julio de 2007 se dio oportuna y completa respuesta al oficio
2757 del 1 de marzo de 2007.

16. El dia 18 de octubre de 2007 presenté ante la entidad demandada el
documento de poder que me concedid la sociedad MONSANTO
TECHNOLOGY LLC y que me permitid continuar con el tramite de la
solicitud de la patente PCT entrada en fase nacional para el invento
llamado “Planta Evento de Algoddn MON15985 y Composiciones v
Métodos para la Deteccion del mismo”.

17.  El dia 13 de diciembre de 2007 la entidad demandada expidié la
Resolucion No. 41832, mediante la cual cecidié negar el privilegio de
patente a la invencion llamada “Planta Evento de Algodén MON15985 y
Composiciones y Métodos para la Deteccién del mismo”, alegando: a)
Que la solicitud no es un invento, en tanto reivindica procesos biolégicos
‘ naturales. B) Que algunas de las reivindicaciones atin no cumplen con el
requisito de claridad establecido en el articulo 30 de la Decisién 486. C)
Que la invencion tampoco cumple con el requisito de unidad de
invencion. D) Que la invencidn carece de nivel inventivo. 4&

18.  El dia 17 de enero de 2008 presenté recurso de reposicién en contré:-fjc!ﬁl_e

la Resolucién No. 41832 del 13 de diciembre de 2007. .

*
i

19.  El dia 28 de mayo de 2008, el Superintendente de Industria y Comercio
resolvio el recurso de reposicién interpuesto, confirmando la negacion
del privilegio de patente a la invencidén llamada “Planta Evento deiq
Algodon MON15985 y Composiciones y Métodos para la Deteccidn del’s
mismo” . E

4
A
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NORMAS VIOLADAS

Q

Con la expedicion de las Resoluciones 41832 del 13 de diciembre de 2007 y 16488
del 28 de mayo de 2008, la entidad demandada viol¢ por indebida interpretacion,
las siguientes normas:

1. Articulo 15, literal b), de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad
Andina:

"No se consideraran invenciones:

"b) el todo o parte de seres vivos tal como se encuentran en Ia naturaleza,
los procesos bioldgicos naturales, el material bioldgico existente en Ia

naturaleza o aquel que pueda ser aislado, inclusive genoma o germoplasma
de cualquier ser vivo natural

2. Articulo 18 de la Decisidn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina:

"Se considerara que una invencion 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.”

Rea)r~o




3. Articulo 25 de la Decisidon 486 de la Comision de la Comunidad Andina:

“La solicitud de patente sdlo podra comprender una invencidn o un grupo de
invenciones relacionadas entre si, de manera que conformen un Unico
concepto inventivo.”

4, Articulo 30 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina:

“Las reivindicaciones definiran la materia que se desea proteger mediante la
patente. Deben ser claras y concisas y estar enteramente sustentadas por la
descripcion.

“Las reivindicaciones podran ser independientes o dependientes. Una
reivindicacion sera independiente cuando defina la materia que se desea
proteger sin referencia a otra reivindicacion anterior. Una reivindicacion sera
dependiente cuando defina la materia que se desea proteger refiriéndose a
una reivindicacion anterior. Una reivindicacion que se refiera a dos o mas
reivindicaciones anteriores se considerara una reivindicacion dependiente
multiple.” "

]

FUNDAMENTOS DE LA VIOLACION DEL LITERABL B) DEL ARTICULO 15
DE LA DECISION 486 DE LA COMISION DE LA COMUNIDAD ANDINA

La Resoluciones demandadas establecen que la reivindicacion 7 de Ia so/fcftig_'d'_ no
se considera una invencion bajo el Articulo 15 de la Decision 486 puesto que
involucra un proceso natural y bioldgico ya que su ejecucion corresponde
especificamente al proceso de reproduccion natural y que, aun cuando es inducido
por el hombre, un evento se produce con o sin /a participacion humana.

Pues bien, la reivindicacion 7 se refiere a un método para producir una planta de
algoddn por el cruzamiento de una planta que comprende SEQ ID NOs:14-18 con
una planta de algodon diferente, para obtener al menos una progenie y
seleccionar entre progenie aquellas plantas que sean resistentes a insectos y
comprendan SEQ ID NOs:14-18. El proceso reivindicado no puede y de hecho no
se produce de forma natural por las razones presentadas en el recurso de
reposicion presentado en contra de la resolucion No. 41832 y que se reiteran mas
adelante en la presente demanda.

En primer lugar, el algodoén tiene un sistema de polinizacién cerrado; sin la
intervencién_humana, no es posible producir plantas transgénicas enddgenas ni
hibridos. Esto significa que la intervencién humana es absolutamente necesaria
para el paso de cruzamiento (a) de la reivindicacion 7, y dicho paso no es un paso
biolégico natural como se aduce en las Resoluciones demandadas.

En segundo lugar, la reivindicacion 7 incluye ademds un paso para seleccionar la
progenie que comprende secuencias de nucledtidos de las SEQ ID N°:14-18, y que
son secuencias nuevas de ADN de unidn transgénico-gendmica a causa de la
insercion del transgen. Esta etapa requiere ciertamente de la intervencidn técnica

MON15985 de la presente invencion y se requiere un paso de analisis para
identificar las plantas de la progenie que tienen la insercion de MON15985.
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Aparentemente la Superintendencia de Industria y Comercio basa su decision
solamente en la palabra “cruzamiento” del paso (a). En el presente caso, el
cruzamiento de una planta transgénica con una planta de algoddn diferente (que
podria ser una planta no transgénica) no tiene lugar en forma natural, porque las
plantas de algodon tienen un sistema de polinizacion cerrado y como tal, la
intervencion humana siempre deberia existir para que esto suceda.

Ademas, la Superintendencia de Industria y Comercio ignora el paso de seleccién
(c) que requiere que un técnico realice algun tipo de analisis y rastreo.

De otro lado, no le asiste razén a la entidad demanda cuando afirma que aln si es

inducido por el hombre, un evento tiene lugar con o sin la participacién humana,

por cuanto los versados en el arte de la ingenierfa genética de plantas saben que | [

un evento de transgénico o de transformacion no sucede en forma natural y que la | /%9, b e

H * L H N 1e 2vTST.
intervencion humana es absolutamente necesaria para que éste se produzca. g ﬁ“* o
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En efecto, en la memoria de esta solicitud se incluye una definicion de evento
transgénico, que dice lo siguiente:

"Como se utiliza agui, un “evento” transgénico se refiere a
una __planta __recombinante  producida  mediante  la
transformacion de células vegetales con ADN heterdlogo, es
decir, una construccion de &cido nucleico que incluye un
lransgen de interés, regeneracion de una poblacion de
plantas que resultan de la insercion del transgen dentro del
genoma de la planta, y la seleccion de una planta particular
caracterizada por la insercion en una localizacion del genoma
particular. El término “evento” se refiere al transformante y la
progenie _originales del transformante que incluye el ADN B
heterdlogo. El término ‘“evento” también se refiere a I3
progenie  producida mediante cruce sexual entre el '
transformante y otra variedad que incluye el ADN heterdlogo.
Adn después de repetido el retrocruzamiento de un padre
recurrente, e/ ADN insertado y el ADN de flangueo
proveniente del padre transformado esti presente en I3
progenie del cruce, lo mismo que el sitio del cromosoma. El
teérmino “evento” también se refiere al ADN proveniente del
lransformante _original_que comprende el ADN inserto vy /3
secuencia de flanqueo inmediatamente adyacente al ADN
inserto_que se esperaria fuera transferida a la progenie que
recibe el ADN inserto incluyendo el transgen de interés como
resultado del cruce sexual de una linea parental que incluye el
ADN insertado (por efemplo el transformante y la progenie
originales que resultan de si mismas) y las lineas parentales | Tclope croce

que _no_contienen el ADN insertado. (subrayado fuera de J Slvestte. xfrovef 122}
texto)

« T - IJ 2T Thr -‘\fjéj/;’:

Queda claro que una planta recombinante/transformante y su progenie o el ADN

del transformante que comprende el ADN insertado y sus secuencias de flanqueo |
inmediatamente adyacente al ADN insertado no existen naturalmente, sino que se 0% @20 ro
producen a través de la intervencién humana. es lo disasg.



En conclusion, es claro que la reivindicacion 7 no se refiere a un proceso bioldgico
natural y por lo tanto si debe considerarse como una invencion.

FUNDAMENTOS DE LA VIOH.AS:I(')N DEL ARTICULO 30 DE LA DECISION
486 DE LA COMISION DE LA COMUNIDAD ANDINA

La Superintendencia de Industria y Comercio establece en las resoluciones
demandadas que en la solicitud se utilizan términos ambiguos tales como “al
menos” y "una porcion de” que, para la definicion clara y concisa de la invencion
carecen de veracidad.

Pues bien, tal como quedd demostrado en los recursos presentados y en los
diferentes escritos con los que se contestd a los estudios de fondo efectuados por
la entidad demandada, los términos “al menos” y “una porcién de” cuando se hace
referencia a una sonda o un cebador que es especifico para detectar el inserto
MON15985 no resultan ambiguos para un especialista en la materia, y que dichos
términos se utilizan rutinariamente cuando se describen las sondas o cebadores.
Seria una limitacion injusta si las reivindicaciones se limitaran a una secuencia
precisa. Ademas, como las reivindicaciones 9 y 10 dependen de la reivindicacién

8, que indica al menos quince nucledtidos, la definicidn de “una porcién de” en las N =g

reivindicaciones 9 y 10 sugiere claramente que las moléculas aisladas de ADN de )
las reivindicaciones 9 y 10 tienen una longitud de por lo menos quince nucleétidos. |

Ademas, las sondas/cebadores de las reivindicaciones 8-10 y el kit de deteccion de
ADN de la reivindicacion 16 derivan de las secuencias de unién o ampliconés que
son exclusivas de la insercion de MON15985. Dicho evento de insercidn incluye
modificaciones geneticas y no se produce naturalmente. De este modo, las
moléculas de ADN descritas en las reivindicaciones 8-10 y 16_no existen de
manera espontanea en la naturaleza. Por otra parte en bisquedas de iarte previo
conducidas en todo el mundo en las solicitudes correspondientes se re\fe_ld que no
existen secuencias preexistentes que podrian quedar incluidas en las
reivindicaciones 8-10.

En vista de lo precedente, los términos utilizados en las reivindicaciones 8-10 y 16
no son ambiguos y son absolutamente claros para los versados en el arte.

En la Resolucion 16488 del 28 de mayo de 2008 se establece que los términos
como “al menos” y “una porcién de” podrian ser de uso habitual para un técnico
versado en la materia pero que carecen de veracidad en la definicién clara y
concisa de un desarrollo.

Manifiesto mi desacuerdo frente a esta posicion de la Superintendencia de
Industria y Comercio puesto que la terminologia empleada en una solicitud de
patente debe ser “clara y concisa” para que un técnico medio pueda ejecutar la
invencion reivindicada. Entonces, ademas de los argumentos anteriores, resalto lo
indicado por el Manual Andino de Patentes en cuanto a la claridad e interpretacion
de las reivindicaciones:

'El significado y alcance de las palabras de las reivindicaciones deber ser e/
qgue normalmente se les da en el drea técnica de la solicitud, vy tiene que ser
claro_para la_persona versada en la_materia con la sola lectura de /as
reivindicaciones... *(Subrayado fuera de texto).

! Manual Andino de Patentes, Numeral 4.6.1, pagina 39.
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En vista de lo anterior, contrario a lo expuesto en la Resolucion 16488 del 28 de
mayo de 2008, los términos empleados y gue sor de uso comin en el campo
técnico de la solicitud si son claros y concisos y no carecen de veracidad en la
definicién de la invencion.

FUNDAMENTOS DE LA VIOLACION DEL ARTICULO 25 DE LA DECISION
486 DE LA COMISION DE LA COMUNIDAD ANDINA

En la Resolucion 16488 del 28 de mayo de 2008, la entidad demandada
sostiene su posicion al alegar que:

(a) las secuencias reivindicadas estan 'presentes en todos los eventos” y
"corresponderian mds apropiadamente de manera exacta a una secuencia unica,
que no es reclamada como tal en ninguna parte’;

(b) dado que el amplicon incluye secuencias de union, 'por ello serian
consistentes con una construccion especifica de secuencia unica’;

(c) las secuencias reivindicadas "se entienden como independientes . -
presentes, ausentes o en combinacion en el evento y que al diferir
estructuralmente originan diferentes inserciones’; y

(d) la "definicion de diferentes secuencias como caracteristicas del evento.
implicaria el reclamo de desarrollos independientes’. i;‘ '

|
En primer lugar, pareciera que la Superintendencia de Industria y Comercio’
interpretd mal o no comprendio la presente invencion. Nuevamente, expongo que’
la invencidon estd dirigida a la insercion MON15985, que se caracteriza por las|
secuencias de unidn de las SEQ ID N°:14-18, o por las secuencias de amplicones |
de las SEQ ID N°:11 y 12. Las cinco secuencias de unién de las SEQ ID N°:14-18;
estan ligadas fisicamente de tal manera que la deteccion de cualquiera de estas -
secuencias en una muestra que contiene ADN de algoddn diagnostica la presencia
de la insercion MON15985 en dicha muestra, y por ello necesariamente, es un
diagndstico de la presencia de cada una de las otras secuencias también. Es decir,
la célula vegetal resistente a insectos reivindicada comprende una insercion Cry2Ab
y todas las cinco secuencias de unién de las SEQ ID N°:14-18, estando dicho
objeto claramente reflejado en la reivindicacion dependiente 2.

En segundo lugar, con los siguientes argumentos se demuestra la errada
interpretacion efectuada por la entidad demanda que le llevé a concluir que la
solicitud carecia de unidad inventiva:

Las secuencias de unidn reivindicadas corresponden especificamente a la insercion
particular MON15985 contenida en PTA-2516. Los eventos que no contienen a la
insercion MON15985 no contienen a la combinacién de las SEQ ID N°:14-18 que
define especificamente a la insercion MON15985. Es decir, las_secuencias
reivindicadas no estan presentes en todos los eventos como alega la
Superintendencia de Industria y Comercio en (a), mencionado antes. Un técnico
versado en la materia comprenderia rapidamente que las secuencias de unidén son
el resultado de la insercion de una secuencia de ADN heterdloga en el genoma de
una planta. Es decir, la naturaleza de las secuencias de union varia segun la
ubicacion en el genoma de la planta en donde se inserta la secuencia de ADN
transgénica/recombinante.  Solamente un sitio de insercidon particular de la
secuencia codificante de Cry2Ab conduce a la existencia de la combinacion de las
SEQ ID N°:14-18, y a dicha insercion particular se la refiere como el evento de
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insercion MON15985.  Ninguna otra insercion llevaria a la existencia de la
combinacion de las SEQ ID N°©:14-18, ni tampoco ninguna otra insercion
independiente de las secuencias codificantes de Cry2Ab en el genoma de la célula
de algoddn que diera como resultado la insercion de estas secuencias en la misma
posicion en el genoma de células de algodén. El evento molecular fundamental
que ha dado lugar al evento de insercion MON15985 esta caracterizado de manera
completa en la memoria descriptiva presentada y en las reivindicaciones
presentadas.

El proceso de insertar la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina Cry2Ab
en el genoma de plantas de algoddn dio como resultado la formacion del genoma
que ahora comprende al evento transgénico de algodon MON15985, y este
“evento” de insercion dio como resultado la formacién de cinco secuencias de
union unicas, ligadas genéticamente. Es decir, la célula vegetal reivindicada
contiene una sola secuencia de nucledtidos que incluye una inserciéon de ADN que
codifica Cry2Ab Y cinco secuencias de union Unicas, ligadas. La deteccién de
cualquiera o de cualquier combinacion de estas cinco secuencias Unicas en una
muestra que comprende ADN de plantas de algoddn es diagndstico de la presencia
del evento MON15985 en la muestra. La Superintendencia de Industria y
Comercio alega en (a), mencionado precedentemente, que las secuencias

reivindicadas “mds bien corresponderian exactamente a una secuencia Unica”. El. ,
significado correcto de la mencionada “secuencia exacta” seria una sola secuencia

gue incluye una insercion de ADN que codifica Cry2Ab Y cinco secuencias de unidn
unicas, ligadas, en lugar de cada una de las cinco secuencias de unidn Dor
separado como aparentemente alega la Superintendencia.

Una célula vegetal que contiene una insercion Cry2Ab en un sitio diferente dentro
de su genoma no estaria cubierta por la presente reivindicacién porque dicha
celula vegetal no iba a contener las secuencias de union reivindicadas. Hay una
union unica entre el sitio de insercion particular de la insercién Cry2Ab y la
existencia de las cinco secuencias de unién. Por ofro lado, la célula vegetal de
algodon que solamente contiene las cinco secuencias de unidn sin una insercién
Cry2Ab no estaria dentro del alcance de las reivindicaciones. Esto significa que la
naturaleza de las secuencias de union identificadas en la reivindicacion 2 define
claramente la union entre la insercién Cry2Ab y las secuencias de unién y que la
célula vegetal reivindicada no comprende de manera |ndepend|ente Cry2Ab y las
secuencias de union reivindicadas.

La Resolucion 16488 establece que dado que el amplicn incluye secuencias de
unidn, “seria entonces consistente con una construccion especifica de una
secuencua unica” ((b) antes mencionado). Como se mencionara antes, la supuesta
“secuencia Unica” que identifica/define a la insercién MON15985 deberia ser una
sola secuencia que incluye una insercidn de ADN que codifica Cry2Ab Y cinco
secuencias de union Unicas, ligadas, en lugar de cada una de las cinco secuencias
de unién por separado como aparentemente alega la Resolucidn.

Como se ha explicado anteriormente en el trémite de la solicitud, las secuencias
del amplicon de la SEQ ID N°:11 y de la SEQ ID N°:12 muestran los extremos 5’ y
3', respectivamente, de la insercion en el evento de algodén MON15985 o
MON15985X y ademas incluyen el ADN que flanquea inmediatamente la insercién
por ambos extremos. La SEQ ID N°:11 comprende las secuencias de unidn de las
SEQ ID N°:14-16, en tanto la SEQ ID N°:12 comprende las secuencias de unién de
las SEQ ID Ne: 17 18 (ver Fig. 1 adjunta). Es decir, las secuencias del amplicdn
forman de hecho parte de la “secuencia Unica” insertada en el genoma vegetal de

/,4
il
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algoddn, que identifica/define a la insercion MON15985 como se describid
precedentemente.

La Superintendencia de Industria y Comercio alega en (c), que las secuencias
reivindicadas “se entienden como independientes presentes, ausentes 0 en
combinacion en el evento, vy que al diferir estructuralmente originan diferentes
inserciones”. Como se describiera previamente, respetuosamente manifiesto que
dicha alegacion es falsa, porque las cinco secuencias de unién NO existen de forma
independiente; en su lugar, existen como una unidad/paquete en la insercion
particular MON15985. Las cinco secuencias de union NO son originarias de
diferentes inserciones. Como se describiera previamente, solamente un sitio
particular de insercion de la secuencia codificante de Cry2Ab conduce a la
existencia de la combinacion de las SEQ ID N°:14-18, y dicha insercion particular
es la insercion MON15985. Ninguna otra insercion conduuna a la existencia de la
combinacion de las SEQ ID N°:14-18.

Por Ultimo, la Superintendencia de Industria y Comercio aduce en (d), que se
menciona previamente, que la “definicion de diferentes secuencias como
caracteristicas del evento implica el reclamo de desarrollos independientes”. No se
comprende de qué manera la Superintendencia puede llegar a la conclusion que
las secuencias reivindicadas en realidad reivindican “desarrollos independientes”.
Claramente, como se describiera previamente, las cinco secuencias de unién y las
dos secuencias de amplicones son originarias todas de un evento de insercion
particular, que es el evento de insercion MON15985. Es tan solo “un desarrollo”,
porque todas las secuencias reivindicadas estan ligadas fisicamente'y son
inseparables, y es el resultado del mismo evento de insercion particular.

En conclusion, la célula vegetal transgénica reivindicada comprende una insercion
Cry2Ab vy todas las_cinco secuencias de union de las SEQ ID N°:14-18 (véase la
reivindicacion dependiente 2) o comprende una insercion Cry2Ab y ambas
secuencias _de amplicones de las SEQ ID N°:11-12 (véase la reivindicacion
dependiente 3). Una célula que comprende una insercion que codifica Cry2Ab y
las SEQ ID N°:14-18 (secuencias de unidn) incluye una célula que comprende una
insercion que codifica Cry2Ab y las SEQ ID N°:11-12 (secuencias de amplicones).

Las SEQ ID N°:14, 15, 16, 17 y 18 son secuencias de union y las SEQ ID N°:11 y
12 son secuencias de amplicones que son unicas para la insercion MON15985.
Entonces, afirmo que en la solicitud hay una sola invencidn: el evento de algoddn
MON15985 que contiene un grupo selecto de marcadores (es decir, las secuencias
de unién o de amplicones) como resultado de la insercién del ADN transgénico en
el genoma. La deteccion de cualquiera de estos marcadores en una muestra
conocida por provenir de semillas de algodén o de otro tejido de algoddén es
diagnostico de la presencia de la insercion MON15985 en dicha muestra. Todas las
secuencias estan ligadas fisicamente, donde la deteccién de cualquiera de estas
secuencias en una muestra que contiene ADN de algoddn diagnostica la presencia
de la insercion MON15985 en dicha muestra, y por ello necesariamente, también la
presencia de cada una de las otras secuencias. Como tales, las cinco secuencias
de union o las dos secuencias de amplicones co-existen en la planta transgénica
reivindicada y deberian examinarse juntas como una sola invencion. Es decir, las
reivindicaciones de la presente no carecen de Unidad de invencion.
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FUNDAMENTOS DE LA VIOLA’CI()N DEL ARTICULO 18 DE LA DECISION
486 DE LA COMISION DE LA COMUNIDAD ANDINA

En las resoluciones demandadas se confirma el rechazo de nivel inventivo de la
solicitud en vista de los documentos D1 a D7 citados en tales decisiones.

Determinacion del Estado de la Tecnica

Considero que el estado de la técnica determinado por el sefior Examinador no
cumple con los requisitos necesarios para ser considerados como anterioridades
validas a la invencion de la presente solicitud. Lo anterior, toda vez que segln el
articulo 16 de la Decision 486:

“Una invencion se considerard nueva cuando no esta comprendida en el
estado de la técnica.

El estado de la técnica comprendera todo lo que haya sido accesible al
publico por una descripcion escrita u oral, utilizacion, comercializacion o
cualquier otro medio antes de la fecha de presentacion de la solicitud de
patente o, en su caso, de 13 prioridad reconocida.

Solo para el efecto de la determinacion de la novedad, tambien se
considerara dentro del estado de la técnica, el contenido de una so/zarud ae
patente en tramite ante la oficina nacional competente, cuya fecha de
presentacion o de prioridad fuese anterior a la fecha de presentacion 0 de

prioridad de la solicitud de patente que se estuviese examinando, siempre _

que dicho contenido esté incluido en la solicitud de fecha anterior cuando
ella se publique o hubiese transcurrido el plazo previsto en el articulo 40,

De la lectura de éste articulo, se puede concluir que la Superlntendenc:a de
Industria y comercio viold las disposiciones del mismo porque no establecm
claramente la fecha de publicacién de las anterioridades D1 a D4, que permitan
determinarlas como vdlidas para el estudio de patentabilidad de la invencidn
reivindicada por mi representada. La fecha de publicacion impresa de los
documentos mencionados es 15 de junio de 2001, esto es, posterior a la fecha de
prioridad de la solicitud 11 de junio de 2001. Por otra parte informo a ese
Despacho que la distribucion de informacion y de semillas de acuerdo con la
invencion se hizo a varios institutos para ensayos de campo bajo_un acuerdo de
confidencialidad entre las partes. Como referencia, adjunto la declaracion
Juramentada presentada por el solicitante MONSANTO TECHNOLOGY LLC ante la
Oficina de Patentes de los Estados Unidos con el objeto de probar que la invencién
no era conocida antes de la fecha de prioridad y que la materia objeto fue
suministrada a las personas que divulgaron informacién en la conferencia de
Beltwide bajo términos de confidencialidad y con restricciones sobre publicacién,
uso, venta, etc.

Aun cuando las objeciones basadas en las ensefianzas de D1 a D4 son
improcedentes en el estudio de patentabilidad de la presente invencion, a
continuacion presento los argumentos que desvirtian las afirmaciones de la
Superintendencia de Industria y comercio sobre el nivel inventivo de la solicitud.

D1 (Adamczyk), D2 (Akin), D3 (Norman) y D4 (Jackson) son presentaciones
hechas ante la Beltwide Cotton Conference. Estas referencias simplemente
mencionan los términos BollgardII®, DP50BII, MON15985, DPL15985 y/o DP50BX
sin hacer divulgacion alguna sobre las secuencias de diagndstico que son Gnicas
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para el(los) evento(s) mencionado(s). Los términos anteriores son términos
puramente arbitrarios carentes de cualquier caracteristica técnica.

Ademas, en D1 a D4 se evallan estudios de campo entre DPL50, DPL50B,
MON15985 y otros, sin divulgar caracterizaciones de los efectos transgénicos a los
cuales se hace referencia, y todo lo que se divulga en los mismos son
comparaciones de actividad insecticida entre diversas lineas de algodén.

D5 (Stewart) divulga el impacto de algoddn que expresa una o dos endotoxinas de
B. thuringiensis sobre el crecimiento y supervivencia de larvas de Lepidoptera. En
esta referencia se citan dos eventos que expresan Cry2Ab y CrylAc, MON15985, y
MON15813. Estos eventos son idénticos excepto con referencia a la
caracterizacion molecular del gen que codifica la proteina Cry2Ab. Aunque se
menciona que MON15985 es uno de los cultivares primarios usados en sus
ensayos, en D5 no se revela ninguna secuencia que permita diagnosticar la
insercién MON15985. Es decir, que D5 no contiene divulgacién alguna sobre las
secuencias de union de las SEQ ID N°:14-18 o las secuencias de amplicones de las
SEQ ID N°:11 y 12 que son exclusivas del evento MON15985.

D6 (Windels) divulga un método de PCR para detectar el ADN de soja RoundUp
Ready™ en una forma especifica de la linea. En D6 no se ensefa ni sugiere un
método para detectar un evento de insercion de algoddén que incluya las
secuencias de union de las SEQ ID N°:14-18, o las secuencias de amplicones de
las SEQ ID N°:11y 12. Sin contener una descripcion de las caracteristicas técnicas
especificas mencionadas precedentemente acerca de la insercion MON15985, D6,
aunque provea un método de PCR para detectar una linea especifica de
organismos genéticamente modificados (GMQ), no provee una motivacion para un
método de deteccion del evento de insercion en algoddn como se revindica en la
solicitud.

- D7 (WO 00/26371) divulga un método para expresar la &-endotoxina Cry2A

localizada en un organela o compartimiento subcelular en plantas y plantas que
comprenden una secuencia de polinucledtidos que codifica una §-endotoxina
Cry2A. Aunque divulga la co-expresion de Cry2Ab y otra 8-endotoxina Cry B. de
thuringiensis, D7 no divulga el evento MON15985 ni secuencia alguna que
diagnostique la insercion MON15985. Es decir, no se provee en D7 divulgacién
alguna sobre las secuencias de unidn de las SEQ ID N°:14-18 o las secuencias de
amplicones de las SEQ ID N°:11y 12,

En cuanto a requisitos de patentabilidad, el solicitante argumenta que la solicitud
es novedosa toda vez que sin el conocimiento de las secuencias estructurales de
diagnostico del evento MON15985, un técnico versado en la materia no sabria
como identificar o detectar dicho evento. La U(nica informacién divulgada por la
técnica anterior, incluyendo las referencias citadas D1-D7, para el versado en la
materia era que el evento MON15985 y el evento MON15813 expresaban dos
proteinas insecticidas diferentes, Cry2Ab y Cry1Ac.

Esta informacion por si sola no provee al versado en la materia un conocimiento de
las secuencias de nucledtidos que codifican las proteinas. No se reveld informacion
alguna sobre la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina Cry2Ab ni
tampoco la posicion relativa del gen que codifica la proteina Cry2Ab. Como no se
conocian las secuencias de nucledtidos que codifican la proteina Cry2Ab, se carecia
del conocimiento técnico suficiente sobre el evento MON15985 para que el técnico
versado en la técnica pudiera identificar las secuencias reivindicadas y no se
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hubieran podido identificar sin la divulgacion de la presente invencion.
Considerando que el evento MON15985 y el evento MON15813 son idénticos con
respecto a la expresion de la proteina Cry2Ab en células de algododn, salvo por la

posicion del ADN codificante de la proteina Cry2Ab insertado dentro del genoma de +:-

algoddn, la persona versada en la técnica no podria distinguir un evento del otro
sin las ensefianzas de la presente invencion. El conocimiento técnico acerca de un
evento que expresa una proteina particular no se traduce en conocimiento técnico
acerca de otro evento que expresa la misma proteina. Cada evento es (nico y
estd caracterizado por secuencias de diagndstico (nicas. Por lo tanto, las
secuencias de diagndstico Unicas (secuencias de unidn o de amplicones)
reivindicadas en la presente invencion no estan divulgadas en la técnica.

Las secuencias de unién reivindicadas son Unicas y especificas para la insercién
MON15985. Estas secuencias son especificas para el sitio de insercion particular
del vector de integracion de Cry2Ab. Dado que tanto el evento MON15985 como
el evento MON15813 son idénticos con respecto a la proteina Cry2Ab expresada a
partir del ADN insertado en el genoma de algodon, pero diferente con respecto a
la posicion del ADN insertado que codifica a la proteina Cry2Ab dentro del genoma
de algoddn, no seria razonable para un técnico versado en la materia suponer que
ambos eventos pudieran contener las mismas secuencias de union transgénicas-
genodmicas. Aun asi, solamente con la divulgacién de la presente invencion seria
posible para un técnico versado en la materia comprender que solamente el evento
MON15985 contiene a las secuencias de union reivindicadas.

La mera mencidn del término MON15985 no constituye “un conocimiento técnico”
de la materia suficiente como para deducir la presente invencion. Ademads, cada
evento transgénico es Unico, que comprende secuencias de unién o de amplicones
Unicos suficientes como para caracterizar el evento. La presente invencion divulga,
por primera vez, las secuencias de unidn de las SEQ ID N°:14-18 asi como las
secuencias de amplicones de las SEQ ID N°:11-12 que comprenden las secuencias
de unién que se muestran en las SEQ ID N°:14-18 que son Unicas para el evento
MON15985 y, por ello, provee la capacidad, por primera vez, de detectar
especificamente el evento de MON15985 particular en una muestra de algoddn.
Ninguno de los documentos D1-D7, ya sea solo o combinado, provee “el
conocimiento técnico” del evento MON15985, mucho menos la capacidad para
detectar especificamente dicho evento en una muestra de algoddn.

Segln se argumentara previamente como respuesta a la Resolucidn Denegatoria y
como se destaca en la presente demanda, la simple referencia a MON15985 o la
divulgacion de la co-expresion de Cry2Ab con otra endotoxina en D1-D7 no le quita
actividad inventiva a la presente invencidn reivindicada porque: (1) la mera
referencia del evento MON15985 es puramente arbitraria y carece de todo
significado técnico. Sin ninguna divulgacion de las caracteristicas estructurales
unicas que se puedan usar para identificar el evento MON15985, un técnico
versado en la materia en la técnica no podria practicar las reivindicaciones de Ia
presente invencion. La mera mencion del término MON15985 no constituye “el
conocimiento técnico” de la materia suficiente como para deducir la presente
invencion; y (2) cada evento transgénico es (nico, que comprende secuencias de
union o de amplicones U(nicas suficientes como para caracterizar el evento. La
presente invencion divulga, por primera vez, las secuencias de unién de las SEQ ID
N°:14-18 asi como las secuencias de amplicones de las SEQ ID N°:11-12 que
comprenden las secuencias de unién que se muestran en las SEQ ID N°:14-18 que
son Unicas para el evento MON15985 y, por ello, proveen la capacidad, por
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primera vez, de detectar especificamente el evento MON15985 particular en una
muestra de algoddén. Ninguno de los documentos D1-D7, solos o combinados,
provee “el conocimiento técnico” del evento MON15985, mucho menos la
capacidad para detectar especificamente dicho evento en una muestra de algoddn.

Ademds, dado que cada evento transgénico es Unico, un método usado para
detectar una linea especifica de GMO como se divulga en D6 no funciona
necesariamente en la deteccién de otro evento. En el presente caso, el evento
MON15985 es un evento Unico caracterizado por las secuencias de unidn Unicas de
las SEQ ID N°:14-18 y las secuencias de amplicones de las SEQ ID N°:11-12, que
se divulgan por primera vez en la presente invencion. El presente método usado
para detectar el evento MON15985 no puede derivar de manera evidente del
estado de la técnica porque el estado del arte, descrito en D1-D7, no divulga las
caracteristicas técnicas del evento. Sin ninguna divulgacion de las caracteristicas
técnicas del evento, el versado en la materia no podria disefiar una sonda/cebador
que fuera especifico para el evento MON15985 y a continuacién producir un
método para detectar el evento MON15985.

En la presente resolucion se alega que una mejora en una insercion que no esta
asociada con una contribucidn extraordinaria no puede interpretarse como
inventiva. El solicitante manifiesta su desacuerdo y refuta con las siguientes
observaciones.

La técnica anterior, descrita en D7, describe varias docenas de eventos
transgénicos de algoddn que contienen una insercion Cry2Ab. En particular, la
Tabla 11 de D7 demuestra un amplio rango de eventos transgénicos de algoddn
que contienen una insercion Cry2Ab, que tienen entre 0 ng de expresién de
Cry2Ab por ml de extracto de callos de algoddn y 2440 ng de expresion de Cry2Ab
por ml de extracto de callos de algoddén. La Tabla 7 de D7 demuestra una
correlacion de mayores expresiones de Cry2Ab con una mayor bioactividad contra
determinados insectos. Es decir, no todos los eventos de insercidn de Cry2Ab
poseen una mayor actividad insecticida y por consiguiente, no todos los eventos
son de valor comercial. En su lugar, no se sabia y no se divulgaba cuales de los

eventos transgénicos de algoddn, si alguno, divulgados en D7 tendrian ventajas |

comerciales.

Ademas, las caracterizaciones moleculares de los eventos transgénicos no son
directas. Por ejemplo, el versado en la materia en la técnica esperarfa que una
sola insercion de ADN que codifica Cry2Ab produjera dos (2) secuencias de unidn
de insercidn-gendmicas; en su lugar, el evento MON15985 de Ia presente
invencion produjo en realidad cinco (5) secuencias de unién ubicadas sobre el
mismo cromosoma junto con el ADN que codifica Cry2Ab. El evento MON15985 se
selecciond entre un gran nimero de eventos de insercion Cry2Ab basado en
numerosas evaluaciones diferentes incluyendo la caracterizacién a nivel molecular
con el fin de determinar si se introducian una 0 mas secuencias de codificacién
Cry2Ab en el genoma durante el proceso transformacion, evaluar la estructura
molecular del ADN insertado por su integridad en comparacién con la secuencia
presente en el plasmido que contiene al ADN destinado para la insercién en el
genoma vegetal, y la presencia o ausencia de cualquier segmento indeseable que
pudiera surgir a partir del esqueleto del pldsmido, asi como estudios de campo,
que incluyen ensayos de rendimiento y bioensayos. El evento particular
MON15985 demostrd ser comercialmente significativo con un mayor rendimiento
de hilacha de algoddn, un control de plagas més eficaz y una disminucién en la
contribucion de las actividades fisicas que un granjero que cultivara este evento
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transgénico particular necesitara con el fin de lograr una ventaja de rendimiento
significativa con respecto a las otras variedades de algoddn. El hecho que el
evento MON15985 se selecciona especificamente para una comercializacion sin
ambigiiedades sugiere que dicho evento posee efectos técnicos sorprendentes o
propiedades superiores con respecto a cualquier otro evento transgénico conocido
de algoddn o una variedad no transgénica.

Ademas, en las resoluciones demandadas la Superintendencia de Industria y
Comercio argumenta que la determinacion de secuencias de union de genes
blanco conocidos tales como los genes resistentes a insectos es una practica
comun en el estado de la técnica.

Pongo de presente que los genes blanco, por ejemplo, un ADN que codifica
Cry2Ab, que se pueden insertar en plantas pueden ser bien conocidos en la
técnica, sin embargo, ninguna de las referencias citadas en la técnica provee
ninguna informacion técnica sobre la secuencia de nucledtidos que codifica a la
proteina Cry2Ab, o la posicion relativa del transgen que codifica a la proteina
Cry2Ab dentro del genoma vegetal. Como se describiera previamente, las
referencias de la técnica citadas meramente mencionan los términos de
BollgardII®, DP50BII, MON15985, DPL15985 y/o DP50BX sin ninguna divulgacion
sobre las caracterizaciones de los eventos transgénicos de la referencia. Es decir,
ninguna de las referencias de la técnica citadas provee “el conocimiento técnico”
del evento MON15985, mucho menos la capacidad para detectar especificamente
dicho evento en una muestra de algodon. Por otro lado, la presente invencion
divulga, por primera vez, las secuencias de union de las SEQ ID N°:14-18 asi como
las secuencias de amplicones de las SEQ ID N°:11-12 que comprenden las
secuencias de unidn que se muestran en las SEQ ID N°:14-18 que son Unicas para
el evento MON15985 vy, por ello, provee una capacidad, por primera vez, para
detectar especificamente el evento particular MON15985 en una muestra de
algodon.

Aun mas, en las resoluciones demandadas se afirma que un técnico versado en la N
materia, que conoce el origen de la insercion y del gen exdgeno, puede
establecer/definir las sondas y secuencias de unidn, y luego detectarlas.

En primer lugar, se pregunta a la Superintendencia de Industria y Comercio: écudl
de la(s) referencia(s) citada(s) provee(n) la informacién técnica sobre el origen de
la insercion y del gen exdgeno? La respuesta es “ninguna”, porque ninguna de las
referencias provee informacién técnica sobre la secuencia de nucledtidos que
codifica la proteina Cry2Ab, o sobre la posicién relativa del transgen que codifica la
proteina Cry2Ab dentro del genoma vegetal. Dicha informacion técnica se divulga,
por primera vez, en la presente invencion. Esto significa, que sin la divulgacién de
la presente invencion, un técnico versado en la materia no podria distinguir un
evento de algoddn que contiene Cry2Ab (MON15985) de otro evento de algoddn
que contiene Cry2Ab (MON15813), porque los dos eventos son idénticos con
respecto a la proteina Cry2Ab expresada a partir del ADN insertado en el genoma
de algoddn, pero diferentes con respecto a la posicién del ADN insertado que
codifica a la proteina Cry2Ab dentro del genoma de algoddn, y por ello exhibe
secuencias de union diferentes, lo cual precisamente es lo que da lugar a la
novedad de las secuencias de unién que se describen en la presente memoria
descriptiva con respecto a la deteccién del evento MON15985. Es decir, sin
conocer las secuencias de union que son Unicas y especificas para el evento
MON15985, no es posible disefiar sondas que son especificas para el evento
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MON15985 particular, y a continuacién detectar la presencia del ADN derivado del
evento MON15985 en una muestra de algoddn.

Ademas, en las resoluciones demandadas se alega que “a la luz que las secuencias
de resistencia a insectos y su insercion son de dominio y conocimiento de un
técnico versado en la materia, el aporte 0 mejoramiento de un evento anterior no
puede considerarse inventivo”. Respetuosamente disiento por las siguientes
razones:

Como ya se argumentara repetidamente, ninguna de las referencias provee
ninguna informacion técnica sobre la secuencia de nucleédtidos que codifica a la
proteina Cry2Ab, o la posicién relativa del transgen que codifica la proteina Cry2Ab
dentro del genoma vegetal. Dicha informacion técnica se divulga, por primera vez,
en la presente invencidon. Es decir, las secuencias de resistencia a insectos y Sus
inserciones asociadas con el MON15985 de la presente invencion NO son de
dominio publico antes de la divulgacidn de la presente invencién. Como tal, la
presente invencion reivindicada constituye verdaderamente una actividad
inventiva. La SIC puede estar confundiendo la divulgacion de la existencia del
evento MON15985 por unos pocos y selectos investigadores universitarios con la
divulgacion de la composicion molecular del evento MON15985. Los
investigadores universitarios individuales que divulgaron la mera existencia del
evento MON15985 solamente pudieron hacerlo con relacién a la divulgacion del
Solicitante de la existencia del evento MON15985 a dichos investigadores
individuales. El Solicitante suministrd muestras de semillas del evento MON15985
de algodon bajo estricta confidencialidad con el propdsito de ayudar al Solicitante
con las evaluaciones a campo del evento transgénico en comparacidn con las
variedades no transgénicas y otros eventos transgénicos, e incluyd limitaciones
sobre la capacidad de los investigadores para conducir ninguna evaluacion
molecular.

En vista de lo anterior, sin conocer las secuencias estructurales de diagndstico del
evento MON15985, el versado en la materia en la técnica no sabria cdmo
identificar o detectar dicho evento. La Unica informacién divulgada por la técnica
anterior, incluyendo las referencias D1-D7 citadas, para el versado en la materia
fue que el evento MON15985 y el evento MON15813 expresaban dos proteinas
insecticidas diferentes, Cry2Ab y CrylAc. Esta informacidn solamente no le provee
al versado en la materia el conocimiento de las secuencias de nucledtidos que
codifican las proteinas. No se divulgd ninguna informacion acerca de la secuencia
de nucledtidos que codifica la proteina Cry2Ab, ni tampoco la posicién relativa del
gen que codifica a la proteina Cry2Ab. Dado que las secuencias de nucledtidos
que codifican a la proteina Cry2Ab eran desconocidas, entonces también se
desconocia el conocimiento técnico del evento MON15985 suficiente para
permitirle al versado en la materia identificar las secuencias reivindicadas Yy no se
podrian haber identificado sin la divulgacion de la presente invencién. Dado que el
evento MON15985 y el evento MON15813 eran idénticos con respecto a la proteina
Cry2Ab expresada a partir del ADN insertado en el genoma de algododn, pero
diferentes con respecto a la posicién del ADN insertado que codifica a la proteina
Cry2Ab dentro del genoma de algoddn, el versado en la materia no podria
distinguir un evento del otro sin la divulgacién de la presente invencién. Por lo
tanto, la materia reivindicada en la presente invencién es novedosa y exhibe
actividad inventiva.

Ademas, el conocimiento técnico sobre un evento no se traduce en otro evento.
Cada evento es Unico y se caracteriza por secuencias de diagndstico Unicas. La
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Superintendencia de Industria y Comercio parece ser de la opinion que quien
pueda identificar el evento A podria facilmente identificar el evento B y que
quienquiera que tenga la habilidad de detectar el evento A podria faciimente
detectar el evento B. Segln este razonamiento, no se podrian conceder nunca
mas patentes relativas a otros eventos ya que la identificacion y/o deteccion de
cualquier otro evento seria obvia a partir del conocimiento sobre el evento A.
Queda claro que esta posicion de la Superintendencia de Industria y Comercio
carece de mérito.

Como conclusion, la presente invencion tal como se la reivindica es efectivamente
tiene actividad inventiva respecto de D1-D7. Por lo tanto, los Honorables
Consejeros deberan acceder a las pretensiones de esta demanda.

Estado de las solicitudes equivalentes

Adicionalmente, informo que las solicitudes correspondientes a la presente en los
Estados Unidos, Australia y China han sido concedidas. Como referencia, adjunto
las reivindicaciones concedidas en dichos paises y solicito que esta informacion se
tenga como un claro indicio de patentabilidad de la presente invencion.

FUNDAMENTOS DE DERECHO

Fundamento esta demanda en las siguientes normas:

Articulos 85, 136, 206 a 211 del Cddigo Contencioso Administrativo y todas las
demas normas concordantes.

Articulos 15, literal b, 18, 25, y 30 de la Decision 486 de la Comision de la
Comunidad Andina y todas las demas normas que resulten concordantes.

PRUEBAS

DOCUMENTALES:

1. 1 Solicito sean tenidas como tales los siguientes documentos:

Los antecedentes administrativos que contienen todas las pruebas y documentos
allegados durante el tramite de solicitud de patente y la via gubernativa.

Con el objeto de obtener todos y cada uno de estos documentos, respetuosamente
solicito a los Honorables Consejeros que oficien a la entidad demandada para que
remita el expediente No. 02.049.630, correspondiente a dicho tramite (C.C.A.
Art.207 Nral. 60.).

1.2 Declaracion presentada por el solicitante MONSANTO TECHNOLOGY LLC ante
la Oficina de Patentes de los Estados Unidos que prueba que la invencién no era
conocida antes de la fecha de prioridad y que la materia objeto fue suministrada a
las personas que divulgaron informacion en la conferencia de Beltwide bajo
términos de confidencialidad y con restricciones sobre publicacion, uso, venta, etc.
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DICTAMEN PERICIAL:

Solicito que se practique un dictamen pericial con intervencion de peritos que sean
profesionales en biotecnologia, con el fin de que se determine: (1) si el proceso
reivindicado en el invento llamado “Planta Evento de Algodon MON15985 vy
Composiciones y Métodos para la Deteccion del mismo”, es 0 no esencialmente
bioldgico; (2) si los términos “al menos” y “una porcion de” son ambiguos para una
persona versada en la materia técnica; (3) si la invencion reivindicada comprende
un Gnico concepto inventivo; (4) si la invencion tiene nivel inventivo sobre las
referencias citadas por la entidad demandada.

El siguiente es el cuestionario que debera ser resuelto por los peritos:

1. Teniendo en cuenta que las plantas de algodon tienen un sistema de
polinizacién cerrado, por favor diga si el cruzamiento de una planta transgénica
con una planta de algoddn diferente (que podria ser una planta no transgénica)
tiene lugar en forma natural, esto es sin la intervencién del hombre.

2. De acuerdo con la presente invencion, por favor diga si todas las plantas de
progenie obtenidas como resultado del cruce de una planta transgénica que
comprende la insercion MON15985 con una planta de algodon diferente
tendrian la insercion de MON15985.

3. Con base en las pregunta 1, por favor indique si el paso a) de la reivindicacion
7 de la solicitud corresponde a un proceso bioldgico natural.

4, Basandose en la informacion proporcionada por la descripcion de la solicitud y
en los conocimientos generales de un profesional en ingenieria genética, por
favor indique si una planta recombinante/transformante y su progenie o el ADN
del transformante que comprende el ADN insertado y sus secuencias de
flanqueo inmediatamente adyacente al ADN insertado existen naturalmente.
Por favor determinar si una célula vegetal transgénica que comprende la
insercion MON15985 o las secuencias de unién o de amplicones de la presente
invencion existe en forma natural.

5. Con base en las preguntas anteriores, por favor informe si la intervencién del
hombre es necesaria para ejecutar el proceso definido en la reivindicacion 7 de
la solicitud.

6. Por favor establezca si los términos “al menos” en la reivindicacién 8 y “una
porcion de” en las reivindicaciones 9 y 10 (dependientes de la reivindicacion 8)
cuando se hace referencia a una sonda o un cebador que es especifico para
detectar la insercion MON15985 se utilizan rutinariamente cuando se describen
las sondas o cebadores y, establezca si estos términos resultan claros y
concisos para un especialista en la materia técnica.

7. Teniendo en cuenta la informacion proporcionada en la reivindicacion 8 de la
presente solicitud en donde se indica que la molécula de ADN aislado
comprende al menos quince nucledtidos, por favor establezca si la expresion
“una porcion de” en las reivindicaciones 9 y 10 sugiere claramente que las
moléculas aisladas de ADN de las reivindicaciones 9 y 10 tienen una longitud de
por lo menos quince nucledtidos.

Por favor responda las preguntas 8 a 12 teniendo en cuenta la informacion
proporcionada por la solicitud, la figura 1 anexa y que:
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El objeto de la presente invencion se relaciona con una célula vegetal transgénica
que comprende un inserto de ADN que codifica CryZAb y todas las cinco
secuencias de union de las SEQ ID N°:14-18 o0 una célula vegetal transgénica que
comprende un inserto de ADN que codifica Cry2Ab y ambas secuencias de
amplicones de las SEQ ID N°:11 y 12.

8. Por favor diga si en la presente invencion las cinco secuencias de unidn de las
SEQ ID N°:14-18 estan ligadas fisicamente.

9. Por favor establezca si en la presente invencion las SEQ ID N°:14, 15, 16, 17 y
18 son secuencias de union y las SEQ ID N°:11 y 12 son secuencias de
amplicones gue son Unicas para la insercion MON15985.

10. Por favor informe si en la presente invencion la deteccidn de cualquiera de las
secuencias en una muestra que contiene ADN de algodén diagnostica la
presencia de la insercion MON15985 en dicha muestra, y por ello
necesariamente, también la presencia de cada una de las otras secuencias.

11.Por favor, informe si las cinco secuencias de unidn o las dos secuencias de
amplicones co-existen en la célula vegetal transgénica reivindicada y si dichas
secuencias pueden examinarse juntas como una sola invencion,

11. a). Por favor determine si cualquiera de las secuencias de unién de SEQ ID
NO:14-18 existen en el genoma de una planta de algoddn transgénica sin que
existan las otras en el mismo genoma.

11.b). Por favor determine si una de las dos secuencias que corresponden a las
SEQ ID NO: 11 y 12 existen en el genoma de una planta de algodén transgénica
sin que exista la otra en el mismo genoma.

12.Por favor establezca si en la presente solicitud se contempla alguna invencion
diferente al evento de algoddn MON15985 que contiene un grupo selecto de
marcadores (es decir, las secuencias de unidn o de amplicones) como resultado
de la insercidn del ADN transgénico en el genoma.

Con referencia a los documentos D1 a D7 adjuntos, sirvase responder las
preguntas 13 a 24:

13.Por favor diga si en los documentos D1 a D4, se revelan las secuencias de
union de las SEQ ID N°:14-18 o las secuencias de amplicones de las SEQ ID
N°: 11y 12 que son exclusivas del evento MON15985.

14.Por favor diga si en el documento D5 se revela alguna secuencia que
diagnostique la insercion MON15985.

15.Si bien D7 revela la co-expresion de Cry2Ab y otra 8-endotoxina Cry de B.
thuringiensis, por favor diga si D7 divulga el evento MON15985 y alguna
secuencia que diagnostique la insercion MON15985.

16.Por favor indique si una persona versada en el campo tecnoldgico podria
desarrollar el evento de algoddn MON15985 que contiene un grupo selecto de
marcadores (las secuencias de union o de amplicones) como resultado de la
insercion del ADN transgénico en el genoma, partiendo de una simple
referencia al termino MON15985.
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17.Por favor establezca si las caracteristicas estructurales exclusivas que pueden
ser usadas para identificar el evento MON15985, se derivan evidentemente de
los documentos D1 a D5 y D7.

18. Por favor establezca si la simple mencién del término MON15985 constituye el
conocimiento técnico suficiente para alcanzar el objeto de la presente
invencion.

19. Por favor, establezca si cada evento transgénico tiene caracteristicas unicas,
que incluyen secuencias de unidn o de amplicon Unicas suficientes para
caracterizar el evento.

20.Con base en la pregunta 19 por favor diga si la solicitud en estudio revela, por
primera vez, las secuencias de unidon SEQ ID NOs:14-18 asi como las
secuencias de amplicon SEQ ID NOs:11-12 que son exclusivas del evento
MON15985.

21.Con base en las preguntas 19 y 20, por favor diga si la presente invencion
proporciona, por primera vez, la informacidn necesaria para detectar
especificamente el evento particular MON15985 en una muestra de algodén.

22. Por favor, diga si el documento D6 se ensefia 0 sugiere un método para
detectar un evento de insercion de algoddn que incluya las secuencias de unién
de las SEQ ID N°:14-18, o las secuencias de amplicones de las SEQ ID N°:11y
12.

23.Por favor, indique si una persona versada en la materia técnica, partiendo de la

informacion de D6, se veria motivada a desarrollar un método de deteccion del -
evento de insercion MON15985 en algoddn como se revindica en la presente

solicitud.

24.Por favor, diga si los documentos D1 a D7 divulgan informacion alguna acerca

de la secuencia de nucledtidos que codifica a la proteina Cry2Ab, o la posicion = N

relativa del gen que codifica a la proteina Cry2Ab.

ANEXOS

Presento con esta demanda los siguientes documentos:

1. Poder que me ha conferido la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC para

presentar esta demanda de nulidad y continuar con el tramite hasta su
culminacion.

2. Copia simple de la Resolucidon No. 41832 del 13 de diciembre de 2007,
expedida por el Superintendente de Industria y Comercio, Doctor Gustavo
Valbuena Quifiones, por medio de la cual se negd el privilegio de patente a
la invencion llamada "“Planta Evento de Algodéon MON15985 vy
Composiciones y Métodos para la Deteccidn del mismo”.

3. Copia simple de la Resolucién 16488 del 28 de mayo de 2008, por medio de
la cual el Superintendente de Industria y Comercio, Doctor Gustavo
Valbuena Quifiones, decidio el recurso el recurso de reposicion interpuesto
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en contra de la Resolucion 41832 del 13 de diciembre de 2007, confirmando

tal decision. (/(?“‘)

4, Copia simple del recurso presentado en contra de la Resolucion 41832 del
13 de diciembre de 2007.

5. Copia del memorial radicado el dia 14 de octubre de 2008, ante el secretario
de la Division de Signos Distintivos de la Superintendencia de Industria y
Comercio, solicitando que me fueran entregadas copias auténticas de las
resoluciones demandadas, asi como que se hiciera constar acerca de su
notificacion y ejecutoria.

6. Dos copias de esta demanda, con sus anexos, una para el demandado y __
otra para el Ministerio Pdblico. [ d o it

. . . .'l _‘I o
7. Una copia de esta demanda, sin sus anexos, para los archivos de su |/
Despacho.

NOTIFICACIONES

La parte demandada (NACION - SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y
COMERCIO) recibird notificaciones a travées de su representante, el
Superintendente de Industria y Comercio, Doctor Gustavo Valbuena Quifiones, o
quien haga sus veces, en la carrera 13 No. 27-00, Bogota D.C., Colombia.

La parte demandante, la sociedad MONSANTO TECHNOLOGY LLC, y el suscrito ERAER
recibiremos notificaciones en mi oficina de abogada, ubicada en la calle 94 A No. 7
A - 09, Bogota D.C., Colombia o en la secretaria de su Despacho.

Sefiores consejeros,

I e AL 2 o
t astellanos Abondano
T.P.A. No. 70819 del C.S. de la J.
C.C. No. 39.779.654 de Usaquén

irma dot mzl; u a.

1 Bogeis oo a e
AUTORIZ

.....



RESPUESTA A CONSEJO DE ESTADO
SALA DE LO CONTENCIOSO ADMINISTRATIVO
SECCION SEGUNDA

ASUNTO Proceso 2008-0378
N° Expediente 02-49630
Folios 13
Patente de Invencion D Patente de Modelo de Utilidad |:|
Via Nacional
Via PCT (fase nacional) [ ] Cap.l [] Cap. Il [ ]

Fecha de Presentacion Nacional. 11/06/2002

En atencion al Consejo de Estado interpuesto, se hacen las siguientes
aclaraciones:

1. Documentos estudiados

Descripcion: Folios: 66 a 146 como se radico inicialmente
Reivindicaciones: Folios: 147 a 151 como se radico inicialmente

Folios: 278 a 282 modificadas el 04/10/2006
Folios: 337 a 341 modificadas el 12/07/2007

Figuras: Folios: 43 a 59 como se radico inicialmente.

Respuestas del solicitante: Folios: 271 a 276 radicado el 04/10/2006
Folios: 326 a 335 radicado el 12/07/2007

Otros: Conceptos técnicos realizados.
Resolucion N°41832 de negacion de patente, folios
360 a 371, del 13/12/2007.
Memorial de recurso de 17/01/2008, folios 372 a 383.
Resolucion N°16488 de recurso de reposicion, folios
390 a 400, de 28/05/2008.
Memorial Consejo de Estado

Prioridad: 11/06/2001, Estados Unidos, 60/297406
2. Objeto de la invencion

Titulo de la solicitud: “Planta evento de algodon MON15985 y composiciones
y métodos para deteccion del mismo”.

La presente solicitud se refiere a una célula vegetal resistente a insectos, derivada
de una planta de algodon evento MON 15985 depositada como ATCC PTA-2516,
y que comprende un inserto Cry2Ab y por lo menos una secuencia nucleotidica
seleccionada a partir del grupo de SEC ID:14, SEC ID No 15, SEC ID No 17 y
SEC ID No: 18 o CryA2b mas las secuencias SEQ ID No 11y SEQ ID No 12.



También se reivindica el método para producir una planta de algodon resistente a
herbicidas que comprende cruzar una planta resistente a herbicidas con una no
resistente y seleccionar la progenie.

Hacen parte de la invencioén las secuencias de ADN aisladas que comprenden las
SEC ID:14, SEC ID No 15, SEC ID No 17 y SEC ID No: 18. Ademas se reivindican
metodos para detectar la presencia de la insercion MON15985 en el tejido de
algodén que comprende la seleccion de cebadores que hibridizan sobre
secuencias que flanquean la secuencia de insercion MON15985 y la amplificacion
del segmento de interés. Por ultimo se reclaman los kits de deteccion de ADN que
comprenden las sondas que hibridizan con las secuencias SEC ID No 14, SEC ID
No 15, SEC ID No 17 y SEC ID No: 18 o que contienen los cebadores que
hibridizan con las secuencias flanqueantes de MON 15985.

IPC: A0O1H 01/06, C12N 5/00
3. Respuesta a los argumentos del solicitante

3.1.Violacion del literal b) del articulo 15 de la Decision 486 de la Comision de la
Comunidad Andina

Esta oficina se pronuncié en los diferentes requerimientos por articulo 45,
resolucion de negacion y resolucion de recurso, sobre la consideracion de no
invencion para la reivindicacion 7 de la presente solicitud. Especificamente, se
considera que la reivindicacion mencionada incumple el literal b) del articulo 15 de
la D486, que establece:

Art. 15. No se consideraran invenciones: b) el todo o parte de seres vivos tal como se encuentran
en la naturaleza, los procesos biolégicos naturales, el material biolégico existente en la
naturaleza o aquel que pueda ser aislado, inclusive genoma o germoplasma de cualquier ser vivo
natural.

La reivindicacion 7 reclama: un método de produccion de una planta resistente a
insectos que comprende: a) el cruce de una planta resistente a insecto, que
comprende las secuencias de nucleétido de la SEQ ID N° 14-18, con una planta
de algodon diferente; b) obtener al menos una planta de progenie derivada del
cruce de (a); y c) seleccionar la progenie que sea resistente a insectos vy
comprende las secuencias de nucledtido de la SEQ ID N° 14-18.

El solicitante en su memorial al Consejo de Estado presenta dos argumentos,
segun los cuales el proceso reivindicado no se produce de forma natural:

En primer lugar, argumenta que “el algodén tiene un sistema de polinizacion
cerrado; sin la intervencion humana, no es posible producir plantas transgénicas
endogenas ni hibridos. Esto significa que la intervencion humana es
absolutamente necesaria para el paso de cruzamiento (a) de la reivindicacion 7, y
dicho paso no es un paso bioloégico natural como se aduce en las resoluciones
demandadas” (ver folio 10 del memorial de Consejo, penultimo parrafo).

A este respecto esta oficina desea aclarar que tal como lo expresa el Manual
Andino de Patentes', documento no vinculante pero que permite ilustrar la
definicion de ciertos conceptos comunes en materia de patentes, en el anexo IV
sobre las decisiones del Tribunal Andino que trata sobre la prohibicion de patentar
especies y razas animales, se establece:

' Secretaria General de la Comunidad Andina. Manual para el examen de las solicitudes de patente de
invencion en las oficinas de Propiedad Industrial de los paises de la Comunidad Andina. Lima, Pert, 2004.




‘no gozan de proteccion aquellos procedimientos en los que no exista actividad
humana (procedimientos exclusivamente biologicos- o <<biolégicos naturales>>
como los denomina el Articulo 15 parrafo b) de la Decision 486-), o si existiendo
esta no es lo suficientemente relevante como para influir en la obtencién de los
resultados (procedimientos esencialmente bioloégicos —Articulo 7 letra c) de la
Decision 344-). La patentabilidad estara condicionada por tanto, a la intensidad o
relevancia de la intervencion técnica del hombre en las diversas etapas del
procedimiento.”

Con esta aclaracion, esta oficina ratifica que tal como se manifesté en el concepto
tecnico de negacion, el paso a) del método definido en la reivindicacion 7
constituye el cruce entre plantas, lo cual implica necesariamente la etapa de
reproduccion, que constituye indiscutiblemente un proceso biologico,
independientemente si este se efectia entre organismos modificados
genéticamente o no.

En el mismo sentido, se tiene que la planta de algodén se puede reproducir o
polinizar por autofecundacion ¢ a través de insectos polinizadores. Estos sistemas
de reproduccion son iguales para las plantas silvestres o las modificadas
geneticamente, especificamente para la planta evento de algodéon MON15985,
dado que la planta de la solicitud no presenta una modificacién genética que
repercuta en cambios en la fisiologia de la polinizacion.

Por tanto, un cruzamiento entre una planta modificada, tal como la de la solicitud y
una planta diferente, tal como una planta silvestre, se puede dar sin la intervencion
del hombre para producir plantas hibridas, ¢ se puede realizar entre dos plantas
modificadas para producir plantas transgénicas endogenas; puesto que estos
cruzamientos se realizan de la misma manera como se hace el proceso bioldgico
natural de polinizaciéon en plantas de algodon.

De igual manera, la etapa b) del método mencionado en la reivindicacion 7
también constituye un proceso esencialmente biolégico, puesto que el crecimiento
de las plantas y la multiplicacion de sus células para obtener una planta derivada
del cruce del paso a), constituye el proceso biolégico natural de crecimiento y
desarrollo de una planta. En ningun caso, este proceso se ve afectado o
modificado por que se trate de una planta hibrida o transgénica endogena; es
decir, que este proceso no se diferencia del proceso de crecimiento y desarrollo de
una planta silvestre de algodén y en ningun caso requiere la intervencion del
hombre. Por tanto, el paso b) de este método también incumple el literal b) del
articulo 15 de la D486.

El segundo argumento del solicitante, es que “la reivindicacion 7 incluye ademas
un paso para seleccionar la progenie que comprende secuencias de nucledtidos
de las SEQ ID N° 14-18, y que son secuencias nuevas de ADN de union
transgénico-genémica a causa de la insercion del transgen. Esta etapa requiere
ciertamente de la intervencién técnica del hombre ya que no todas las plantas de
la progenie tendrian la insercion de MON15985 de la presente invencion y se
requiere de un paso de analisis para identificar las plantas de la progenie que
tienen la insercion de MON15985" (ver folio 10 memorial del Consejo, ultimo
parrafo).

Sobre este argumento, tal como se manifestd en la negacién y en la respuesta al
recurso de reposicion, esta oficina considera que la fase c¢) del método planteado
corresponde a la etapa de seleccionar un tipo de producto especifico, en este caso
la progenie que sea resistente a insectos y comprende las secuencias de



nucleétido de la SEQ ID N° 14-18. Sin embargo, el proceso por el cual se realiza
esta seleccion no es especificado en esta reivindicacion, es decir que esta
seleccidon no implica un método técnico determinado para realizarla.

De esta manera, en la presente solicitud no existe sustento para un método de
diagnostico “con intervencion humana” indicando la secuencia logica de etapas y
las condiciones a las cuales se efectia cada una de ellas, que lo pudiesen
diferenciar de las técnicas de PCR o hibridizacion convencionales.

Vale la pena resaltar que la clausula 7 reclama expresamente un método para
producir una planta de algodén resistente a insecto, donde la primera etapa (a)
constituye el cruce de una planta resistente con una no resistente. Dicha primera
etapa es obligatoria, de lo contrario las siguientes no pueden llevarse a cabo,
luego el elemento central del método reivindicado es justamente dicha etapa que
abarca procesos bioldégicos naturales que dependen exclusivamente de la
naturaleza y es por esto que la materia reivindicada en la clausula en mencion no
constituye una invenciéon de acuerdo con el articulo 15 de la Decision 486.

Por ultimo, se aclara que pese a lo argumentado por el solicitante en lo que se
refiere al evento transgénico o de transformacion, donde dice que “este no sucede
en forma natural y que la intervencién humana es absolutamente necesaria para
que este se produzca” (ver folio 11 del memorial del Consejo, parrafo 3), tal
argumento esta fuera de contexto, puesto que el requerimiento por
incumplimiento del Articulo 15 literal b), se realiza es al método de produccion de
una planta resistente a insectos detallada en la reivindicacion 7, especificamente a
las etapas a y b antes discutidas, y no al proceso de transformacion genética
como tal.

3.2 . Violacion del articulo 30 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina

Esta oficina se pronuncid en los diferentes requerimientos por articulo 45,
resolucion de negacion y resolucion de recurso, sobre la falta de claridad del
capitulo reivindicatorio. Especificamente, se objetaron las clausulas 8-10 y 16, que
reclaman moléculas de ADN que “comprenden al menos” una porcion de unas
secuencia o que “traslapa al menos” una secuencia o un kit que contiene una
molécula que comprende “al menos”.., abarcando materia que va mas alla de la
verdaderamente divulgada. En cualquiera de los casos anteriores en los que no
se limita la reclamacién a una secuencia exacta, se reivindican un sinnumero de
moléculas que pueden no tener ninguna relacién con el objeto de la presente
invencion.

Las reivindicaciones que utilizan términos ambiguos que no permiten definir la
invencidon de una manera clara y concisa, se considera que incumplen con el
articulo 30 de la Decisidén 486, que establece:

Articulo 30. “Las reivindicaciones definiran la materia que se desea proteger mediante la patente.
Deben ser claras y concisas y estar enteramente sustentadas por la descripcion.

Las reivindicaciones podran ser independientes o dependientes. Una reivindicacion sera
independiente cuando defina la materia que se desea proteger sin referencia a otra reivindicacion
anterior. Una reivindicacion seré dependiente cuando defina la materia que se desea proteger
refiiéndose a una reivindicacion anterior. Una reivindicacion que se refiera a dos o mas
reivindicaciones anteriores se considerara una reivindicacion dependiente mditiple.”

La reivindicacion 8 reclama: Una molécula de ADN aislado, que comprende al
menos 15 nucledtidos de la SEQ ID N°11 o la SEQ ID N°12 o sus complementos,



y traslapa al menos una secuencia de conexion seleccionada de la SEQ ID N°14;
SEQ ID N°15; SEQ ID N°16; SEQ ID N°17, y SEQ ID N°18 o los complementos de
esta.

La reivindicacion 9 reclama: La molécula de ADN aislado de la reivindicacion 8
que comprende la SEQ ID N°11 o su complemento, o una porcion de la SEQ ID
N°11 o su complemento que traslapa al menos una secuencia de conexion
seleccionada de la SEQ ID N°14; SEQ ID N°15; SEQ ID N°16; SEQ ID N°17, y
SEQ ID N°18 o los complementos de esta.

La reivindicacion 10 reclama: La molécula de ADN aislado de la reivindicacion 8
que comprende la SEQ ID N°12 o su complemento, o una porciéon de la SEQ ID
N°12 o su complemento que traslapa al menos una secuencia de conexion
seleccionada de la SEQ ID N°17 y la SEQ ID N°18 o los complementos de esta.

El solicitante por su parte en su memorial al Consejo de Estado manifiesta:

“...los términos "al menos" y "una porcion de" cuando se hace referencia a una
sonda o un cebador que es especifico para detectar el inserto MON15985 no
resultan ambiguos para un especialista en la materia, y que dichos terminos se
utilizan rutinariamente cuando se describen las sondas o cebadores. Seria una
limitacion injusta si las reivindicaciones se limitaran a una secuencia precisa.
Ademas, como las reivindicaciones 9 y 10 dependen de la reivindicacion 8, que
indica al menos quince nucledtidos, la definicion de "una porcién de" en las
reivindicaciones 9 y 10 sugiere claramente que las moléculas aisladas de ADN
de las reivindicaciones 9 y 10 tienen una longitud de por lo menos quince
nucleotidos” (ver folio 12 del memorial del Consejo de Estado, parrafo 3).

Este despacho reitera su posicion sobre los términos ambiguos e imprecisos que
utiliza la solicitud y que son considerados como tal, toda vez que no permiten
establecer claramente el objeto y el alcance de las reclamaciones. En la
experiencia de un técnico versado en la materia estos términos podrian ser de uso
habitual, pero para la definicion clara y concisa de un desarrollo carecen de
veracidad.

Por ejemplo, al analizar la reivindicacion 8 se tiene que las SEQ ID 11 y 12
mencionadas, tienen una longitud de 2267 y 1360 nucledtidos (nt),
respectivamente, mientras que las SEQ ID N°14 a 18 tienen una longitud de 20
nucledtidos cada una. Asi las cosas, de la SEQ ID N°11, que contiene a su vez las
SEQ ID N° 14 a 16, se podrian formar 29 moléculas de DNA y sus respectivos
complementos, que contengan o traslapen la SEQ N°14 y que cumplen con las
caracteristicas dadas, es decir de al menos 15 nt y que contengan al menos una
secuencia de conexion (los 15 nt haciendo parte de la SEQ N°14, 14 nt haciendo
parte de esta secuencia y un nt anexo, y asi hasta con un Unico nt de esta
secuencia y el resto de la region anexa, en cualquiera de los flancos de la misma).
De igual forma sucede teniendo en cuenta solo la SEQ ID N°15 6 la SEQ ID N°16.
Esto evidencia que la utilizacion del término “al menos” no permite establecer y
limitar claramente el objeto de la reivindicacion.

Lo mismo sucede con las reivindicaciones 8 y 9, donde las posibles moléculas de
DNA para formar cebadores, alcanzan un ndmero alto de posibilidades.

Teniendo en cuenta que el alcance de la proteccidon esta delimitado por las
reivindicaciones, tal como establece el articulo 51 de la Decision 486, y al emplear
términos imprecisos se reclama materia que resulta mas amplia y especulativa,
respecto de la verdaderamente divulgada. Dichos términos imprecisos impiden




que una tercero pueda identificar con exactitud hasta donde llega la proteccion
solicitada.

Con todo lo anterior, esta oficina desea manifestar que mantiene su objecion a las
reivindicaciones mencionadas por considerar que incumplen el articulo 30 de la
Decision 486.

3.3.Violacion del articulo 25 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina

Esta oficina se habia pronunciado en los requerimientos por Articulo 45 y la
resolucion de negacién sobre la carencia de unidad de invencion que presentaba
la solicitud, referida a las reivindicaciones 2, 3y 11.

Si la solicitud de patente no posee un unico concepto comun inventivo, esta
carece de unidad de invencion. Esta apreciacion se hace a través del estudio del
capitulo reivindicatorio en el cual las reivindicaciones en su conjunto deben tener
una caracteristica comun nueva e inventiva, que pueda vincular a todas las
posibles invenciones reivindicadas. De otra manera se considera que la invencion
carece de unidad de invencion e incumple el articulo 25 de la Decisiéon 486, que
establece:

Articulo 25: “La solicitud de patente sélo podra comprender una invencion o un grupo de
invenciones relacionadas entre si, de manera que conformen un unico concepto inventivo.”

La reivindicacion 2 reclama: una célula de planta de algodon resistente a insecto,
gue comprende incorporada en el genoma de la célula vegetal un Cry2Ab y ADN
que codifica el inserto que tiene una secuencia de nucledtido de la SEQ ID N°14,
SEQ ID N°15; SEQ ID N°16; SEQ ID N°17, y SEQ ID N°18.

La reivindicacion 3 reclama: una célula de planta de algodon resistente a insecto,
que comprende incorporada en el genoma de la célula vegetal ADn que codifica
Cry2Ab y ADN que tiene las secuencias de nucledtido de la SEQ ID N°11 y SEQ
ID N°12.

La reivindicacion 11 reclama: Una molécula de ADN aislado de una cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 10 que comprende la SEQ ID N°14, SEQ ID N°15; SEQ ID
N°16; SEQ ID N°17, 6 SEQ ID N°18.

El solicitante por su parte, manifiesta en su memorial del Consejo de Estado que:

“...l1a célula vegetal transgénica reivindicada comprende una insercion Cry2Ab y
todas las _cinco secuencias de union de las SEQ ID N°:14-18 (véase la reivindicacion
dependiente 2) o comprende una inserciéon Cry2Ab y ambas secuencias de
amplicones de las SEQ ID N°:11-12 (véase la reivindicacion dependiente 3).
Una célula que comprende una insercion que codifica Cry2Ab y las SEQ ID
N°:14-18 (secuencias de union) incluye una célula que comprende una insercion que
codifica Cry2Ab y las SEQ ID N°:11-12 (secuencias de amplicones)” (ver folio 14
memorial del Consejo de Estado, parrafo 3).

A este respecto, esta oficina desea aclarar, tal como manifesté en la respuesta al
recurso de reposicion, que las aclaraciones del solicitante sobre las secuencias
reclamadas y su caracteristica de continuidad fisica este despacho debe enfatizar
en el hecho de que de tratarse secuencias fisicamente ligadas, continuas y en
todo evento presentes, corresponderian exactamente a una unica secuencia, en
ningun caso reclamada como tal. Adicionalmente porque las secuencias llamadas



por el solicitante de “amplicones” incluyen las secuencias de unién, de manera que
la reclamacion debiese haber correspondido con una construccion especifica de
secuencia unica.

Sin haberse reclamado como tal las secuencias se entienden como
independientes presentes, ausentes o en combinacion en el evento y que al diferir
estructuralmente originan diferentes inserciones.

De esta manera la objecion realizada por este despacho tiene como fundamento la
forma en que el mismo solicitante presento su invencion y la reclamé. Al presentar
diferentes secuencias como caracteristicas del evento se reclamaron desarrollos
independientes.

3.4 Violacion del articulo 18 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina

Esta oficina se habia pronunciado en el 2% requerimiento por Articulo 45,
resolucion de negacion y respuesta a recurso de reposicion, sobre la carencia de
nivel inventivo que presentaba la solicitud, frente a las divulgaciones hechas en los
documentos D1 a D7.

Estos documentos son:

N° Documento Titulo Fec‘ha de
_ Publicacién
ADAMCZYK, J.J., ET AL. Evaluation of Bollgardll (cv. DP50BII) in the
D1 Proceedings of the beltwide mississippi delta: field eficacy against various Ene 9-13 2001
cotton conference, lepidoptera while profiling season-long expression of '
vol.2, 2001, pages 835837 | CrytAc and Cry2Ab" i
AKIN, D.S., ET AL.
D2 Proceedings of the Beltwide Field efficacy Iofcotton gxpressipg {(Jw ilnfecticidal Ene. 913, 2001
cotton conference, proteins of Bacillus thuringiensis
__vol. 2, 2001, pages 1041-1043 o
P NORMAN' JW., ET AL. "Performance of bollgard Il cotton against
D3 Fapeedings of e Beltwide lepidopterous pests in the lower rio grande valley of | Ene. 9-13, 2001
cotton conference, saiae? '
vol, 2, 2001 pages 833-835. ]
Pri}zgtij?r%t,l’oi?.tﬁé EE(—,T*ItTviLde Efficacy of bollgard and bollgard |l cottons against
D4 bollworm , Helicoverpa zea (Boddie) in field and Ene. 9-13, 2001
cotton conference, greenhous studies”
_| vol. 2, 2001, pages 815819 SO i ]
STEWART S. D, ET AL: . "['m‘pact of BF cotttf:ns e‘xpressinlg one or two '
D5 | Journal of Economic Entomology insecticidal proteins of Bacillus thqrmgien_sm Berliner Jun 2001
vol. 94, no. 3, pages 752-760 on growth and surw\::al of noctuid (Lepidoptera)
larvae" (2001-06), , -
WINDELS P ET AL.
Mededelingen Van De Faculteit | : "Development Of A Line Specific GMO Detection
D6 Landbouwwetenschappen Method A Case Study" Sep 22, 1999
Universiteit Gent, Gent, BE, vol.
| 64,10, 5B, 22. pages 459-462.
Methods For Transforming Plants To Express
“D.?’" L WO_OOZBE’N_ Bacillus Thuringiensis Delta-Endotoxins. 8 11_'_‘2_009_4

Se reitera que para la presente solicitud, la objecion fue efectuada por nivel
inventivo y para este caso las anterioridades solo deben divulgar elementos que
combinados con los conocimientos de una persona medianamente versada en la
materia permiten llegar sin ningun esfuerzo a la invencion reclamada. Es por ello,
que se considera que la invencion incumple con el articulo 18 de la Decision 486.



Articulo 18. "Se considerara que una invencion 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".

El solicitante, en su memorial al Consejo de Estado manifiesta sobre la
determinacion del estado de la técnica, que no se determind acertadamente la
misma, porque no se establecid claramente la fecha de publicacion de las
anterioridades D1 a D4, que permitan determinarlas como validas para el estudio
de patentabilidad de la invencién reivindicada (ver folio 16, parrafo 4).

A este respecto, esta oficina aclara que las fechas de publicacion de estos
documentos se habian indicado claramente desde el 2°° requerimiento de articulo
45, en la tabla de listado de documentos donde se coloca este dato. Esta misma
informacion también se habia dado en el concepto técnico de negacion e incluso
aparece en la resolucion N° 41832.

Adicionalmente, para confirmar la veracidad de la fecha de publicacion de los
documentos D1 a D4, se anexa la informacion obtenida a través del portal web del
Journal of Cotton Science, en la cual se indica las fechas de publicacion para cada
ejemplar del “Proceedings- Beltwide Cotton Conferences” y aparece como fecha
para el ejemplar del afio 2001: Enero 9-13 (ver Anexo 1).

De esta manera, se confirma que los documentos mencionados si hacian parte del
estado de la técnica, puesto que son anteriores a la fecha de prioridad de la
solicitud que es el 11 de Junio de 2001.

El solicitante, también argumenta que los documentos citados como anterioridades
no afectan el nivel inventivo de la solicitud puesto que ninguno de ellos divulgaba
las secuencias de union o amplicones del evento MON15985.

A este respecto, esta oficina reitera los argumentos expuestos en los conceptos de
negacion y respuesta al recurso de reposicion, que se resumen a continuacion:

Las reivindicaciones 1 a 3 y dependientes reclaman una célula vegetal derivada de
una planta resistente a insectos (PTA 2526 - evento MON 15985) caracterizada en
que comprende un inserto del gen CryA2b acompafado de las secuencias SEQ ID
No 14, SEQ ID No 15, SEQ ID No 16, SEQ ID No 17, SEQ ID No 18, SEQ ID No
11, SEQ ID No 12 para la generacion de plantas de algodoén resistentes a insectos
incluidas las células de plantas transformadas con genes codificantes para
proteinas con actividad insecticida.

Se resumen las divulgaciones de las anterioridades citadas (D1 — D7) como sigue:

- D1 divulga variedades transgénicas de algodén que contiene el inserto
Cry2Ab.

- D2 divulga la variedad de algodén transgénico Bollgard II™

proteinas exdgenas Cry1Ac y Cry2Ab.

que expresa las

- D3 divulga cultivares de algodon transgénico que expresan las proteinas
exogenas Cry1Ac y Cry2Ab, correspondientes con los eventos MON15985
y MON15813.

- D4 divulga la variedad de algodén transgénico Bollgard |I.

- D5 divulga un algodén transgénico que expresa dos proteinas exogenas
Cry2Ab y Cry1Ac, eventos denominados MON15985 y MON15813. Este



documento menciona el impacto que presenta la planta de algodén que
expresa una o dos endotoxinas de B.thuringiensis sobre el crecimiento y
supervivencia de las larvas de Lepidoptera.

- D6 presenta un metodo de deteccion especifica de organismos
genéticamente modificados (OGM) que no requiere conocer la secuencia
del segmento de ADN insertado.

- D7 ensena segmentos de acidos nucleicos que comprenden la proteina
Cry2Ab y se insertan en vectores de expresion y en plantas. Ademas,
divulga un metodo para expresar la 6-endotoxina Cry2A localizada en un
organela o compartimiento subcelular en plantas y plantas que
comprenden una secuencia de polinucleotidos que codifica una 0-
endotoxina Cry2A. Divulga la co-expresion de Cry2Ab y otra 8-endotoxina
Cry de B. thuningiensis.

La presente solicitud difiere de las anterioridades en que el gen CryA2b esta
acompanado de las secuencias SEQ ID No 14, SEQ ID No 15, SEQ ID No 16,
SEQ ID No 17, SEQ ID No 18. Sin embargo, de la lectura de toda la solicitud no
existe un solo ensayo que demuestre que estas secuencias le atribuyen al inserto
una ventaja técnica respecto de los eventos divulgados en las anterioridades D1 a
D5.

El solicitante indica en la respuesta de julio del 2007 que : “las plantas de algodén
MON15985 suministras ventajas agrondmicas a un cultivador”. Sin embargo las
plantas de las anterioridades D1 a D5, también son MON1585 y también
suministran ventajas agronémicas al cultivador. Asi pues que asi el solicitante
insista en lo contrario, el elemento diferencial entre la presente invencion vy las
divulgadas en el estado de la técnica (Secuencias 14 a 18), no representa un
aporte significativo al estado de la técnica, pues no existe evidencia acerca de un
efecto técnico atribuido justa y exclusivamente a las secuencias SEQ ID No 14,
SEQ ID No 15, SEQ ID No 16, SEQ ID No 17, SEQ ID No 18.

Por otra parte la reivindicacion 4 reclama la célula de planta resistente a insectos
de la reivindicacion 2 que ademas comprende un cassette codificante para
CryAc1. Entonces, el problema a resolver con la presente solicitud seria generar
plantas de algoddn alternativas que comprendan los genes CryAb y CryAc para
conferir resistencia a insectos.

En el documento D5 se ensena que las plantas de algodon MON 1585 pueden
expresar una o mas proteinas insecticidas de B. Thuringiensis (D5), dentro de las
que son bien conocidas Cry1Ac y Cry2Ab. El documento D7 describe el método de
expresar la Cry2A delta endotoxina en plantas y describe la co-expresion de
CryA2b con otra endotoxina.

Ahora bien, considerando que la introduccién de mas de una proteina insecticida
en un mismo evento de algodoén transgénico ya habia sido sugerida por D5, y que
en la presente solicitud no existe evidencia de un efecto técnico ventajoso
respecto a los eventos de algodon transgénico divulgados en las anterioridades,
se conceptua el evento de insercidn reivindicado en las clausulas 4 a 6 representa
una modificacion que no _es significativamente superior al estado del arte, que es
producto de una seleccion arbitraria de una insercion aleatoria, a la cual hubiera
podido llegar cualquier persona versada en la materia sin ninguna actividad
inventiva (la posicién de la insercién no fue planeada con el objeto de obtener
resultados inesperados).
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Las reivindicaciones 12 a 15 reclaman meétodos para detectar la insercion de
MON15985, que consisten en la amplificacion simple de determinados segmentos
del genoma empleando cebadores seleccionados y examinando el amplicon
obtenido; asi como métodos que emplean el principio de hibridizacion para
detectar ciertas regiones del genoma complementarios a ciertas sondas
escogidas.

El documento D6 divulga un procedimiento basado en PCR empleando primers
contra las secuencias que flanquean el inserto.

En la presente solicitud seleccionaron primes arbitrariamente para identificar
secuencias flanqueantes del inserto de interés, denominadas de diagnostico, las
cuales son utiles para el disefio de sondas que permiten la identificacion del
evento por hibridizacién.

Basados en el hecho que cualquier persona versada en técnicas de biologia
molecular conoce muy bien el concepto de emplear PCR para determinar la
secuencias de regiones de interés asi como los principios de hibridizacion y diseno
de sondas, resulta que los procedimientos empleados por el solicitante para la
deteccion de un inserto determinado se derivan evidentemente del estado de la
técnica.

Es decir, a pesar que se efectué una seleccidon de determinados cebadores o
sondas, el método no va a diferir de los empleados constantemente en los
ensayos de caracterizacion molecular, pues cualquier técnico versado en la
materia, como actividad de rutina selecciona primers y sondas que puedan
hibridizar son sus secuencias blanco. De esta forma, los métodos reclamados
mas bien representan el uso de las sondas y cebadores seleccionados en
métodos corrientes, pero que no le atribuyen ninguna ventaja técnica sobre los
gue ya existen en el estado de la técnica. Los kits (reiv 16 a 17) caracterizados
por contener un ADN que hibridiza con las secuencias flanqueantes tampoco
exhiben altura inventiva alguna.

De esta manera, el hecho de que los documentos citados no especifiquen la
secuencia del evento MON15985, a la luz de que son las secuencias de union vy
no la insercion como tal el nucleo de la invencion y que las secuencias de genes
de resistencia a insectos y su insercion son de dominio y conocimiento de un
técnico versado en la materia el aporte o mejoramiento de un evento anterior no
puede considerarse inventivo.

Al encontrarse en los documentos D1 a D7, de manera independiente o
combinada, la materia que sirvid de partida para que un técnico medianamente
versado en la materia haciendo uso de sus propios conocimientos llegara a
encontrar secuencias diagnosticas para la deteccion de un determinado inserto,
dichos documentos son totalmente relevantes para la afectacion de nivel inventivo
y por tanto, la invencion de la solicitud incumple con el articulo 18 de la Decision
486.

En conclusion los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se
encuentran afectados asi:



11

Reivindicaciones | Requisito que
___afectadas afecta

fmm i —

Ne° Documento

ADAMCZYK, J.J., ET AL.

D1 Proceedings of the Beltwide cotton conference, 1a6,

vol. 2, 2001, pages 835-837

AKIN, D.S., ET AL.

D2 Proceedings of the Beltwide cotton conference, 1a6,

vol. 2, 2001, pages 1041-1043

NORMAN, JW., ET AL

D3 | Proceedings of the Beltwide cotton conference,

vol. 2, 2001 pages 833-835.

JACKSON, R.E., ET AL

D4 Proceedings of the Beltwide cotton conference, 1a6

_vol. 2, 2001, pages 815-819
STEWART S D ET AL:

D5 | Journal Of Economic Entomology, vol. 94, N° 3, 1a6

pages 752-760

WINDELS P ET AL.

Mededelingen Van De Faculteit

Nivel Inventivo

Nivel Inventivo

1a6 Nivel Inventivo

Nivel Inventivo

Nivel Inventivo

D6 Landbouwwetenschappen  Universiteit  Gent, 12817 Wil et
Gent, BE, vol. 64, no. 5B, 22. pages 459-462. el .- e R
7 WO0026371 1a6 Nivel Inventivo

En consecuencia y por todo lo expuesto anteriormente, se recomienda Negar las
reivindicaciones: 1 a 17 (folios:337 a 341).

3.5.Consideraciones sobre el dictamen pericial

Sobre la solicitud de un dictamen pericial con intervencién de peritos que sean
profesionales en biotecnologia y cuyo cuestionario esta conformado por 24
preguntas (folios 23 a 25 del memorial al Consejo de Estado), esta oficina tiene las
siguientes consideraciones:

En primer lugar, la solicitud de un perito con perfil de biotecnélogo o con
conocimientos en esta area, es acertada para la comprensiéon y evaluacion de la
solicitud.

Sobre cada una de las preguntas formuladas, siguiendo la misma numeracién
dada en el cuestionario, consideramos:

1. Para resolver esta primera pregunta seria relevante indicarle al perito Ia
caracteristica o gen heterdlogo que presenta la planta transgénica, puesto
que para cualquier experto esta respuesta depende de si la transformacion
implica una modificacién en el sistema de polinizacién u otro evento de
fecundacion y/o reproduccion. Por ejemplo, se podria indicar que la planta
transgénica presenta un inserto del gen Cry2Ab de B.thuringiensis.

2. La segunda pregunta esta bien formulada.

3. La tercera pregunta estaria bien formulada, siempre que se realice la
modificacion indicada en la pregunta 1.

4. Esta pregunta presenta un sesgo en su formulacion, puesto que la solicitud
no se ha objetado porque la planta transformada, el ADN insertado o la
célula transformada se considere que existe en forma natural, sino porque
los procedimientos para su cruzamiento corresponden a procesos
esencialmente biolégicos, lo cual es un asunto diferente.

5. Dado que existe un sesgo en la pregunta 4, seria mejor no hacer referencia
a esta (o eliminarla) para poder plantear la pregunta 5.
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Esta pregunta esta bien formulada.

En esta pregunta se deberia preguntar explicitamente si las moléculas
aisladas de ADN de las reividicaciones 9 y 10 tienen una longitud de por lo
menos 15 nucledtidos y cuales son esos 15 nucledtidos.

Preguntas 8 a 11b estan bien formuladas, para analizar las secuencias de
conexion del inserto MON15985.

12. Para esta pregunta es importante aclararle al perito que tal consideracion

13.

de dunica invencion se hace con respecto al capitulo reivindicatorio
presentado, teniendo en cuenta el(los) producto(s) o procedimiento(s) a
que se refiere cada reivindicaciéon o grupo de reivindicaciones.

Sobre las preguntas 13 a 24, referidas a los documentos D1 a D7 y la
consideracion de nivel inventivo de la solicitud, estas preguntas son
capciosas para el experto puesto que todas estan dirigidas a que él indique
si las secuencias N°14 a 18 han sido divulgadas. Sin embargo, esto no
permite esclarecer la patentabilidad de la invencion puesto que no se
cuestiona sobre el aporte que representa el conocer las secuencias
flanqueantes de un inserto, tales como las SEQ N°14-18.

16. Por otra parte, la indicacion que se hace en las preguntas 16 y 18 sobre la

referencia al término MON15985 resulta imprecisa, puesto que no es la sola
mencion de este término lo que aportan las anterioridades, sino que para el
experto en la materia también es conocido el gen que incluye tal evento, la
proteina que produce y el efecto de resastenma a lepidopteros que tiene tal
insercion.

23. Podria ser relevante preguntar si conociendo el gen Cry2Ab y el efecto del

mismo, representa dificultad conocer o utilizar las secuencias flanqueantes
del mismo para determinar la presencia de este gen en una planta
transgénica y con que metodologia las determinaria.

Otra pregunta relevante es: una planta de algodon que presenta el evento
MON15985 es diferente o presenta alguna modificacion o mejora respecto a una
planta que presente el evento MON15985 y las SEQ 14-18 flanqueantes?
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Guidelines for Preparing Beltwide Cotton Conference References

Guidelines for Preparing: Manuscripts | Abstracis | References | Beltwide Cotton Conference References

Please refer to this listing of Beltwide Cotton Conferences when preparing references for the Journal of

Cotton Science,
Before 1967, publications were by separate research conferences as shown here:

Proc. Cotton Dis. Counc. {(26th), Cotton Defoliation- Physiol. Conf (20th), Cotton Improvement Conf.

l ‘ (18th), Memphis, TN 11-12 Jan, 1966. Natl. Cotton Counc. Am., Memphis, TN,

| de2

From 1967 through 1990, publication was named Proceedings of the Beltwide Cotton
Production Research Conferences. Use the following format.

For 1967

Proc. Beltwide Cotton Prod. Res. Conf., Dallas, TX. 10-11 Jan. 1967. Natl. Cotton Counc. Am., Memphis,

i

TN,

1968 Hot Springs, AR 9-10 Jan. 1980 St. Louis, MO 6-10 Jan.
1969 New Orleans, LA 7-8 Jan. 1981 New Orleans, LA 4-8 Jan.
1970 Houston, TX 6-7 Jan. 1982 Las Vegas, NV 3-7 Jan,
1971 Atlanta, GA 12-13 Jan. 1983 San Antonio, TX 2-6 Jan.
1972 Memphis, TN 10-12 Jan. 1984 Atlanta, GA 8-12 Jan.
1973 Phoenix, AZ 9-10 Jan. 1985 New Orleans, LA 6-11 Jan.
1974 Dallas, TX 7-9 Jan. 1986 Las Vegas, NV 4-9 Jan. =
1975 New Orleans, LA 6-8 Jan. 1987 Dallas, TX 4-8 Jan.

1976 Las Vegas, NV 5-7 Jan. 1988 New Orleans, LA 3-8 Jan.
1977 Atlanta, GA 10-12 Jan. 1989 Nashville, TN 2-7 Jan.
1978 Dallas, TX 9-11 Jan. 1990 Las Vegas, NV 9-14 Jan.

1979 Phoenix, AZ 7-11 Jan.

From 1991 to the present, publication is referred to as Proceedings — Beltwide Cotton

Conferences. Use the following format.
For 1991:

Proc. Beltwide Cotton Conf., San Antonio, TX. 6-10 Jan. 1991. Natl. Cotton Counc. Am., Memphis, TN.

1992 Nashville, TN 6-10 Jan. 2000 San Antonio, TX 4-8 Jan,
1993 New Orleans, TN 10-14 Jan. 2001 Anaheim, CA 9-13 Jan.
1994 San Diego, CA 5-8 Jan. 2002 Atlanta, GA 8-13 Jan.
1995 San Antonio, TX 4-7 Jan. 2003 Nashville, TN 6-10 Jan.
1996 Nashville, TN 9-12 Jan. 2004 San Antonio, TX 5-9 Jan.
1997 New Orleans, LA 7-10 Jan, 2005 New Orleans, LA 4-7 Jan.
1998 San Diego, CA 5-9 Jan. 2006 San Antonio, TX 3-6 Jan.
1999 Orlando, FL 3-7 Jan. 2007 New Orleans, LA 9-12 Jan.
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