TITULO DE LA INVENCION

EVENTO DE MAIZ TRANSGENICO ZM_BCS216090 Y METODOS PARA SU
DETECCION Y SUS USOS

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[01] Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de EE. UU. Acta Nro.
63/274.865, presentada el 2 de noviembre de 2021, y de la Solicitud Provisional de EE. UU. Acta
Nro. 63/279.508, presentada el 15 de noviembre de 2021, las cuales se incorporan aqui como
referencia en su totalidad.
INCORPORACION DE LISTADO DE SECUENCIAS
[02] El listado de secuencias contenido en el archivo denominado “MONS510US_ST26.xml”
tiene 37,0 kilobytes (medido en Microsoft Windows®), se cre6 el 7 de octubre de 2022, se presenta
con la presente solicitud mediante presentacion electronica, y se incorpora por referencia.
CAMPO DE LA INVENCION
[03] La presente invencion se refiere a moléculas de ADN recombinante presentes y/o aisladas
del evento de maiz ZM_ BCS216090. La invencion también se refiere a plantas de maiz
transgénico, partes de plantas y semillas, células y productos agricolas que contienen el evento de
maiz ZM_ BCS216090, asi como métodos para su uso y para detectar la presencia del evento de
maiz ZM_BCS216090.
ANTECEDENTES
[04] El maiz (Zea mays) es un cultivo importante y es una fuente primaria de alimento en
muchas areas del mundo. Los métodos de la biotecnologia se han aplicado al maiz para mejorar
los rasgos agronomicos y la calidad del producto. Los rasgos agrondmicos mejorados pueden
incluir un mayor potencial de rendimiento y tolerancia al estrés, tal como una mayor resistencia al
acame, que puede lograrse a través de la expresion de un transgén insertado en el genoma de la
planta de maiz.
[05] La expresion de transgenes en una planta, parte de planta, semilla o célula transgénica y,
por lo tanto, su eficacia, pueden estar influidas por muchos factores diferentes, tales como los

elementos reguladores utilizados en el casete del transgén, la ubicacion cromosomica del sitio de
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insercion del transgén, la estructura de la cromatina del genoma en el sitio de insercion del transgén
o cerca de este, y la presencia o proximidad de cualquier elemento regulador enddgeno cis y/o
trans o gen cerca del sitio de insercion del transgén. Estas diferencias pueden lograr una variacion
en el nivel de expresion transgénica o en el patron espacial o temporal de expresion transgénica
entre diferentes eventos de insercion transgénica del mismo casete de expresion. Diferentes
eventos transgénicos también pueden tener diferentes niveles o patrones de expresion transgénica
en diferentes germoplasmas vegetales y condiciones de crecimiento y a través de diferentes tejidos
vegetales y etapas de desarrollo. Ademas, los eventos de transformacion también pueden variar en
términos de la calidad molecular del evento. Por ejemplo, un evento de insercion transgénica se
puede truncar en relacion con la insercidon prevista, o puede contener secuencias de espinazo del
vector adicionales. También puede haber diferencias fenotipicas o agrondmicas indeseables entre
algunos eventos. Debido a que la transformacion mediada por Agrobacterium con una
construccion de T-ADN que contiene un casete de expresion transgénico es en gran medida
variable y aleatoria en términos de donde se puede insertar el transgén en el genoma de la planta,
se puede generar una diversidad de eventos transgénicos diferentes con sitios de insercion
cromosomicos Unicos.

[06] Por estas razones, el desempefio de diferentes eventos de transformacion de la misma
construccion de vector de transformacion puede variar, y es necesaria la identificacion de eventos
de transformacion que confieren los rasgos o las caracteristicas mas beneficiosos, sin otras posibles
anomalias o preocupaciones, a fin de seleccionar un evento superior para uso comercial. Por lo
tanto, se debe producir y analizar una serie de eventos de transformacion de plantas individuales
para seleccionar un evento que tenga propiedades comerciales superiores, lo que puede ser una
tarea importante que implica el andlisis y la seleccion entre muchos eventos de transformacion

diferentes.
SINTESIS

[07] Enun aspecto, una molécula de ADN recombinante se proporciona en este documento que
comprende una secuencia de nucleodtidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9,y SEQ ID NO: 10, 0 un complemento completo de las mismas. En

formas de realizacion particulares, la molécula de ADN recombinante es del evento de maiz
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ZM_BCS216090, donde una muestra representativa de semillas que comprende el evento se ha
depositado con el Acceso ATCC Nro. PTA-127050. En una forma de realizacion adicional, la
molécula de ADN recombinante esta comprendida en una planta de maiz, una célula vegetal, una
semilla, una planta progenie, una parte de planta o un producto basico. En otras formas de
realizacion, la molécula de ADN recombinante se forma mediante la insercion de una molécula de
acido nucleico heter6loga en el ADN gendmico de una planta de maiz o una célula de maiz. En
aun otras formas de realizacion, la molécula de ADN recombinante comprende un amplicén
diagnostico de la presencia de ADN derivado del evento de maiz ZM_BCS216090. En atn otra
forma de realizacion mas, la molécula de ADN recombinante se deriva de una planta de maiz
transgénica que comprende el evento de maiz ZM_BCS216090, donde una muestra representativa

de semilla que comprende el evento se ha depositado con ATCC Acceso Nro. PTA-127050.

[08] En otro aspecto, en el presente documento se proporciona una molécula de ADN que
comprende un segmento de polinucledtido de longitud suficiente para funcionar como una sonda
de ADN que se hibrida especificamente en condiciones de hibridacion rigurosas con el ADN del
evento de maiz ZM BCS216090 en una muestra, donde la deteccion de la hibridacion de la
molécula de ADN bajo condiciones de hibridacion rigurosas es diagnostico de la presencia de
ADN del evento de maiz ZM_BCS216090 en la muestra. En formas de realizacion particulares, la
molécula de ADN comprende una secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO :
6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10, o un complemento completo
de las mismas. En otras formas de realizacion, la muestra se deriva de una planta de maiz, una
célula de planta de maiz, una semilla de maiz, una parte de planta de maiz, una planta de progenie
de maiz, una semilla de maiz procesada, un alimento para animales que comprende maiz, aceite
de maiz, sémola de maiz, harina de maiz, copos de maiz, salvado de maiz, pasta hecha con maiz,

biomasa de maiz y productos combustibles producidos usando maiz y partes de maiz.

[09] En atn otro aspecto, se proporcionan un par de moléculas de ADN que comprenden una
primera molécula de ADN y una segunda molécula de ADN diferente de la primera molécula de
ADN, que funcionan como cebadores de ADN cuando se usan juntas en una reaccion de
amplificacion con una muestra que contiene ADN patrén del evento de maiz ZM_BCS216090,

para producir un amplicon diagndstico de la presencia del ADN del evento de maiz
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ZM_BCS216090 en la muestra, donde el amplicon comprende una secuencia de nucledtidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, y SEQ ID
NO: 10.

[10] En otro aspecto mads, se proporciona en el presente documento un método para detectar la
presencia de un segmento de ADN diagnostico del evento de maiz ZM_BCS216090 en una
muestra, donde el método comprende: a) poner en contacto la muestra con una molécula de ADN
descripta en el presente documento; b) someter la muestra y la molécula de ADN a condiciones de
hibridacion rigurosas; y c¢) detectar la hibridacion de la molécula de ADN con el ADN de la
muestra, donde la deteccion es diagnostico de la presencia del ADN del evento de maiz

ZM BCS216090 en la muestra.

[I1]  En otro aspecto mas, se proporciona en el presente documento un método para detectar la
presencia de un segmento de ADN diagndstico del ADN del evento de maiz ZM_BCS216090 en
una muestra, donde el método comprende: a) poner en contacto la muestra con el par de moléculas
de ADN proporcionadas en el presente documento; b) realizar una reaccion de amplificacion
suficiente para producir un amplicon de ADN; y c) detectar la presencia del amplicon de ADN en
la reaccion, donde el amplicon de ADN comprende una secuencia de nucleotidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: &, SEQ ID NO: 9, y SEQ ID NO: 10, o un

complemento completo de las mismas.

[12]  Aun en otro aspecto, se proporciona un método para detectar la presencia de un segmento
de ADN diagndstico del ADN del evento de maiz ZM BCS216090 en una muestra, donde el
método comprende: a) poner en contacto la muestra con una molécula de ADN que comprende
una secuencia de nucledtidos que hibrida especificamente en condiciones de hibridacion rigurosas
con (i) ADN del evento de maiz ZM_BCS216090; (ii) una molécula de ADN que comprende una
secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: &,
SEQID NO: 9,y SEQ ID NO: 10, o un complemento completo de las mismas; o (iii) una molécula
de ADN que comprende un segmento de polinucledtido de suficiente longitud para funcionar como

una sonda de ADN que hibrida especificamente en condiciones de hibridacion rigurosas con ADN
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del evento de maiz ZM_ BCS216090 en una muestra; y b) efectuar una reaccion de secuenciacion
para producir una secuencia objetivo, donde la secuencia objetivo comprende una secuencia de
nucleotidos, o una porcion o un fragmento de una secuencia de nucleotidos, seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, y SEQ ID NO: 10, o un

complemento completo de las mismas.

[13] Aun en otro aspecto, se proporciona en el presente documento una planta de maiz, una
parte de planta de maiz, una semilla de maiz o una célula de maiz que comprende: (a) una molécula
de ADN recombinante de la invencion; o (b) un segmento de ADN que comprende una secuencia
de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 9, y SEQ ID NO: 10, o un complemento completo de las mismas. En formas de realizacion
particulares, la planta de maiz, la parte de planta de maiz, la semilla de maiz, o la célula de maiz
exhibe reducida expresion de por lo menos un primer gen endogeno de giberelina 20—oxidasa
(GA200x). En formas de realizacion adicionales, el gen de giberelina 20—oxidasa (GA20ox) es
seleccionado del grupo que consiste en giberelina 20—oxidasa 3 (GA200x3) y giberelina 20—
oxidasa 5 (GA20o0x5). En formas de realizacion particulares, la planta de maiz, la parte de planta
de maiz, la semilla de maiz, o la célula de maiz tiene reducida expresion de un gen enddgeno de
giberelina 20—oxidasa 3 (GA200x3) y un gen endogeno de giberelina 20—oxidasa 5 (GA200x5).
Aun en otras formas de realizacion, la planta de maiz, la parte de planta de maiz, la semilla de
maiz, o la célula de maiz comprende el evento de maiz ZM_BCS216090, donde una muestra
representativa de semillas que comprende el evento se ha depositado con el Acceso ATCC Nro.
PTA-127050. Atn en otra forma de realizacion, la planta de maiz, la parte de planta de maiz, la
semilla de maiz, o la célula de maiz ademés puede definirse como una planta de progenie de
cualquier generacion de una planta de maiz que comprende el evento de maiz ZM_ BCS216090, o

una parte de planta de maiz, semilla de maiz o célula de maiz derivada de esta.

[14] Aun en otro aspecto, se proporciona en el presente documento una planta de maiz, una
parte de planta de maiz, una semilla de maiz o una célula de maiz que comprende el evento de
maiz ZM_BCS216090, donde una muestra representativa de semillas que comprende el evento se

ha depositado con el Acceso ATCC Nro. PTA-127050. En formas de realizacion particulares, una
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planta de maiz que se proporciona en el presente documento tiene una altura de planta reducida en
relacion con una planta de maiz de control. En otras formas de realizacion, una planta de maiz
descripta en el presente documento tiene una mayor resistencia al acame en relacion con una planta
de maiz de control. En formas de realizacion adicionales, la planta de maiz, la parte de planta de
maiz, la semilla de maiz, o la célula de maiz descripta en el presente documento comprende (a)
una molécula de ADN recombinante de la invencion; o (b) un segmento de ADN que comprende
una secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2,SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 9, y SEQ ID NO: 10, o un complemento completo de las mismas, donde la secuencia
de nucledtidos estd presente en el cromosoma 1 de la planta de maiz, la parte de planta de maiz, la

semilla de maiz, o la célula de maiz.

[I5] Aun en otro aspecto, se proporciona en el presente documento un equipo de deteccion de
ADN que comprende: (a) un par de moléculas de ADN, que comprende una primera molécula de
ADN y una segunda molécula de ADN diferente de la primera molécula de ADN, que funcionan
como cebadores de ADN cuando se usan juntas en una reaccion de amplificacion con una muestra
que contiene ADN de patrén del evento de maiz ZM_BCS216090 para producir un amplicon
diagnostico de la presencia del ADN del evento de maiz ZM_BCS216090 en la muestra, donde el
amplicon comprende la secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9,y SEQ ID NO: 10; y (b) una sonda de ADN que comprende
un segmento de polinucledtido de suficiente longitud para funcionar como una sonda de ADN que
hibrida especificamente en condiciones de hibridacion rigurosas con ADN del evento de maiz
ZM_BCS216090 en una muestra, donde la deteccion de la hibridacion de la molécula de ADN en
las condiciones de hibridacion rigurosas es diagnostico de la presencia de ADN del evento de maiz

ZM_BCS216090 en la muestra.

[16] Aun en otro aspecto, se proporciona un método para producir una planta de maiz de
progenie que comprende el evento de maiz ZM BCS216090, que comprende: a) cruzar
sexualmente una primera planta de maiz que comprende el evento de maiz ZM BCS216090
consigo misma o con una segunda planta de maiz; b) recolectar una o mas semillas producidas a

partir del cruce; c) cultivar la semilla para producir una o més plantas de progenie; y d) seleccionar
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al menos una primera planta o semilla de la progenie que comprende el evento de maiz
ZM BCS216090. En algunas formas de realizacion, la al menos una primera planta de progenie
del método tiene una altura de planta reducida y/o una mayor resistencia al acame en relacion con
una planta de maiz de control. En formas de realizacion particulares, el método comprende ademas
e) recolectar semillas de la al menos la primera planta de progenie que comprende el evento de

maiz ZM_BCS216090.

[17] En todavia otro aspecto, se proporciona en el presente documento una planta o semilla de
maiz hibrida que comprende el evento de maiz ZM BCS216090 producida mediante un método

de acuerdo con la invencidn.

[18] Aun en otro aspecto, se proporciona en el presente documento una semilla de maiz que
comprende una cantidad detectable de una secuencia de nucle6tidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, y SEQ ID NO: 10, o un complemento

completo de las mismas.

[19] Aunen otro aspecto, se proporciona en el presente documento un material no vivo de planta
de maiz que comprende una cantidad detectable de una molécula de ADN recombinante de acuerdo

con la invencion.

[20]  Aun en otro aspecto, se proporciona un microorganismo que comprende una molécula de
ADN recombinante de acuerdo con la invencion. En formas de realizacion particulares, el

microorganismo es una célula vegetal.

[21] Aun en otro aspecto, se proporciona en el presente documento un producto basico que
comprende una molécula de ADN recombinante de acuerdo con la invencién. En formas de
realizacion particulares, el producto basico se produce a partir de una planta de maiz, parte de
planta de maiz, semilla de maiz, o célula de maiz transgénica que comprende el evento de maiz
ZM_BCS216090. En otras formas de realizacion, el producto basico ademas se selecciona del
grupo que consiste en semilla de maiz entera o procesada , alimento animal que comprende maiz,
aceite de maiz, sémola de maiz, harina de maiz, copos de maiz, salvado de maiz, biomasa de maiz
y productos combustibles producidos usando maiz y partes de maiz.

[22] Aun en otro aspecto, se proporciona en el presente documento método para producir un
7
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producto basico, donde el método comprende: (a) obtener una planta de maiz transgénica, una
parte de planta de maiz o una semilla de maiz que comprende el evento de maiz ZM_BCS216090;
y (b) producir un producto basico a partir de la planta de maiz transgénica, parte de planta de maiz

o semilla de maiz.

[23] En otro aspecto mads, se proporciona una planta de maiz, una parte de planta de maiz o una
semilla de maiz que comprende una molécula de ADN funcional como patrén cuando se evalua
en un método de amplificacion de ADN que produce un amplicén diagnostico de la presencia de

ADN del evento de maiz ZM_ BCS216090.

[24]  En otro aspecto mads, se proporciona un método para determinar la cigosidad de una planta
de maiz, parte de planta de maiz o semilla de maiz que comprende el evento de maiz
ZM_BCS216090, que comprende: a) poner en contacto una muestra que comprende ADN de la
planta de maiz, parte de planta de maiz, o semilla de maiz con un conjunto de pares de cebadores
que comprende al menos dos pares de cebadores diferentes capaces de producir un primer
amplicon diagnostico del evento de maiz ZM_BCS216090, y un segundo amplicon diagndstico
del ADN genomico de maiz nativo que no comprende el evento de maiz ZM_BCS216090; b)
realizar una reaccion de amplificacion de &cido nucleico con la muestra y el conjunto de pares de
cebadores; y c¢) detectar en la reaccion de amplificacion de acido nucleico el primer amplicon
diagnoéstico del evento de maiz ZM BCS216090 y el segundo amplicon diagnostico del ADN
genodmico de maiz nativo que no comprende el evento de maiz ZM BCS216090, donde la
presencia de solo el primer amplicon es diagnostico de una planta de maiz, parte de planta de maiz
o semilla de maiz homocigota para el evento de maiz ZM_BCS216090, y la presencia tanto del
primer amplicon como del segundo amplicon es diagnostico de una planta de maiz, parte de planta

de maiz o semilla de maiz heterocigota para el evento de maiz ZM_BCS216090.

[25] En otro aspecto mas, se proporciona un método para determinar la cigosidad de una planta
de maiz, parte de planta de maiz o semilla de maiz que comprende el evento de maiz
ZM_BCS216090, que comprende: a) poner en contacto una muestra que comprende ADN de la
planta de maiz, parte de planta de maiz, o semilla de maiz con un primer par de cebadores capaces
de producir un primer amplicon de la totalidad o parte del evento de maiz ZM_BCS216090, y un
segundo par de cebadores capaces de producir un segundo amplicén de una secuencia gendmica

estandar conocida por ser una sola copia y homocigota en la planta de maiz, parte de planta de
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maiz o semilla de maiz; b) poner en contacto la muestra con una primera sonda que hibrida
especificamente con el primer amplicon y/o la totalidad o parte del evento de maiz
ZM BCS216090, y una segunda sonda que hibrida especificamente con la secuencia gendomica
estandar; c) realizar una reaccion de amplificacion de ADN utilizando PCR en tiempo real, y
determinar los umbrales de ciclo (valores Ct) del primer amplicon y el segundo amplicon; d)
calcular la diferencia (ACt) entre los valores de Ct del segundo amplicén y el primer amplicon; y
e) determinar la cigosidad del evento de maiz ZM_BCS216090, donde un ACt de alrededor de
cero (0) indica homocigosidad del evento de maiz ZM_BCS216090, y un ACt de alrededor de uno
(1) indica heterocigosidad del evento de maiz ZM BCS216090. En formas de realizacion
particulares de los métodos descriptos en el presente documento, el conjunto de pares de cebadores
comprende SEQ ID NO: 11 combinada con SEQ ID NO: 12, y SEQ ID NO: 14 combinada con
SEQ ID NO: 15.

[26]  En otro aspecto mas, se proporciona un método para determinar la cigosidad de una planta
de maiz, parte de planta de maiz o semilla de maiz que comprende el evento de maiz
ZM_B(CS216090, que comprende: a) poner en contacto una muestra que comprende ADN de la
planta de maiz, parte de planta de maiz, o semilla de maiz, con un par de cebadores capaces de
producir un primer amplicon diagnodstico del evento de maiz ZM_ BCS216090, y un segundo
amplicon diagnodstico del ADN gendmico de maiz nativo que no comprende el evento de maiz
ZM_BCS216090; b) realizar una reaccion de amplificacion de 4acido nucleico con la muestra y el
conjunto de pares de cebadores; y ¢) detectar el primer amplicon y el segundo amplicén, donde la
presencia de solo el primer amplicén es diagnostico de una planta de maiz, una parte de planta de
maiz o una semilla de maiz homocigota para el evento de maiz ZM_ BCS216090; la presencia de
solo el segundo amplicon es diagnostico de una planta de maiz, una parte de planta de maiz o una
semilla de maiz homocigota para el ADN gendmico de maiz nativo que no comprende el evento
de maiz ZM_BCS216090; y la presencia tanto del primer amplicén como del segundo amplicén
es diagnostico de una planta de maiz, una parte de planta de maiz o una semilla de maiz

heterocigota para evento de maiz ZM_BCS216090.

[27] En otro aspecto mads, se proporciona un método para determinar la cigosidad de una planta
de maiz, una parte de planta de maiz o una semilla de maiz que comprende el evento de maiz

ZM_BCS216090, que comprende: (a) poner en contacto una muestra que comprende ADN de la
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planta de maiz, de la parte de planta de maiz, o de la semilla de maiz, con un conjunto de sondas
que contiene al menos una primera sonda que se hibrida especificamente con el evento de maiz
ZM BCS216090, y al menos una segunda sonda que se hibrida especificamente con el ADN
genodmico de maiz que se altera por la insercion del ADN heterologo del evento de maiz
ZM BCS216090 y no se hibrida con el ADN del evento de maiz ZM_BCS216090; y (b) hibridar
el conjunto de sondas con la muestra en condiciones de hibridacion rigurosas, donde la deteccion
de la hibridacion de solo la primera sonda en las condiciones de hibridacion es diagndstico de una
planta de maiz, una parte de planta de maiz o una semilla de maiz homocigota para el evento de
maiz ZM_BCS216090, y donde la deteccion de la hibridacion tanto de la primera sonda como de
la segunda sonda en las condiciones de hibridacion es diagnostico de una planta de maiz, una parte
de planta de maiz o una semilla de maiz heterocigota para el evento de maiz ZM_BCS216090. En
formas de realizacion particulares, el conjunto de sondas comprende SEQ ID NO: 13 y SEQ ID
NO: 16.

[28] En otro aspecto mads, se proporciona un método para producir una planta de maiz que tiene
una altura de planta reducida o una mayor resistencia al acame, que comprende: introducir el
evento de maiz ZM_BCS216090 en una planta de maiz, donde una muestra representativa de
semilla que comprende el evento se ha depositado bajo ATCC Acceso Nro. PTA-127050.
También se proporciona en el presente documento una poblacion de plantas de maiz transgénicas
producidas de acuerdo con un método de la invencion, donde cada planta de maiz transgénica
comprende el evento de maiz ZM_ BCS216090. En formas de realizacion particulares, dicha
poblacion de plantas de maiz tiene una altura de planta reducida en promedio con respecto a una
poblacion de plantas de maiz de control que carecen del evento de maiz ZM_ BCS216090. En
formas de realizacion adicionales, la poblacion de plantas de maiz tiene una mayor resistencia al
acame en promedio en relacion con una poblacion de plantas de maiz de control que carecen del

evento de maiz ZM_BCS216090.

[29] Lo anterior y otros aspectos de la divulgacion se hardn mas evidentes a partir de la siguiente

descripcion detallada.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[30] La FIG. 1 representa la secuencia del evento de maiz ZM BCS216090. Las lineas
horizontales y los cuadros corresponden a las posiciones de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, y SEQ
ID NO: 9, en relacion con SEQ ID NO: 10. Las flechas horizontales etiquetadas SQ51606 (SEQ
ID NO: 11) y SQ51629 (SEQ ID NO: 12) representan la posicion aproximada de un par de
cebadores que pueden usarse para detectar el evento de maizZM_BCS216090, y la linea horizontal
etiquetada PB50583 (SEQ ID NO: 13) representa la posicion aproximada de una sonda de ADN
que se puede usar para detectar el evento de maiz ZM_BCS216090.

[31] La FIG. 2 muestra el mapa del vector de la construccion pMS578 usado para la
transformacion mediada por Agrobacterium de maiz, para producir eventos transgénicos que se

proporcionan en el presente documento, incluido ZM_BCS216090.

[32] LaFIG. 3 representa el casete de expresion de miARN del evento de maiz ZM_BCS216090
en relaciéon con SEQ ID NO: 9, con sus respectivos elementos genéticos etiquetados como se

describe en la Tabla 1.

[33] LaFIG. 4 representa el tiempo aproximado de creacion, prueba, caracterizacion y seleccion

del evento de maiz ZM_BCS216090 como se describe en el presente documento.

[34] LaFIG. 5 es unarepresentacion diagramatica del proceso de reproduccion para producir el
evento de maiz ZM BCS216090 libre de marcador. Los eventos de generacion Ro
(“transformantes”) son aquellos que se derivan de la transformacion inicial con el vector de
transformacion usado para generar el evento de maiz ZM_BCS216090. Las generaciones "R"
posteriores (R1 y R») representan generaciones sucesivas producidas a través de la autopolinizacion
de plantas derivadas del transformante Ro inicial que resultdé en el evento de maiz
ZM_BCS216090. Los transformantes R2, que son homocigotos para la insercion de T-ADN, se
cruzan por polinizacidon con una linea de maiz transgénica de élite que comprende un casete
transgénico para la expresion de Cre—recombinasa, lo que produce una generacion Fi, en la que
muchos de los descendientes han perdido el casete de marcador seleccionable CP4 EPSPS debido
a la escision de Cre—recombinasa. Se seleccionan plantas hemicigotas T-ADN positivas, CP4

EPSPS negativas, y se autopolinizan, para lograr una generacion F». Las plantas F» homocigotas
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para el T-ADN insertado sin el gen marcador CP4 EPSPS y que carecen del casete de transgén
Cre-recombinasa se seleccionan y se autopolinizan para dar origen a una generacion F3. Las
plantas de la generacion F3 se autopolinizan para dar origen a una linea pura de semillas F4 estandar

de oro.

[35] La FIG. 6 muestra una representacion del sitio de insercion del evento de maiz

ZM_BCS216090 en relacion con el genoma de maiz endégeno en el cromosoma 1.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

[36] SEQID NO: 1 es una secuencia de 30 nucledtidos que representa la region de union 5' del
ADN genomico de maiz y el casete de expresion transgénico integrado. SEQ ID NO: 1 se

encuentra dentro de SEQ ID NO: 10 en las posiciones de nucledtidos 986 a 1015.

[37] SEQ ID NO: 2 es una secuencia de 30 nucledtidos que representa la region de union 3' del
casete de expresion transgénico integrado y el ADN gendmico de maiz. SEQ ID NO: 2 se

encuentra dentro de SEQ ID NO: 10 en las posiciones de nucledtidos 3719 a 3748.

[38] SEQ ID NO: 3 es una secuencia de 60 nucleotidos que representa la region de union 5' del
ADN gendémico de maiz y el casete de expresion transgénico integrado. SEQ ID NO: 3 se

encuentra dentro de SEQ ID NO: 10 en las posiciones de nucledtidos 971 a 1030.

[39] SEQ ID NO: 4 es una secuencia de 60 nucleotidos que representa la region de union 3' del
casete de expresion transgénico integrado y el ADN gendmico de maiz. SEQ ID NO: 4 se

encuentra dentro de SEQ ID NO: 10 en las posiciones de nucledtidos 3704 a 3763.

[40] SEQ ID NO: 5 es una secuencia de 100 nucleodtidos que representa la region de union 5'
del ADN genomico de maiz y el casete de expresion transgénico integrado. SEQ ID NO: 5 se

encuentra dentro de SEQ ID NO: 10 en las posiciones de nucledtidos 951 a 1050.

[41] SEQ ID NO: 6 es una secuencia de 100 nucleodtidos que representa la region de union 3'
del casete de expresion transgénico integrado y el ADN gendémico de maiz. SEQ ID NO: 6 se

encuentra dentro de SEQ ID NO: 10 en las posiciones de nucledtidos 3684 a 3783.
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[42] SEQ ID NO: 7 es una secuencia de 1180 nucledtidos que representa 1000 nucleotidos de
ADN gendmico de maiz flanqueante 5'y 180 nucleodtidos del T-ADN insertado. SEQ ID NO: 7 se
encuentra dentro de SEQ ID NO: 10 en las posiciones de nucledtidos 1 a 1180.

[43] SEQ ID NO: 8 es una secuencia de 1107 nucleotidos que representa 107 nucleétidos del
T—ADN insertado y 1000 nucle6tidos del ADN gendmico de maiz flanqueante 3' después del T—
ADN insertado. SEQ ID NO: 8 se encuentra dentro de SEQ ID NO: 10 en las posiciones de
nucleotidos 3627 a 4733.

[44] SEQID NO: 9 es una secuencia de 2733 nucledtidos correspondiente al T-DNA insertado
transgénico del evento de maiz ZM BCS216090. SEQ ID NO: 9 se encuentra dentro de SEQ ID
NO: 10 en las posiciones de nucleotidos 1001 a 3733.

[45] SEQ ID NO: 10 es una secuencia de 5731 nucleétidos correspondiente a la secuencia de
nucledtidos contig de la secuencia de nucledtidos de ADN flanqueante gendmico 5°, la secuencia
de nucleo6tidos de T-ADN insertada en el evento ZM_BCS216090 y la secuencia de nucledtidos
de ADN flanqueante 3'; e incluye SEQ ID NO: 17 (nucle6tidos 1-1000), SEQ ID NO: 9
(nucledtidos 1001 a 3733) y SEQ ID NO: 18 (nucledtidos 3734 a 4733).

[46] SEQ ID NO: 11 es una secuencia de 19 nucleo6tidos correspondiente a un cebador de
amplificacion térmica referido como SQ51606 usado para identificar ADN del evento de maiz
ZM_BCS216090 en una muestra, y es idéntica a la secuencia de nucledtidos correspondiente a las

posiciones 982 a 1000 de SEQ ID NO: 10.

[47] SEQ ID NO: 12 es una secuencia de 21 nucle6tidos correspondiente a un cebador de
amplificacion térmica referido como SQ51629 usado para identificar ADN del evento de maiz
ZM_BCS216090 en una muestra, y es idéntica al complemento inverso de la secuencia de

nucledtidos correspondiente a las posiciones 1049 a 1069 de SEQ ID NO: 10.

[48] SEQ ID NO: 13 es una secuencia de 19 nucleotidos correspondiente a una sonda referida
como PB50583 usada para identificar ADN del evento de maiz ZM_ BCS216090 en una muestra,
y es idéntica al complemento inverso de la secuencia de nucledtidos correspondiente a las

posiciones 1028 a 1046 de SEQ ID NO: 10.
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[49] SEQ ID NO: 14 es una secuencia de 24 nucle6tidos correspondiente a un cebador de
amplificacion térmica referido como SQ20222 usado como un control interno para el ensayo de
evento y cigosidad para el evento de maiz ZM_BCS216090, e hibrida a una region del genoma de

maiz.

[50] SEQ ID NO: 15 es una secuencia de 28 nucle6tidos correspondiente a un cebador de
amplificacion térmica referido como SQ20221 usado como un control interno para el ensayo de
evento y cigosidad para el evento de maiz ZM_BCS216090, e hibrida a una region del genoma de

maiz.

[51] SEQ ID NO: 16 es una secuencia de 17 nucleotidos correspondiente a una sonda referida
como PB50298 usada como un control interno para el ensayo de evento y cigosidad para el evento

de maiz ZM_BCS216090, e hibrida a una regién del genoma de maiz.

[52] SEQ ID NO: 17 es una secuencia de 1000 nucledtidos del ADN gendémico de maiz
flanqueante 5' hasta, pero sin incluir, la union 5°. SEQ ID NO: 17 se encuentra dentro de SEQ ID

NO: 10 en las posiciones de nucledtidos 1 a 1000.

[53] SEQ ID NO: 18 es una secuencia de 1000 nucledtidos del ADN gendémico de maiz
flanqueante 3' iniciando desde, pero sin incluir, la unién 3. SEQ ID NO: 18 se encuentra dentro

de SEQ ID NO: 10 en las posiciones de nucleétidos 3734 a 4733.

DESCRIPCION DETALLADA

[54] La altura de la planta es un rasgo agronémico importante en los cultivos, ya que puede
afectar directamente el potencial de rendimiento y la resistencia al acame. La manipulacion de los
niveles de GA en variedades de plantas semienanas de trigo, arroz y sorgo condujo a un aumento
del rendimiento y una reduccién del acame en los cultivos de cereales durante el siglo XX, que fue
en gran parte responsable de la Revolucion Verde. Las giberelinas (acidos giberélicos o GA) son
hormonas vegetales que regulan diversos procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas,
incluidos el alargamiento del tallo, la germinacion, la latencia, la floracion, el desarrollo de las
flores y la senescencia de las hojas y los frutos. Los GA bioactivos en el maiz incluyen GA1, GAs3,
GA4y GA7. Labiosintesis de GA estd regulada por genes que codifican GA20—oxidasas (GA20ox)

y GA3—oxidasas (GA3o0x) que catalizan pasos en la sintesis de GA bioactivos, mientras que el
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catabolismo de GA esta regulado por genes que codifican GA2-oxidasas (GA2o0x) que reducen el
nivel de GA activos. Mediante la manipulacion de genes en las vias de catabolismo o biosintesis
de GA, se puede disminuir el nivel de GA activos para reducir la altura de la planta.

[55] La presente divulgacion proporciona un evento de maiz transgénico, designado
ZM_BCS216090, que comprende un casete de expresion transgénico que codifica un microARN
(miARN) que suprime la expresion de los genes endogenos GA20ox3 y GA200x5 en el maiz. La
reduccion en los niveles de giberelinas causada por el evento ZM_BCS216090 produce una
disminucion de la longitud de los entrenudos y una disminucién general de la altura de la planta,
sin ninguna anomalia observable. Estas plantas de maiz de baja estatura que comprenden el evento
ZM_BCS216090 son menos susceptibles a la pérdida de cultivos debido al acame y al quebrado
en verde. Por lo tanto, las plantas de maiz que comprenden el evento ZM_BCS216090 brindan a
los productores de maiz una nueva opcion para aumentar el potencial de rendimiento y reducir las
pérdidas de cultivos debido al acame o al quebrado en verde, especialmente cuando se enfrentan a
eventos climaticos o de viento adversos o extremos.

[56] Las técnicas de transformacion de plantas, tales como la transformacion mediada por
Agrobacterium o por bombardeo de particulas, se pueden usar para insertar aleatoriamente ADN
extrafio (también conocido como ADN transgénico) en un cromosoma del genoma de una célula
vegetal para producir una célula vegetal desarrollada genéticamente, también denominada célula
“transgénica” o “recombinante”. Usando estas técnicas de transformacion no dirigidas, se pueden
transformar muchas células individuales, cada una de las cuales produce un "evento transgénico"
o "evento" unico debido a la insercidn aleatoria (o en gran parte aleatoria) del ADN extrafo en el
genoma. A continuacion, se puede regenerar una planta transgénica a partir de cada célula
transgénica individual. Esto hace que cada célula de la planta transgénica contenga el evento
transgénico insertado de forma inica como parte estable de su genoma. A continuacion, la planta
transgénica se puede usar para producir plantas de progenie, cada una de las cuales contiene el
evento transgénico Unico. El término “transgénico” se refiere a una planta, parte de planta, célula
vegetal, tejido vegetal, o molécula, construccion o secuencia de ADN, segin sea el caso, que
comprende un transgén; por ejemplo, una “célula transgénica” se refiere a una célula que

comprende un transgén.
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[57] El evento de maiz ZM BCS216090 fue producido por un proceso de transformacion
mediado por Agrobacterium de embriones inmaduros de maiz con un solo sistema binario de T—
ADN. En este sistema, se utilizo una cepa de Agrobacterium que empleaba un vector de plasmido
binario con un solo T-DNA. La construccion de T-DNA comprendia un casete transgénico para
la expresion de un microARN (miARN) que suprime la expresion de los genes enddgenos de
giberelina oxidasa G4A200x3 y GA20ox5, y un casete transgénico utilizado para la seleccion de
células de maiz transformadas mediante la seleccion con glifosato (CP4). El casete de seleccion
de glifosato estaba flanqueado en ambos lados con sitios de reconocimiento LoxP que son
reconocidos por Cre-recombinasa, derivada del fago P1 de Enterobacteria (Gilbertson, TRENDS
in Biotechnology, 21(12):550-555, 2003).

[58] Como se describe especificamente en este documento, el evento de maiz ZM_BCS216090
fue producido por un complejo proceso de investigacion y desarrollo en el que: (1) una
construccion de ADN y un vector que comprende dos casetes de expresion como se identifico
anteriormente dentro de una region de T-ADN delimitada por secuencias de borde izquierdo y
derecho se disenaron y se seleccionaron en funcion de pruebas individuales de cada casete de
expresion, asi como en combinacion; (2) se transformaron miles de células de maiz con la
construccion utilizada para generar el evento ZM_BCS216090 y otros eventos, de modo de crear
una poblacion de plantas transgénicas en la que cada planta contenia un evento transgénico unico
que se regenero; (3) mas de cien plantas transgénicas avanzaron a través de una serie de cruces
propios y cruzados para pruebas adicionales y seleccion de eventos después de excluir muchos
eventos en funcion del cribado de calidad molecular y el desarrollo de producto y semillas de
patron de oro; (4) el casete de seleccion de glifosato en el evento de maiz ZM_BCS216090 se
eliminé a través de una escision Cre in vivo para crear eventos "libres de marcadores"; y (5) el
evento principal final ZM_BCS216090 fue seleccionado entre muchos eventos diferentes después
de un riguroso proceso de seleccion de eventos de varios afios que involucr6 pruebas y analisis de
sus caracteristicas moleculares y gendomicas, datos de eficacia y rendimiento, consideraciones de
mejoramiento y rasgos, y propiedades agronomicas en una diversidad de antecedentes genéticos
para cada evento que se adelanto6 para la prueba. El evento de maiz ZM_BCS216090 se produjo y
se selecciond como un evento excepcionalmente superior, util para fines agrondmicos a gran

escala.
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[59] EIT-ADN del vector del plasmido de transformacion e insertado en el genoma del evento
de maiz ZM_BCS216090 se caracterizdo mediante un analisis molecular detallado. Este analisis
incluyd: el nimero de inserciones (nimero de sitios de integracion dentro del genoma del maiz),
la ubicacion de la insercion genodmica (el sitio especifico en el genoma del maiz donde ocurri6 la
insercion), el numero de copias (el nimero de copias del T-ADN dentro un locus), y la integridad
del ADN transgénico insertado. El andlisis molecular detallado demostr6 que el T-ADN integrado
que contenia el casete de miARN transgénico permaneci6 intacto después de la integracion y la
escision Cre del casete de seleccion de glifosato (CP4) EPSPS. Como se usa en el presente
documento, un "casete de expresion" o "casete" o "transgén" es una molécula o secuencia de ADN
recombinante que comprende una combinacion de distintos elementos que pueden expresar un
ARN y/o una proteina codificados por una secuencia de codificacion del transgén en una célula
vegetal transformada que comprende el transgén. Como se proporciona en el presente documento,
un "casete de expresion" o "casete" o "transgén" incluye uno o mas elementos reguladores unidos
operativamente a la secuencia de ADN codificante o transcribible para el miARN, incluidas las
secuencias de promotor, lider, intron y de terminacion. El "casete de expresion" o "casete" o
"transgén" es recombinante y heterologo con respecto al genoma de la célula vegetal transformada.
Para los fines de la presente divulgacion, dicho "casete de expresion" o "casete" o "transgén" es
una molécula o secuencia de ADN recombinante que codifica un miARN como se describe en el
presente documento. La Tabla 1 proporciona un listado de los elementos contenidos en SEQ ID
NO: 10 después de la escision Cre del casete CP4, la secuencia de ADN que corresponde al evento
de maiz ZM_BCS216090.

Tabla 1. Descripcion del evento de maiz ZM_BCS216090.

Posicion en
Elemento Descripcion
SEQ ID NO: 10

Secuencia de ADN que flanquea el extremo

ADN flanqueante 5’ 1-1000 _ _
5’ de la insercion transgénica
Region de ADN de Agrobacterium
Regidn borde izquierdo 1001-1040 tumefaciens que contiene la secuencia de

borde izquierdo
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3’

Secuencia intermedia 1041-1296 Secuencia usada en la clonacion de ADN
Secuencia de promotor del virus Rice tungro
RTBV.-1:1:6 1297-2023
bacilliform
Secuencia lider del virus Rice tungro
RTBV.-1:1:4 2024-2062
bacilliform
Secuencia intermedia 2063-2082 Secuencia usada en la clonacion de ADN
Secuencia de intron de un gen de choque
I-Zm.DnaK:1 2083-2886 _
térmico de maiz (Zea mays)
Secuencia de espinazo de un gen de miARN
Os.MIRMON13-1: 1:3 2887-2998
de arroz (Oryza sativa)
Zm.miRNA.nno:3 2999-3019 Secuencia de miARN transgénica
Secuencia de bucle del gen de miARN de
Os.MIRMON13-1: 1:2 3020-3053
arroz (Oryza sativa)
Zm.miRNA .nno:42 3054-3074 Secuencia de miARN* transgénica
Secuencia de espinazo del miARN de arroz
Os.MIRMON13 3075-3294
(Oryza sativa)
Secuencia intermedia 3295-3326 Secuencia usada en la clonacion de ADN
T-GST43 3327-3626 Secuencia 3' UTR
Secuencia intermedia 3627-3733 Secuencia usada en la clonacion de ADN
Secuencia flanqueante Secuencia de ADN que flanquea el extremo
3734-4733

3’ de la insercion transgénica

[60] El evento de maiz ZM_BCS216090 se caracteriza como una insercion en un solo locus en

el genoma del maiz, lo que produce dos nuevos loci o secuencias de union (p. €j., secuencias

establecidas en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO : 3, SEQ ID NO: 4, SEQID NO: 5y
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SEQ ID NO: 6) que abarcan una porcion del ADN insertado y el ADN gendmico del maiz, los
cuales no se conocen por aparecer o existir naturalmente en el genoma del maiz u otros eventos de
maiz transgénicos —son exclusivos del evento ZM_BCS216090. SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2y
SEQ ID NO: 3 abarcan una de las uniones, y SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6
abarcan la otra union. Estas secuencias de union son utiles para detectar la presencia del evento
ZM BCS216090 en células de maiz, tejido de maiz, semillas de maiz y plantas de maiz o productos
de plantas de maiz, tales como productos basicos de maiz. En el presente documento se describen
sondas moleculares de polinucledtidos o ADN y/o pares de cebadores que han sido o podrian ser
desarrollados para el uso en la identificacion de la presencia de estos diversos segmentos de union
en muestras biologicas que contienen o se derivan, o se sospecha que contienen o se derivan de
células de maiz, semillas de maiz, partes de plantas de maiz, plantas de maiz o tejidos de plantas
de maiz que contienen el evento ZM_BCS216090.

[61] Como se usa en este documento, el término "derivado" o "derivado de" con referencia a
una molécula, un amplicon o secuencia de ADN particular en relaciéon con una célula de maiz,
tejido de maiz, semilla de maiz, planta de maiz, parte de planta de maiz y/o producto de la planta
de maiz, tal como un producto bésico de maiz, significa que la molécula, el amplicén o la secuencia
de ADN se toma, se purifica, se aisla o se fabrica, directa o indirectamente, a partir de dicha célula
de maiz, tejido de maiz, semilla de maiz, planta de maiz, parte de planta de maiz y/o producto de
planta de maiz, tal como un producto basico de maiz, segiin sea el caso. Alternativamente, el
término "derivado" o "derivado de" con referencia a un producto de planta de maiz, tal como un
producto basico de maiz, en relacion con una célula de maiz, tejido de maiz, semilla de maiz,
planta de maiz y/o parte de planta de maiz, significa que el producto de planta de maiz se toma, se
purifica, se aisla o se elabora, directa o indirectamente, a partir de dicha célula de maiz, tejido de
maiz, semilla de maiz, planta de maiz y/o parte de planta de maiz, segun sea el caso. "Capaz de ser
detectado" se refiere a la capacidad de una molécula, un segmento o una secuencia de ADN
particular para detectarse en una muestra, por ejemplo, mediante amplificacion, y la determinacion
de su presencia, tamafo o secuencia, por ejemplo, mediante analisis de secuencia de ADN y/o
unién de una sonda a la molécula, el segmento o la secuencia de ADN objetivo.

[62] Una “muestra” tiene la intencion de referirse a cualquier composicion que comprenda o se

derive, directa o indirectamente, de una muestra, fuente o material bioldgico. La muestra puede
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comprender generalmente ADN de maiz y/o ADN de maiz sustancialmente o completamente puro,
purificado o aislado. Una "muestra bioldgica" contiene materiales biolodgicos, incluidos, entre
otros, ADN obtenido o derivado, o bien directa o indirectamente, del genoma de una o mas células
de maiz, tejidos de maiz, semillas de maiz, plantas de maiz, partes de plantas de maiz y/o productos
de plantas de maiz, tales como productos basicos de maiz. Tales células de maiz, tejidos de maiz,
semillas de maiz, plantas de maiz, partes de plantas de maiz y/o productos de plantas de maiz, tales
como productos bésicos de maiz, pueden comprender el evento de maiz ZM_BCS216090 o
moléculas de ADN y/o segmentos de ADN que comprenden el evento de maiz ZM_BCS216090.
En algunas formas de realizacion, una muestra o muestra biologica puede comprender células de
maiz, tejidos de maiz, semillas de maiz, plantas de maiz, partes de plantas de maiz y/o productos
de plantas de maiz, cuyas células o0 membranas celulares se han fracturado (p. €j., se han alterado
o abierto) para liberar el contenido de las células de maiz, incluido el ADN gendémico, y/o hacer
que el contenido de las células de maiz, incluido el ADN gendmico, sea accesible o utilizable para
ensayos o pruebas. “Directamente” se refiere a la obtencion directa de ADN por parte de un experto
a partir del genoma del maiz mediante la fracturacion de células de maiz (o mediante la obtencion
de muestras de maiz que contienen células de maiz fracturadas) y la exposicion o el uso del ADN
genomico de las células de maiz con fines de deteccion. "Indirectamente" se refiere a la obtencion
por parte de un experto, de un ADN objetivo o de referencia especifico (es decir, uno o mas
segmentos de union nuevos y unicos descriptos en este documento como diagnosticos de la
presencia del evento ZM_BCS216090) en una muestra particular, por medios distintos de la
obtencion directa mediante la fracturacion de células de maiz, o la obtencidon de una muestra de
maiz que contiene células de maiz fracturadas. Dichos medios indirectos incluyen, sin limitacion,
la amplificacion de un segmento de ADN que contiene una secuencia de ADN dirigida por una o
mas sondas particulares y/o conjuntos de cebadores disefiados para unirse con especificidad a la
secuencia objetivo o cerca de ella, o la amplificacién de un segmento de ADN que comprende la
totalidad o parte de una secuencia objetivo que puede medirse y caracterizarse (p. e€j., medirse
mediante migracion o separacion de otros segmentos de ADN y/o identificacion en una matriz
eficaz, tal como un gel de agarosa o acrilamida o similares, o caracterizarse por el andlisis de
secuencia directa de los amplicones, o la clonacion de los amplicones en un vector o vectores y la

secuenciacion directa de los amplicones insertados presentes en dichos vectores).
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[63] El analisis molecular detallado demostré que el evento ZM BCS216090 contiene una
unica insercion de T-ADN con una copia del casete de expresion de miARN transgénico SD419.
En el evento ZM BCS216090, no se identificaron elementos adicionales de la construccion de
transformacion que no fueran porciones de la region del borde izquierdo de Agrobacterium
tumefaciens utilizada para la transferencia de ADN transgénico desde el plasmido de
transformacion de planta hacia el genoma del maiz. Finalmente, se realiz6 la amplificacion térmica
que produjo amplicones especificos diagnostico de la presencia del evento ZM_ BCS216090 en
una muestra, y se realizaron andlisis de secuencias de ADN para determinar las uniones 5' y 3'
asignadas de insercion al genoma de la planta, confirmar la organizacion de los elementos dentro
de la insercion, y determinar la secuencia de ADN completa del ADN transgénico insertado (SEQ
ID NO: 9). SEQ ID NO: 7 es una secuencia correspondiente a la secuencia de ADN genomico de
maiz 5' de SEQ ID NO: 10 y una porcién de la secuencia de T-ADN insertada presentada como
SEQ ID NO: 9. SEQ ID NO: 8 es una secuencia correspondiente a la secuencia de ADN gendmico
de maiz 3' de SEQ ID NO: 10 y una porcién de la secuencia de T-ADN insertada presentada como
SEQ ID NO: 9. SEQ ID NO: 10 corresponde al evento de maiz ZM_BCS216090 y contiene una
secuencia contigua (contig) que comprende la secuencia flanqueante gendmica de maiz en 5', la
insercion transgénica del evento ZM BCS216090 y la secuencia flanqueante gendmica de maiz 3'
y, por lo tanto, contiene las secuencias de union de insercion al genoma de planta 5'y 3'. Como se
usa en el presente documento, las designaciones 5'y 3' con referencia a la union, la direccion y el
lado de la insercion del evento transgénico son relativas a la direccion 5' a 3' del transgén, donde
la unién 5' y la secuencia gendmica estan corriente ascendente del transgén, y la uniéon 3' y la
secuencia gendmica estan corriente descendente del transgén.

[64] A menos que se indique lo contrario en este documento, los términos deben entenderse de
acuerdo con el uso convencional por los expertos en la técnica pertinente. Las definiciones de
términos comunes en biologia molecular se pueden encontrar en Rieger et al., Glossary of
Genetics: Classical and Molecular, 5™ edition, Springer—Verlag: New York, 1991; y Lewin, Genes
V, Oxford University Press: New York, 1994, junto con otras fuentes conocidas por los expertos
en la técnica pertinente. Como se usa en este documento, el término "maiz" significa especies de
plantas dentro de Zea mays y todas las variedades de plantas pertenecientes al género Zea que se

pueden reproducir con plantas de Zea mays, incluidas las especies de maiz silvestre.
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[65] La presente descripcién proporciona plantas de maiz o maiz transgénicos que se han
transformado con una construccion de ADN que contiene un casete de expresion que codifica un
miARN transgénico para suprimir la expresion de genes objetivo de GA20 oxidasa enddgenos.
Los términos "suprimir" y "supresion”, tal como se utilizan en el presente documento, se refieren
a una disminucion, reduccion o eliminacion del nivel de expresion de un ARNm y/o una proteina
codificados por un gen objetivo en una planta, célula vegetal o tejido vegetal en una o mas etapas
de desarrollo de la planta, en comparacion con el nivel de expresion de dicho ARNm y/o proteina
de gen objetivo en una planta, célula o tejido de tipo salvaje o de control en las mismas etapas de
desarrollo de la planta. Las plantas de maiz transformadas de acuerdo con los métodos y con la
construccion de ADN descripta en el presente documento tienen un fenotipo de estatura baja (altura
de la planta mas baja).

[66] Una planta transgénica se produce mediante la transformacion de una célula vegetal con
una construccion de ADN recombinante que incluye el casete de expresion y el transgén que
codifica el miARN como se describe en este documento. Tal construccion de ADN recombinante
también es heterdloga con respecto a la célula vegetal, la regeneracion de al menos una planta a
partir de la célula vegetal que comprende una insercion del transgén en el genoma de la célula
vegetal y la seleccion de una planta particular caracterizada por la insercién del transgén en una
ubicacion genomica particular de la planta en funcién de una serie de caracteristicas y rasgos
eficaces y de calidad del evento y la planta transgénica regenerada y la progenie como se describe
mas adelante en el presente documento. El término "evento transgénico" o "evento" se refiere al
ADN transgénico insertado en el genoma de la planta y las secuencias gendémicas que lo flanquean
inmediatamente adyacentes al ADN transgénico insertado en el genoma de la planta transformada,
pero también se refiere a una molécula de ADN que comprende el ADN transgénico insertado en
el genoma de la planta y las secuencias genomicas flanqueantes. Cada evento es unico, y se
esperaria su transferencia a las plantas de progenie que reciben el ADN transgénico y el evento a
través de herencia genética y/o segregacion a partir de un progenitor como resultado de un cruce
sexual o autocruzamiento de una primera linea parental que incluye el ADN transgénico insertado
y el evento, o bien consigo misma, o con una segunda linea parental que puede o no contener el
mismo ADN transgénico y evento. La linea parental que incluye el ADN transgénico insertado y

el evento puede ser en si misma el transformante original o una planta de progenie de dicho
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transformante original que puede haber sido generada por "autofecundacion" del transformante
consigo mismo, o cruzando el transformante o una planta de progenie del transformante que
incluye el ADN transgénico insertado y el evento, con otra planta. A los efectos de la presente
divulgacion, el "evento" se refiere al evento de maiz ZM_BCS216090.

[67] Tal como se usa en el presente documento, el término "flanqueante" con referencia a un
evento transgénico se refiere a la(s) secuencia(s) gendmica(s) de la planta inmediatamente
adyacentes a la insercion de ADN transgénico en el genoma de una planta transformada, parte de
la planta, tejido vegetal o célula vegetal que comprende el evento transgénico en el(los) lado(s) o
extremo(s) 5' y/o 3' de la insercion del evento transgénico. Asimismo, "ADN flanqueante" se
refiere a una longitud de secuencia de ADN gendmico inmediatamente adyacente a la insercion de
ADN transgénico en el genoma de la planta transformada en los lados o extremos 5' y/o 3' de la
insercion.

[68] La presente descripcion proporciona la planta transformante original y la progenie del
transformante que incluye el ADN transgénico y el evento. Dicha progenie se puede producir
mediante un cruzamiento sexual o un cruce entre plantas que comprenden el mismo ADN
transgénico y evento, o entre una planta que comprende el ADN transgénico y evento con otra
planta, o por cualquier otro método conocido en la técnica, incluido cualquier método de cultivo
de células o tejidos, donde la progenie incluye el ADN transgénico y el evento. Dicha otra planta
puede ser una planta transgénica que comprende el mismo y/o diferente transgén, o puede ser una
planta no transgénica, y cada planta parental en un cruce o cruzamiento externo puede ser el mismo
o diferente germoplasma o linea de reproduccion. Incluso después de repetidos retrocruzamientos
con un progenitor recurrente, el ADN transgénico y el evento estan presentes en la progenie del
cruce en la misma ubicacion cromosomica. Por lo tanto, una “planta transgénica” puede ser la
planta transformante original regenerada a partir de la célula vegetal transformada y que
comprende el ADN transgénico y el evento, o una planta de progenie de la planta transformante
original, que puede estar separada del transformante por una o mas generaciones, que retiene el
ADN transgénico y el evento en la misma ubicacion especifica y contexto de secuencia en el
genoma de la planta. La planta transformante o progenie puede ser homocigota o heterocigota para
el evento ZM_BCS216090. Ademas, una "planta transgénica" puede incluir una planta producida

a partir de una célula o un tejido vegetal transformados, o a partir de otra planta o parte de planta
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transgénica, mediante o utilizando métodos de cultivo de células o tejidos conocidos en la técnica.
Una "planta transgénica" puede comprender una planta que tiene un transgén insertado de forma
estable en el genoma de al menos una célula de la planta (es decir, evento de maizZM_BCS216090
en al menos una célula de la planta), y la planta puede ser quimérica o no quimérica con respecto
al transgén y/o evento. Una planta transgénica es quimérica con respecto a un transgén si no todas
las células de la planta comprenden el transgén.

[69] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "recombinante" se refiere a un
ADN, una proteina o una combinacidén no naturales que normalmente no se encontrarian en la
naturaleza, tales como una combinacion de secuencias de ADN, proteinas que no se encontrarian
naturalmente juntas, y es el resultado de la intervencion humana. Una “molécula de ADN
recombinante” es una molécula de ADN que comprende una combinacion de secuencias de ADN
que no ocurririan naturalmente juntas y es el resultado de la intervencion humana. Dos 0 mas
elementos de dicha combinacion de secuencias de ADN se pueden unir operativamente entre si.
Por ejemplo, una molécula de ADN recombinante puede comprender una combinacién de al
menos dos secuencias de ADN que son heterdlogas entre si, tal como una molécula de ADN que
comprende una secuencia de ADN codificante o transcribible unida operativamente a un promotor
heter6logo y/u otros elementos de expresion reguladores, y/o una secuencia de ADN gendmico
vegetal que comprende la totalidad o parte de un transgén y una o mas secuencias genomicas
heter6logas y flanqueantes adyacentes al transgén, y/o una molécula de ADN que se sintetiza
artificialmente y comprende una secuencia de polinucleotido que se desvia de cualquier secuencia
de polinucledtido que existiria normalmente en la naturaleza. Una molécula de ADN recombinante
puede comprender la totalidad o parte de una secuencia de union del genoma de una planta y la
totalidad o parte de la insercion del transgén en el genoma de la planta, y/o puede comprender un
fragmento de ADN recombinante o heterdlogo del evento ZM BCS216090. Un ejemplo de una
molécula de ADN recombinante es una molécula de ADN que comprende al menos una de las
SEQ ID NO: 1-10. Como se usa en el presente documento, una planta recombinante, parte de
planta, célula vegetal o tejido vegetal es una planta, parte de planta, célula vegetal o tejido vegetal
que normalmente no existiria en la naturaleza, es el resultado de la intervencion humana y contiene
un transgén incorporado en el genoma de la planta, parte de la planta, célula vegetal o tejido

vegetal. Como resultado de tal insercion gendémica, la planta recombinante es algo nuevo y
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claramente diferente de cualquier planta, parte de planta, célula vegetal o tejido vegetal relacionado
de tipo salvaje o natural. Un ejemplo de una planta recombinante, parte de planta, célula vegetal o
tejido vegetal recombinante es una planta de maiz, parte de planta, célula vegetal o tejido vegetal
que contiene el evento ZM_BCS216090.

[70] Como se usa en el presente documento, el término "heterdlogo" con referencia a una
combinacién de dos o mas secuencias o elementos de ADN significa que las dos 0 mas secuencias
o elementos de ADN normalmente no existen juntos como tal combinacion en la naturaleza sin
intervencion humana. Tal como se usa en el presente documento, el término "heter6logo" con
referencia a una molécula, construccion o secuencia de ADN en relacion con una planta, un
microorganismo, una célula vegetal o un genoma de planta significa que la molécula, construccion
o secuencia de ADN no existe en la naturaleza como parte de tal planta, microorganismo, célula
vegetal o genoma vegetal, y/o no existe en la misma ubicacién fisica o gendmica, contexto u
orientacion como parte de dicha planta, microorganismo, célula vegetal o genoma vegetal en la
naturaleza, sin intervencion humana.

[71] La presente divulgacion proporciona moléculas y fragmentos de ADN y sus
correspondientes secuencias de ADN. Los términos "ADN" y "molécula de ADN", como se usan
en el presente documento, se refieren a una molécula de 4cido desoxirribonucleico (ADN). Una
molécula de ADN puede ser de origen gendémico o sintético y/o comprender una molécula o
secuencia de ADN recombinante o heter6loga. Una molécula de ADN puede describirse con
referencia a su extremo 5' (corriente ascendente) y su extremo 3' (corriente descendente). Como se
usa en el presente documento, el término "secuencia de ADN" se refiere a la secuencia de
polinucleotido de la molécula de ADN, es decir, la secuencia de nucleotidos consecutivos en la
molécula de ADN. Como se usa en el presente documento con referencia a los nucledtidos de un
polinucleodtido o secuencia o molécula de ADN, los términos "consecutivo" y "contiguo" son
intercambiables y sindnimos y se refieren al orden de 5'a 3' de los nucleo6tidos en un polinucledtido
0 en una secuencia, hebra o molécula de ADN, sin ningin espacio o interrupcion entre ellos. Por
convencion, las secuencias de ADN de la descripcion y los fragmentos de las mismas se describen
con referencia a la direccion 5' a 3' de solo una hebra de las dos hebras de ADN complementarias
y antiparalelas de una molécula de ADN. Por implicaciéon e intencidon, las secuencias

complementarias de las secuencias proporcionadas aqui (es decir, las secuencias de la hebra
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complementaria, opuesta o antiparalela), también denominadas en la técnica secuencias
complementarias inversas o de complemento inverso, estdn dentro del alcance de la presente
divulgacion y estan expresamente destinadas a estar dentro del alcance potencial del objeto del
asunto reivindicado. Una molécula de ADN, o un fragmento derivado de la misma, también puede
extraerse de partes de plantas, células de plantas y/o tejidos o un homogeneizado, extracto o lisado
de partes de plantas, células de plantas y/o tejido(s), o puede producirse como un amplicén a partir
de ADN extraido, purificado o aislado de parte(s) de plantas, célula(s) de plantas y/o tejido(s), o
un homogeneizado, extracto o lisado de parte(s) de plantas, célula(s) vegetal(es) y/o tejido(s), que
puede comprender también el evento ZM_BCS216090.

[72] Como se usa en este documento, el término "fragmento" se refiere a un trozo o una
secuencia mas pequefia de una molécula o secuencia de ADN mas grande o completa. Por ejemplo,
un fragmento de SEQ ID NO: 9 o 10 puede incluir una secuencia que es por lo menos alrededor
de 12 nucledtidos consecutivos, por lo menos alrededor de 13 nucledtidos consecutivos, por lo
menos alrededor de 14 nucleétidos consecutivos, por lo menos alrededor de 15 nucledtidos
consecutivos, por lo menos alrededor de 16 nucledtidos consecutivos, por lo menos alrededor de
17 nucledtidos consecutivos, por lo menos alrededor de 18 nucleo6tidos consecutivos, por lo menos
alrededor de 19 nucleotidos consecutivos, por lo menos alrededor de 20 nucle6tidos consecutivos,
por lo menos alrededor de 21 nucledtidos consecutivos, por lo menos alrededor de 22 nucleétidos
consecutivos, por lo menos alrededor de 23 nucledtidos consecutivos, por lo menos alrededor de
24 nucleotidos consecutivos, por lo menos alrededor de 25 nucleo6tidos consecutivos, por 1o menos
alrededor de 30 nucleotidos consecutivos, por lo menos alrededor de 35 nucle6tidos consecutivos,
por lo menos alrededor de 40 nucledtidos consecutivos, por lo menos alrededor de 45 nucleétidos
consecutivos, por lo menos alrededor de 50 nucledtidos consecutivos, por lo menos alrededor de
60 nucleotidos consecutivos, por lo menos alrededor de 70 nucledtidos consecutivos, por lo menos
alrededor de 80 nucleotidos consecutivos, por lo menos alrededor de 90 nucle6tidos consecutivos,
por lo menos alrededor de 100 nucledtidos consecutivos, por lo menos alrededor de 200
nucleotidos consecutivos, por lo menos alrededor de 300 nucleotidos consecutivos, por lo menos
alrededor de 400 nucledtidos consecutivos, o por lo menos alrededor de 500 nucledtidos
consecutivos de la molécula de ADN o secuencia de SEQ ID NO: 9 o 10 més grande, entera o

completa.
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[73] Como se usa en el presente documento, el término "aislado" con referencia a una molécula
significa que la molécula esta al menos parcialmente separada de otras moléculas o secuencias que
normalmente estan asociadas con la molécula en su estado nativo o natural. En algunas formas de
realizacion, el término "aislada/o" se refiere a una molécula de ADN que estd al menos
parcialmente separada de los acidos nucleicos o polinucleotidos o secuencia(s) de ADN que
normalmente la flanquean y que estan unidas covalentemente a la secuencia de la molécula de
ADN en su estado nativo o natural. Una molécula de ADN "aislada" puede tener una secuencia de
ADN correspondiente a una porcion del genoma de una célula vegetal sin otras secuencias de ADN
gendmicas que normalmente flanquean y estan unidas covalentemente a la secuencia de ADN en
la naturaleza. Dicha molécula de ADN "aislada" puede comprender la totalidad o parte de un
transgén y/o evento transgénico, que puede comprender la totalidad o parte del evento de maiz
ZM_BCS216090 o el transgén o casete de expresion descripto en el presente documento. Las
secuencias o elementos de acido nucleico, tales como una secuencia codificante, una secuencia de
intrones, una secuencia lider no traducida, una secuencia de promotor, una secuencia de
terminacion de la transcripcion y similares, que se encuentran de forma natural en el ADN del
genoma de un organismo, no se consideran "aislados", siempre que el elemento esté dentro del
genoma del organismo y en la ubicacion dentro del genoma en la que se encuentra naturalmente.
Sin embargo, cada uno de estos elementos, y las subpartes de estos elementos, estarian "aislados"
dentro del alcance de esta divulgacion siempre que el elemento o la subparte no esté dentro del
genoma del organismo y en la ubicacion dentro del genoma del organismo en los que se encuentra
naturalmente. Una molécula de ADN “aislada” puede ser cualquier molécula de ADN
recombinante o producto de amplificacion o amplicon, y/o puede comprender cualquier secuencia
de ADN extraida de su estado natural o bioldgico y fusionada covalentemente a otra molécula o
secuencia de ADN con la que no esta asociada en la naturaleza. Una molécula de ADN aislada de
este tipo podria crearse mediante el uso de técnicas de biotecnologia, tales como la fabricacion de
un ADN recombinante o la integracién de una molécula de ADN extrafia o heterologa en el
cromosoma de una célula, planta o semilla. Por lo tanto, cualquier molécula de ADN que
comprenda una secuencia de nucleo6tidos, un transgén o casete de expresion transgénicos,
recombinantes, quiméricos o artificiales se consideraria una molécula de ADN "aislada", ya que

estas secuencias no se producen de forma natural, independientemente de si la secuencia, el

27

238998



transgén o el casete de expresion estd presente dentro de un pldsmido, vector o construccion usados
para transformar células vegetales, dentro del genoma de una planta, parte de planta, tejido vegetal
o célula vegetal, o estd presente en cantidades detectables en tejidos, progenie, muestras biologicas
o productos basicos derivados de una planta, parte de planta, tejido vegetal o célula vegetal. Una
molécula o secuencia de ADN recombinante, o cualquier fragmento derivado de la misma, que
comprenda la totalidad o parte de un transgén o una secuencia de union del evento de maiz, por lo
tanto, también se consideraria "aislada". Una molécula de ADN “aislada” puede extraerse o
purificarse a partir de una o mas plantas transgénicas, partes de plantas, células o tejidos vegetales,
o puede estar presente en un homogeneizado, extracto o lisado de cualquiera de dichas plantas,
partes de plantas, células y/o tejidos de plantas transgénicos, o puede producirse como un amplicon
o producto de amplificacion a partir de ADN gendmico de plantas y/o ADN extraido o purificado
de planta(s), parte(s) de planta, célula(s) y/o tejido(s) vegetal(es), o un homogeneizado, extracto o
lisado de planta(s), parte(s) de planta, célula(s) vegetal(es) y/o o tejido(s). A los efectos de esta
divulgacioén, cualquier secuencia de ADN o polinucledtido transgénica, es decir, la secuencia de
nucledtidos del ADN insertada en el genoma de una planta o bacteria, o presente en un vector
extracromosomico, se consideraria una secuencia de ADN o nucleodtido "aislada", ya sea que esté
presente dentro del plasmido o estructura similar utilizada para transformar las células, dentro del
genoma de la planta o bacteria, o presente en cantidades detectables en tejidos, progenie, muestras
biologicas o productos basicos derivados de la planta o bacteria. Una molécula de ADN "aislada"
es una molécula quimica o bioquimica, independientemente de si la molécula se denomina acido
nucleico, secuencia de acido nucleico, secuencia de polinucledtido, secuencia de ADN, molécula
de acido nucleico, molécula de polinucle6tido, molécula de ADN, o similar. Una molécula
"aislada" puede proporcionar aplicabilidad industrial cuando est4 presente en una célula vegetal o
en un genoma vegetal, o cuando estd presente fuera de una célula vegetal y, por lo tanto,
proporciona y exhibe (y tiene la intencion de proporcionar y exhibir) utilidad independientemente
de donde se encuentra ubicada la molécula.

[74] Launiodn del enlace de fosfodiéster entre un extremo de un inserto (o insercion) transgénico
en el genoma de una planta y el ADN gendmico de maiz flanqueante se denomina “union”. En
otras palabras, una “union” es el punto de conexiéon o la unidon covalente de un extremo de un

inserto transgénico y el ADN genomico flanqueante. Una union se encuentra en el extremo 5' de

28

238998



la insercion transgénica y la otra se encuentra en el extremo 3' de la insercidon transgénica,
denominadas aqui union 5' y 3', respectivamente. Una "secuencia de unioén" se refiere a una
secuencia de ADN de cualquier longitud de nucledtidos consecutivos que abarca la uniéon 5' o 3'
de un evento transgénico en el genoma de la planta. Para que una "secuencia de union" sea
especifica de una unioén entre un evento transgénico y una secuencia genomica flanqueante, la
secuencia de union generalmente comprendera una cantidad suficiente de nucledtidos
consecutivos en un extremo de la insercion y una cantidad suficiente de nucle6tidos consecutivos
de la secuencia genomica flanqueante. De acuerdo con algunas formas de realizacion, una
"secuencia de union" puede comprender (i) por lo menos cinco (5) nucle6tidos consecutivos, por
lo menos diez (10) nucledtidos consecutivos, por lo menos quince (15) nucledtidos consecutivos,
por lo menos veinte (20) nucledtidos consecutivos, o por lo menos treinta (30) nucledtidos
consecutivos en un extremo de la insercion, y (ii) por lo menos cinco (5) nucleotidos consecutivos,
por lo menos diez (10) nucledtidos consecutivos, por lo menos quince (15) nucleétidos
consecutivos, por lo menos veinte (20) nucledtidos consecutivos, o por lo menos treinta (30)
nucleodtidos consecutivos de secuencia de ADN genomica flanqueante, aunque se entiende que
cualquier longitud de nucledtidos consecutivos que abarque una unidon de un evento transgénico
en el genoma de una planta puede ser una secuencia de union. El experto en la técnica puede
determinar una diversidad de secuencias de union del evento de maiz ZM_ BCS216090 usando
SEQ ID NO: 10. Ejemplos de secuencias de union del evento ZM BCS216090 se proporcionan
como SEQ ID NOs: 1-8. La FIG. 1 ilustra la disposicion fisica y las ubicaciones de las secuencias
de unidn, dispuestas de 5° a 3’ (izquierda a derecha), en relacion con SEQ ID NO: 10. Las
secuencias de union del evento ZM_BCS216090 pueden estar presentes como parte del genoma
de una planta de maiz, parte de una planta, semilla de planta o tejido o célula vegetal que contiene
el evento ZM_BCS216090, una molécula de ADN que contiene la totalidad o parte del evento
ZM BC(CS216090, o un microorganismo que contiene el evento ZM_BCS216090. La identificacion
de una o mas de las secuencias de union en una molécula de ADN o muestra de una planta, parte
de planta, semilla de planta o tejido o célula de planta indica que la planta, parte de planta, semilla
de planta o tejido o célula de planta contiene o comprende el evento ZM BCS216090, o la
molécula de ADN contiene o comprende el evento ZM_BCS216090 o se obtuvo de una planta de

maiz, parte de una planta, semilla de planta o tejido o célula vegetal que contiene o comprende el
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evento ZM BCS216090, y es diagnostico en cada caso de la presencia del evento
ZM BCS216090.

[75] Una secuencia de unién para el evento ZM_BCS216090 puede ser representada por una
secuencia del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:
4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 10. Por ejemplo, las secuencias de union pueden
ser o comprender SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
1 y SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 3y SEQID NO: 6, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 4, o SEQ
IDNO: 5y SEQID NO: 6. Las secuencias de union pueden comprender una primera o 5’ secuencia
de unioén y una segunda o 3’ secuencia de union, donde la primera o 5° secuencia de unién es o
comprende una o mas de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, y/o SEQ ID NO: 5, y donde la segunda
0 3’ secuencia de union es o comprende una o mas de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, y/o SEQ ID
NO: 6. Alternativa o adicionalmente, una primera o 5’ secuencia de union puede ser o comprender

SEQ ID NO: 7, y/o una segunda o 5’ secuencia de union puede ser o comprender SEQ ID NO: 8.

[76] Las secuencias de union descriptas en el presente documento son diagndstico de la
presencia de la totalidad o parte del evento ZM_BCS216090 y/o una molécula de ADN que
comprende la totalidad o parte del transgén codificante de miARN, construccion o casete de
expresion descriptos en el presente documento. Por lo tanto, la identificacion o deteccion, directa
o indirectamente, de una o mas de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, y SEQ ID NO: 10 en una muestra
o molécula de ADN derivada de una planta de maiz, parte de planta de maiz, semilla de maiz, o
tejido o célula de maiz, o un producto bésico de una planta de maiz, parte de planta de maiz, semilla
de maiz, o tejido o célula de maiz, es diagndstico de que la planta de maiz, parte de planta de maiz,
semilla de maiz, o tejido o célula de maiz, o un producto basico de una planta de maiz, parte de
planta de maiz, semilla de maiz, o tejido o célula de maiz tiene o comprende la totalidad o parte
del evento de maiz ZM_BCS216090. La identificacion o deteccion, directa o indirectamente, de
una secuencia de unién 5’ y una secuencia de unioén 3’ (cada una, proporcionada o descripta en el
presente documento) en una muestra o molécula de ADN derivada de una planta de maiz, parte de
planta de maiz, semilla de maiz, o tejido o célula de maiz, o un producto basico de una planta de

maiz, parte de planta de maiz, semilla de maiz, o tejido o célula de maiz, es diagnostico de que la
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planta de maiz, parte de planta de maiz, semilla de maiz, o tejido o célula de maiz, o un producto
basico de una planta de maiz, parte de planta de maiz, semilla de maiz, o tejido o célula de maiz
tiene o comprende el evento de maiz ZM_ BCS216090. La presente divulgacion, por lo tanto,
proporciona una molécula de ADN que contiene por lo menos una de las secuencias de nucleotidos
proporcionadas como SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO:5,SEQIDNO: 6, SEQID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQID NO: 9,y SEQ ID NO: 10. Cualquier
segmento de ADN derivado del evento de maiz transgénico ZM_BCS216090 que sea suficiente
para incluir por lo menos una de las secuencias proporcionadas como SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8§,
SEQ ID NO: 9, y SEQ ID NO: 10 se encuentra dentro del alcance de la presente divulgacion.
Ademés, cualquier molécula o secuencia de ADN o polinucledtido que comprenda una secuencia
complementaria a cualquiera de las secuencias descriptas en el presente documento también se

encuentra dentro del alcance de la presente divulgacion.

[77] La descripcion proporciona moléculas de ADN, polinucleétidos o acidos nucleicos, que
pueden ser de monocatenarias o bicatenarias, que pueden usarse como cebadores o sondas para
detectar la presencia de ADN que comprende la totalidad o parte del evento ZM_BCS216090 en
una muestra derivada de un planta de maiz, parte de planta de maiz, semilla de maiz o tejido o
célula de maiz, o un producto basico de una planta de maiz, parte de planta de maiz, semilla de
maiz o tejido o célula de maiz. Dichos cebadores o sondas son especificos para una secuencia de
acido nucleico, polinucledtido o ADN objetivo y, como tales, son Ttiles para la identificacion de
secuencia de 4cido nucleico, polinucle6tido o ADN del evento de maizZM BCS216090, mediante
los métodos descriptos en este documento. Un cebador o una sonda puede hibridar con una
secuencia de acido nucleico, polinucleétido o ADN objetivo para permitir la deteccion o
amplificacion especifica de una molécula o secuencia de acido nucleico, polinucledtido o ADN
que comprende, o estd unida covalentemente y asociada con la secuencia de acido nucleico,
polinucledtido o ADN objetivo. De acuerdo con las presentes formas de realizacion, los cebadores
y/o las sondas pueden seleccionarse para identificar y distinguir la deteccion de un evento
transgénico particular y no solo la presencia de un transgén en el genoma de una planta. La
molécula o secuencia de acido nucleico, polinucledtido o ADN objetivo puede comprender la

totalidad o parte del evento de maizZM_BCS216090, una secuencia de union y/o ADN gendémico
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flanqueante. Las sondas y los cebadores de acuerdo con la presente descripcion pueden tener (1)
completa o 100 % de complementariedad de secuencia (es decir, 100 % de complementariedad)
con una secuencia de ADN objetivo o (ii) incompleta complementariedad de secuencia con una
secuencia de ADN objetivo, tal como por lo menos 60 % de complementariedad, por lo menos
65 % de complementariedad, por lo menos 70 % de complementariedad, por lo menos 75 % de
complementariedad, por lo menos 80 % de complementariedad, por lo menos 85 % de
complementariedad, por lo menos 90 % de complementariedad, por lo menos 95 % de
complementariedad, o por lo menos 99 % de complementariedad con la secuencia de ADN
objetivo, siempre que la sonda o el cebador tengan suficiente complementariedad con la secuencia
de ADN objetivo para hibridarse con la secuencia de ADN objetivo en condiciones de hibridacion
rigurosas que sean adecuadas y necesarias para el uso de la sonda o el cebador en el ensayo, la
reaccion o el método de amplificacion o deteccion pertinente. Como se entiende en la técnica, el
porcentaje de complementariedad de un cebador o una sonda puede ser menor si la longitud del

cebador o la sonda es mayor, y depende de la rigurosidad y el uso.

[78] Una "sonda" es una molécula de acido nucleico que es complementaria a una hebra de
acido nucleico objetivo y es util en métodos de hibridacion. Una sonda puede estar unida a una
etiqueta detectable convencional o a una molécula reportera, por ejemplo, un isétopo radiactivo,
un fluor6foro, un ligando, un agente quimioluminiscente o una enzima. Dicha sonda es
complementaria a una hebra de un 4cido nucleico objetivo y, en el caso de la presente descripcion,
a una hebra de ADN del evento ZM BCS216090, o bien de una planta que contiene el evento
ZM_BCS216090 o de una muestra que incluye ADN del evento ZM_B(CS216090. Las sondas de
acuerdo con la presente invencion incluyen no solo acidos desoxirribonucleicos o ribonucleicos,
sino también poliamidas y otros materiales de sonda que se unen especificamente a una secuencia
de ADN objetivo y pueden usarse para detectar la presencia de esa secuencia de ADN objetivo.
Una secuencia de ADN ejemplar util como una sonda para detectar el evento de maiz
ZM_BCS216090 se proporciona como SEQ ID NO: 13 (PB50583). También se puede usar una
"sonda" para unir un ADN patréon en una muestra que comprende la totalidad o parte de una
secuencia de ADN o de nucledtidos del evento de maiz ZM_ BCS216090, para purificar el ADN
patron del resto de la muestra usando métodos o técnicas de purificacion conocidos en la técnica,

por ejemplo, si la sonda estd unida o puede estar unida a un sustrato o una particula o perla que
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puede purificarse o separarse. Dicho ADN patron puede comprender la totalidad o parte de una
secuencia de ADN o nucleodtidos del evento de maiz ZM BCS216090, o una porcion o un
fragmento de la misma, tal como una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10, o un complemento de las

mismas.

[79] Un "cebador" es una molécula de ADN o un oligonucleotido disefiado para el uso en
métodos de anelacion o hibridacion especificos que involucran una reaccion de amplificacion in
vitro. Se puede usar un par de cebadores con ADN patrén (tal como una muestra de ADN gendomico
de maiz) en una reaccion de amplificacion térmica (tal como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, conforme a sus siglas en inglés)) o cualquier otro método de amplificacion adecuado
conocido en la técnica para producir un producto de amplificacion o amplicon, donde el amplicon
producido a partir de dicha reaccion tendra una secuencia de ADN correspondiente a la secuencia
del ADN patrdn situado entre los dos sitios en los que los cebadores se hibridaron con el ADN
patron. Como se entiende en la técnica, un "producto de amplificacion" o "amplicon" es una
molécula o segmento de ADN producidos por una reaccion de amplificacion. La amplificacion o
amplificar se refiere a hacer multiples copias de una molécula o segmento de ADN objetivo a partir
de un ADN patron. También se puede usar un Unico "cebador" para iniciar una reaccion de
secuenciacion a fin de determinar una secuencia de ADN de un ADN patron de acuerdo con los
métodos de secuenciacion conocidos en la técnica. Dicha reaccion de secuenciacion puede usarse
para determinar la presencia o ausencia de una molécula de ADN o secuencia de nucleétidos, o
una porcion o un fragmento de la misma, del evento de maiz ZM BCS216090. Dicho ADN patron
puede comprender la totalidad o parte de una secuencia de ADN o de nucledtidos del evento de
maiz ZM_BCS216090, o una porcidon o un fragmento de la misma, tal como una secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9,
y SEQ ID NO: 10, o un complemento de las mismas.

[80] Las reacciones, los métodos y las técnicas de amplificacion de ADN son conocidos por los

expertos en la técnica. La amplificacion de ADN se puede lograr mediante cualquiera de los

diversos métodos de amplificacion de acidos nucleicos conocidos en la técnica, incluidos los
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métodos de amplificacion térmica e isotérmica, incluida la reaccion en cadena de la polimerasa o
PCR. Los métodos de amplificacion son conocidos en la técnica y se describen, entre otros, en las
Patentes Estadounidenses Numeros 4.683.195 y 4.683.202 y en PCR Protocols: A Guide to
Methods and Applications, ed. Innis et al., Academic Press, San Diego, 1990. Se han desarrollado
métodos de amplificacion por PCR para amplificar hasta 22 kb (kilobase) de ADN genomico y
hasta 42 kb de ADN de bacteriéfago (Cheng et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 91: 5695-5699,
1994). Estos métodos, asi como otros métodos conocidos en la técnica de amplificacion de ADN,
pueden usarse en la puesta en practica de la presente invencion. Los ejemplos de métodos de
amplificacion de ADN incluyen PCR, amplificacion de la polimerasa de recombinasa (RPA, por
sus siglas en inglés) (ver, por ejemplo, la Patente de EE. UU. Nro. 7.485.428), amplificacion por
desplazamiento de hebra (SDA, por sus siglas en inglés) (ver, por ejemplo, las Patentes de EE.
UU. Nros. 5.455.166 y 5.470.723), amplificacion mediada por transcripcion (TMA, por sus siglas
en inglés) (ver, por ejemplo, Guatelli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:1874—1878, 1990),
amplificacion circular en rodamiento (RCA, por sus siglas en inglés) (ver, por ejemplo, Fire and
Xu, Proc. Natl. Acad Sci. USA 92:4641-4645,1995; Lui, et al., J. Am. Chem. Soc. 118:1587-1594,
1996; Lizardi, et al., Nature Genetics 19:225-232, 1998; Patentes Estadounidenses Nros.
5.714.320 y 6.235.502), amplificacion dependiente de la helicasa (HDA, por sus siglas en inglés)
(ver, por ejemplo, Vincent et al., EMBO Reports 5 (8): 795-800, 2004; Patente Estadounidense
Nro. 7.282.328), y amplificacion de desplazamiento multiple (MDA, por sus siglas en inglés) (ver,
por ejemplo, Dean et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 99: 5261-5266, 2002). Una secuencia del
inserto de ADN heterdlogo y/o secuencia de ADN gendmico flanqueante del evento de maiz
ZM BCS216090 puede verificarse o evaluarse amplificando dichas moléculas de ADN de
semillas de maiz que contienen ADN del evento ZM_BCS216090 o plantas de maiz cultivadas a
partir de semillas de maiz que contienen ADN del evento ZM_BCS216090, utilizando cebadores
derivados de las secuencias proporcionadas en este documento, seguido de secuenciacion de ADN

estandar del amplicén de PCR o un fragmento de ADN clonado del mismo.

[81] De acuerdo con las presentes formas de realizacion, la secuencia de un amplicon de una
reaccion de amplificacion puede comprender una o mas de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 9, y SEQ ID NO: 10, o un fragmento de las mismas. De acuerdo con las presentes formas
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de realizacion, la secuencia de un amplicon comprende por lo menos una secuencia de union o dos
secuencias de unidn, tal como una secuencia de unién 5’ y/o una secuencia de unioén 3’ para el

evento de maiz ZM_BCS216090.

[82] Tipicamente, un cebador esta disefiado para hibridar de una manera especifica de secuencia
con una hebra de ADN objetivo complementaria para formar un hibrido entre el cebador y la hebra
de ADN objetivo, y el cebador hibridado o unido a la hebra de ADN objetivo complementaria es
un punto de reconocimiento para que una polimerasa comience la extension del cebador (es decir,
la polimerizacion de nucledtidos adicionales en una molécula de nucledtido en alargamiento)
utilizando como patron la hebra de ADN diana. Los pares de cebadores se refieren al uso de dos
cebadores que se unen a hebras opuestas de un segmento de ADN o polinucleétido de doble hebra
con el fin de amplificar el segmento de ADN o polinucleétido entre las posiciones objetivo para la
union de los cebadores individuales del par de cebadores al ADN patron original o un amplicon
de la reaccion de amplificacion, tipicamente, en una reaccion de amplificacion de ciclos térmicos
u otro método convencional de amplificacion de ADN. Los pares de cebadores generalmente se
disefian para hibridar con diferentes posiciones objetivo cercanas de una molécula de ADN patréon
en hebras opuestas de la molécula de ADN patron, de modo que la region o secuencia intermedia
entre los dos cebadores se pueda amplificar especificamente para el uso o la deteccion a través de

multiples rondas de amplificacion.

[83] A fin de detectar la presencia o ausencia del evento de maiz ZM BCS216090, las
posiciones objetivo y/o la region o secuencia intermedia de una molécula de ADN patrén pueden
comprender al menos una secuencia de unioén y/o al menos una porcion del inserto del evento de
maiz ZM_BCS216090. Para detectar la ausencia del evento de maiz ZM_ BCS216090, las
posiciones objetivo y/o la region o secuencia intermedia de una molécula de ADN patron pueden
comprender ADN gendmico de maiz que no incluye una secuencia de union o cualquier porcion
del inserto del evento de maiz ZM BCS216090. Por lo tanto, la presencia o ausencia de un
amplicon con un par de cebadores puede ser un diagndstico de la presencia o ausencia,
respectivamente, del evento de maiz ZM_BCS216090 en una molécula o muestra de ADN, o
viceversa. Esto también puede ser posible con més de un par de cebadores. Por ejemplo, un primer
par de cebadores puede producir un primer amplicon si el evento de maiz ZM BCS216090 esta

presente, y un segundo par de cebadores puede producir un segundo amplicon si el evento de maiz
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ZM_BCS216090 esta ausente o no esta presente. Alternativamente, el tamafio de un amplicon
producido en una reaccion de amplificacion también puede ser un diagndstico de la presencia o
ausencia del evento de maiz ZM_BCS216090 en una molécula o muestra de ADN —por ejemplo,
un par de cebadores puede producir un primer amplicén de un primer tamaiio si el evento de maiz
ZM_BCS216090 esta presente, o un segundo amplicon de un segundo tamatio, si el evento de maiz
ZM BCS216090 esta ausente y no presente; o un primer par de cebadores puede producir un
primer amplicon de un primer tamafio si el evento de maiz ZM_BCS216090 esta presente, y un
segundo par de cebadores puede producir un segundo amplicon de un segundo tamatio si el evento
de maiz ZM_ BCS216090 esté ausente o no esta presente. De acuerdo con algunas de estas formas
de realizacion, se pueden usar al menos dos pares de cebadores en los que al menos uno de los
pares de cebadores se usa como control interno y no estd asociado con el evento de maiz

ZM_BCS216090.

[84] De acuerdo con las presentes formas de realizacion, un par de cebadores para detectar la
presencia de la totalidad o parte del evento de maiz ZM_ BCS216090 en una molécula o muestra
de ADN comprende un primer cebador y un segundo cebador, donde el primer cebador es
complementario a una secuencia de ADN gendmico flanqueante 5', y el segundo cebador es
complementario a una secuencia dentro del inserto transgénico; o donde el primer cebador es
complementario a una secuencia de ADN gendémico flanqueante en 5', y el segundo cebador es
complementario a una secuencia de ADN gendémico flanqueante 3'; o donde el primer cebador es
complementario a una secuencia de ADN gendmico flanqueante 3', y el segundo cebador es
complementario a una secuencia de ADN gendémico flanqueante 5'; o donde el primer cebador es
complementario a una secuencia dentro del inserto transgénico y el segundo cebador es
complementario a una secuencia de ADN gendémico flanqueante 3'; o donde el primer cebador es
complementario a una secuencia dentro del inserto transgénico, y el segundo cebador es
complementario a una secuencia de ADN gendémico flanqueante 5'; o donde el primer cebador es
complementario a una secuencia de ADN genomico flanqueante 3', y el segundo cebador es
complementario a una secuencia dentro del inserto transgénico. Cada referencia en este parrafo a
un cebador complementario a una secuencia de ADN genomico flanqueante 5', una secuencia de
ADN genoémico flanqueante 3' o una secuencia dentro del inserto transgénico del evento de maiz

ZM BCS216090 también tiene la intencion de incluir potencialmente un cebador complementario
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al complemento inverso o la hebra opuesta de la respectiva secuencia de ADN gendmico
flanqueante 5', secuencia de ADN gendmico flanqueante 3', o secuencia dentro del inserto

transgénico del evento de maiz ZM_BCS216090.

[85] Se proporcionan ejemplos de moléculas de ADN utiles como cebadores como SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15. El par de cebadores SEQ ID NO: 11y
SEQ ID NO: 12 puede ser util como una primera molécula de ADN o cebador y una segunda
molécula de ADN o cebador, donde cada cebador tiene suficiente longitud de nucledtidos
consecutivos de SEQ ID NO: 10 o una secuencia complementaria a SEQ ID NO: 10 para funcionar
como cebadores de ADN que, cuando se usan juntos en una reaccion de amplificacion con ADN
patron derivado del evento de maiz ZM_BCS216090, hibridan con hebras opuestas del ADN
patron y producen un amplicon diagnostico del ADN del evento de maiz ZM_BCS216090 en una
muestra. El par de cebadores SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15 son ttiles como una primera
molécula de ADN o cebador y una segunda molécula de ADN o cebador, donde cada cebador tiene
una longitud suficiente de nucledtidos consecutivos de un locus dentro del genoma del maiz para
funcionar como cebadores de ADN que, cuando se usan juntos en una reaccion de amplificacion
térmica con ADN patron derivado del evento de maiz ZM_BCS216090, producen un amplicon
que sirve como control interno tanto para el diagnostico del evento de maizZM_BCS216090 como

para la cigosidad del ADN del evento de maiz ZM_ BCS216090 en una muestra.

[86] Las sondas de ADN y los cebadores de ADN tienen generalmente once (11)
polinucleotidos o mas de longitud y, a menudo, dieciocho (18) polinucle6tidos o mas, veintiun
(21) polinucleotidos o mas, veinticuatro (24) polinucledtidos o mas, o treinta (30) polinucleétidos
o mas de longitud. Dichas sondas y cebadores se seleccionan de modo de tener suficiente longitud
y complementariedad de secuencia con una secuencia objetivo para hibridar especificamente con
la secuencia objetivo en condiciones de hibridacién de alta rigurosidad. Preferentemente, las
sondas y los cebadores de acuerdo con la presente descripcion tienen una completa
complementariedad de secuencia o identidad con la secuencia objetivo, aunque las sondas y los
cebadores que difieren de la secuencia objetivo en términos de identidad o complementariedad
pero conservan la capacidad de hibridarse con la secuencia objetivo pueden disefiarse mediante

métodos convencionales.
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[87] Las sondas de 4cido nucleico y los cebadores de la presente descripcion se hibridan en
condiciones rigurosas con una molécula de ADN objetivo. Puede usarse cualquier método
convencional de hibridaciéon o amplificacion de 4cidos nucleicos para detectar o identificar la
presencia de un ADN objetivo de una planta transgénica en una muestra. Las moléculas de acido
polinucleico o ADN, también denominadas segmentos de ADN o 4cido nucleico, o fragmentos de
los mismos, son capaces de hibridarse especificamente con otras moléculas de acido nucleico o

ADN complementarias en determinadas circunstancias.

[88] Como se usa en el presente documento, se dice que dos moléculas de acido polinucleico
son capaces de hibridarse especificamente entre si, si las dos moléculas son capaces de formar una
estructura de acido nucleico bicatenaria antiparalela. Se dice que una molécula de acido nucleico
es el "complemento" de otra molécula de acido nucleico si estas presentan una complementariedad
completa. Como se usa en el presente documento, se dice que las moléculas de acido nucleico
exhiben "complementariedad completa" y son "completamente complementarias" cuando cada
nucledtido de una de las moléculas es complementario a un nucleoétido de la otra, en el orden de
sus respectivas secuencias. Se dice que dos moléculas son "minimamente complementarias" si
pueden hibridar entre si con suficiente estabilidad para permitirles permanecer aneladas entre si al
menos en condiciones convencionales de "baja rigurosidad". De manera similar, se dice que las
moléculas son "complementarias" si pueden hibridar entre si con suficiente estabilidad para
permitirles permanecer aneladas entre si en condiciones convencionales de "alta rigurosidad". Las
condiciones de rigurosidad convencionales estan descriptas por Sambrook et al., 1989, y por
Haymes et al., en: Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington, DC
(1985). Por lo tanto, se permiten desviaciones de la complementariedad completa, siempre que
tales desviaciones no excluyan por completo la capacidad de las moléculas para formar una
estructura bicatenaria. Para que una molécula de acido nucleico sirva como cebador o sonda, solo
necesita ser suficientemente complementaria en términos de secuencia para poder formar una
estructura bicatenaria estable bajo las concentraciones particulares de solvente y sal y otras

condiciones empleadas.

[89] Como se usa en el presente documento, una secuencia sustancialmente homologa en

relacion con una secuencia de acido nucleico de referencia es una secuencia de 4acido nucleico que
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se hibridara especificamente con el complemento de la secuencia de acido nucleico de referencia

con la que se compara en condiciones de alta rigurosidad.

[90] Las condiciones de rigurosidad apropiadas que promueven la hibridacion del ADN, por
ejemplo, 6,0 x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a alrededor de 45°C, seguido de un lavado
de 2,0 x SSC a 50°C, son conocidas por los expertos en la técnica, o se puede encontrar en Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Por ejemplo, la
concentracion de sal en la etapa de lavado se puede seleccionar desde una rigurosidad baja de
alrededor de 2,0 x SSC a 50°C hasta una rigurosidad alta de alrededor de 0,2 x SSC a 50°C.
Ademés, la temperatura en la etapa de lavado se puede aumentar desde condiciones de baja
rigurosidad a temperatura ambiente, alrededor de 22°C, hasta condiciones de alta rigurosidad a
alrededor de 65°C. Tanto la temperatura como la sal pueden variarse, o la temperatura o la
concentracion de sal pueden mantenerse constantes mientras se cambia la otra variable. En algunas
formas de realizacion, un acido polinucleico de la presente descripcion, tal como un cebador o una
sonda, se hibridara especificamente con una o mas de las secuencias de moléculas de acido
nucleico establecidas en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10, o sus
complementos o fragmentos, en condiciones moderadamente rigurosas, por ejemplo a alrededor
de 2,0 x SSC y alrededor de 65°C. En algunas formas de realizacion, un acido nucleico de la
presente descripcion, tal como un cebador o una sonda, se hibridard especificamente con una o
mas de las secuencias de moléculas de acido nucleico establecidas en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO : 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10, o sus complementos o fragmentos, en condiciones de alta
rigurosidad. En un aspecto de la presente invencion, una molécula de acido nucleico preferida de
la presente divulgacion tiene o comprende la secuencia de acido nucleico establecida en una o mas
de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 7, o SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, y/o SEQ ID NO: 10, o sus complementos o
fragmentos. La hibridacion de una molécula de 4acido nucleico, tal como un cebador o una sonda,
con una molécula de ADN objetivo puede detectarse mediante varios métodos conocidos por los
expertos en la técnica, que pueden incluir, entre otros, etiquetas fluorescentes, etiquetas

radiactivas, etiquetas a base de anticuerpos y etiquetas quimioluminiscentes.
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[91] Con respecto a la amplificacion de una secuencia de acido nucleico objetivo (p. e€j.,
mediante PCR) utilizando un par de cebadores de amplificacion particular, las "condiciones
rigurosas" son condiciones que permiten que el par de cebadores se hibride solo con la secuencia
de acido nucleico objetivo a la que un cebador que tiene la secuencia correspondiente (o su
complemento) se uniria y preferentemente para producir un producto de amplificacion tnico, el

amplicon, en una reaccion de amplificacion térmica de ADN.

[92] El término "especifico para (una secuencia objetivo)" indica que una sonda o un cebador
hibrida en condiciones de hibridacion rigurosas solo con la secuencia objetivo en una muestra que

comprende la secuencia objetivo

[93] Como se usa en el presente documento, "ADN amplificado" o "amplicon" se refiere al
producto de 4cido nucleico o ADN de una reaccién o de un método de amplificacion de acido
polinucleico o ADN como se describe aun mas en el presente documento, que se dirige a una
molécula de ADN o 4cido polinucleico objetivo que es parte de una molécula de ADN o acido
polinucleico patron. Por ejemplo, para determinar si una planta de maiz, etc., resultante de un cruce
sexual de dos progenitores contiene ADN gendmico de planta transgénica de una planta de maiz
que comprende el evento ZM_BCS216090 de la presente descripcion, el ADN puede extraerse de
una muestra de tejido de planta de maiz y someterse a una reaccion o un método de amplificacion
que utiliza un par de cebadores que es especifico para una secuencia objetivo que estd asociada de
forma tUnica o es parte del evento ZM_BCS216090, tal como, por ejemplo, un primer cebador
derivado de una secuencia de ADN genomico en la regiéon que flanquea el ADN heterdlogo
insertado del evento ZM_BCS216090 que es alargado por la polimerasa de 5" a 3" en la direccion
del ADN insertado, y un segundo cebador derivado de la molécula de ADN insertada heter6loga
que es alargada por la polimerasa de 5" a 3" en la direcciéon del ADN gendmico flanqueante del
que se deriva el primer cebador. El amplicoén puede variar en longitud desde la longitud combinada
del par de cebadores mas un par de bases de nucleotidos, o mas alrededor de cincuenta pares de
bases de nucleotidos, o mas alrededor de doscientos cincuenta pares de bases de nucledtidos, o
mas alrededor de cuatrocientos cincuenta pares de bases de nucleotidos o mas, de acuerdo con la
longitud de la secuencia de acido polinucleico, polinucledtido o ADN intermedia entre las dos
secuencias objetivo de cebador en la molécula patron de dcido polinucleico, polinucledtido o ADN.

Alternativamente, se puede derivar un par de cebadores de la secuencia gendmica en ambos lados
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del ADN heterologo insertado para producir un amplicon que incluye la secuencia de
polinucleodtido de insercion entera (p. e€j., un cebador delantero aislado de la porcion gendémica en
el extremo 5'de SEQ ID NO: 10 y un cebador inverso aislado de la porcion gendmica en el extremo
3" de SEQ ID NO: 10 que amplifica una molécula de ADN que comprende la secuencia de ADN
insertada (SEQ ID NO: 9) identificada aqui en el genoma del evento ZM_ BCS216090). Un
miembro de un par de cebadores derivado de la secuencia gendmica de la planta adyacente al ADN
transgénico insertado esta ubicado a una distancia de la secuencia de ADN insertada, donde esta
distancia puede variar desde un par de bases de nucledtidos hasta alrededor de veinte mil pares de
bases de nucledtidos. El uso del término "amplicon" excluye especificamente los dimeros de

cebadores que pueden formarse en una reaccion de amplificacion de ADN.

[94] A efectos practicos, se deben disefiar cebadores que produzcan amplicones de un rango de
tamafio limitado, por ejemplo, entre 100 y 1000 bases. Los amplicones de tamafio mas pequefio
(longitud de polinucledtido mas corta) en general se producen de manera mas confiable en las
reacciones de amplificacion térmica, permiten tiempos de ciclo mas cortos y se pueden separar y
visualizar facilmente en geles de agarosa o adaptarse para el uso en ensayos de criterios de
valoracion tipo TagMan®. Los amplicones mas pequeios pueden producirse y detectarse mediante
métodos conocidos en la técnica de deteccion de amplicones de ADN. Ademas, los amplicones
producidos utilizando los pares de cebadores pueden clonarse en vectores, propagarse, aislarse y
secuenciarse, o pueden secuenciarse directamente con métodos bien establecidos en la técnica.
Cualquier par de cebadores de cebadores delanteros e inversos, que pueden ser idénticos o
complementarios a parte de SEQ ID NO: 10, tal como una combinacion apropiada de SEQ ID
NOs: 11,12, 14y 15, que es util en un método de amplificacion de ADN para producir un amplicon
diagnostico del evento ZM_BCS216090 o su progenie es un aspecto de la divulgacién. Cualquier
molécula de cebador de polinucledtido de ADN aislada tnica que comprenda al menos 15
nucledtidos contiguos de SEQ ID NO: 10, o su complemento que sea tutil en un método de
amplificacion de ADN para producir un amplicén diagnostico del evento ZM_BCS216090 o su
progenie es un aspecto de la descripcion. Cualquier molécula de cebador de polinucledtido de
ADN aislada unica que comprenda al menos 15 nucleoétidos contiguos de SEQ ID NO: 12, o su
complemento que sea 1util en un método de amplificacion de ADN para producir un amplicén

diagnostico de plantas que comprenden el evento ZM_BCS216090 o su progenie es un aspecto de
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la divulgacion. Cualquier molécula de cebador de polinucledtido de ADN aislada unica que
comprenda al menos 15 nucledtidos contiguos de SEQ ID NO: 9, o su complemento que sea util
en un método de amplificacion de ADN para producir un amplicon diagnostico del evento

ZM_BCS216090 o su progenie es un aspecto de la divulgacion.

[95] Un amplicén de diagnostico producido mediante los métodos descriptos en el presente
documento puede detectarse mediante una pluralidad de técnicas conocidas en la técnica, tales
como secuenciacion, mapeo de restriccion, analisis Northern, analisis Southern, o cualquier otro
enfoque o técnica adecuados sobre la base de hibridacion, transferencia, polimerizaciéon y/o
amplificacion de ADN o polinucledtido. Un método es el andlisis de bits genéticos (Nikiforov et
al., Nucleic Acid Res. 22: 41674175, 1994), en el que se disefia un oligonucleotido de ADN que
se superpone tanto a la secuencia de ADN gendmico flanqueante adyacente como a la secuencia
de ADN insertada, es decir, una secuencia de union. El oligonucledtido se inmoviliza en pocillos
de una placa de microtitulacion. Después de la PCR de la region de interés (usando, por ejemplo,
un cebador en la secuencia insertada, y uno en la secuencia genémica flanqueante adyacente), un
producto de PCR monocatenario se puede hibridar con el oligonucledtido inmovilizado y servir
como un patrdn para una reaccion de extension de una sola base usando una polimerasa de ADN
y trifosfatos de didesoxinucledtido marcados (ddNTP) especificos para la siguiente base esperada.
La lectura puede ser fluorescente o sobre la base de ELISA. Una sefial indica la presencia del
transgén/secuencia de union gendomica debido a una amplificacion, hibridacion y extension de una

sola base exitosas.

[96] Otro método es la técnica de pirosecuenciacion descripta por Winge (Innov. Pharma. Tech.
00:18-24, 2000). En este método, se disefia un oligonucledtido que se superpone al ADN
gendmico adyacente y la unién de ADN de insercion. El oligonucle6tido se hibrida con el producto
de PCR monocatenario de la region de interés (un cebador en la secuencia insertada, y otro en la
secuencia genomica flanqueante), y se incuba en presencia de una ADN polimerasa, ATP,
sulfurilasa, luciferasa, apirasa, adenosina 5' fosfosulfato y luciferina. Los DNTP se agregan
individualmente, y la incorporacion produce una sefial luminosa, que se mide. Una sefial luminosa
indica la presencia del transgén/secuencia gendmica debido a la exitosa amplificacion, hibridacion

y extension de base Gnica o multiple.
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[97] La polarizacion de fluorescencia segun lo descripto por Chen et al. (Genome Res. 9: 492—
498, 1999) es un método que puede usarse para detectar el amplicon de la presente invencion.
Usando este método, se disefia un oligonucleotido que se superpone con la union de ADN insertado
y flanqueante gendmico. El oligonucledtido se hibrida con el producto PCR monocatenario de la
region de interés (un cebador en el ADN insertado, y otro en la secuencia de ADN gendomico
flanqueante) y se incuba en presencia de una ADN polimerasa y un ddNTP marcado con
fluorescencia. La extension de base Unica da como resultado la incorporacion del ddNTP. La
incorporacion se puede medir como un cambio en la polarizacion utilizando un fluorimetro. Un
cambio en la polarizacion indica la presencia del transgén/secuencia genémica debido a la exitosa

amplificacion, hibridacion y extension de una sola base.

[98] Lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real es la capacidad de monitorear
el progreso de la PCR a medida que ocurre (es decir, en tiempo real). Los datos se recopilan a lo
largo del proceso de PCR, en lugar de al final de la PCR. En la PCR en tiempo real, las reacciones
se caracterizan por el punto de tiempo durante el ciclo cuando se detecta por primera vez la
amplificacion de un objetivo, en lugar de la cantidad de objetivo acumulada después de un ntimero
fijo de ciclos. En un ensayo de PCR en tiempo real, se detecta una reaccion positiva mediante la
acumulacion de una sefal fluorescente. Cuanto mayor sea el nimero de copias iniciales del
objetivo de 4cido nucleico, antes se observara un aumento significativo de la fluorescencia. El
umbral de ciclo (valor Ct) se define como el niumero de ciclos necesarios para que la sefial
fluorescente cruce el umbral (es decir, exceda el nivel de fondo). Los niveles de Ct son
inversamente proporcionales a la cantidad de acido nucleico objetivo en la muestra (es decir,

cuanto menor sea el valor de Ct, mayor sera la cantidad de acido nucleico objetivo en la muestra).

[99] Tagman® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) se describe como un método para
detectar y cuantificar la presencia de una secuencia de ADN mediante PCR en tiempo real y se
comprende completamente en las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Brevemente, se
disefa una sonda de oligonucleotidos FRET que se superpone con la unién de ADN de insercion
flanqueante gendmica. La sonda FRET y los cebadores de PCR (un cebador en la secuencia de
ADN de insercion y otro en la secuencia gendmica flanqueante) se ciclan en presencia de una
polimerasa termoestable y dNTP. La hibridacion de la sonda FRET da como resultado la escision

y la liberacion del resto fluorescente para alejarse del resto de apagado en la sonda FRET. Una
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sefal fluorescente indica la presencia del transgén/secuencia genomica debido a una amplificacion

e hibridacion satisfactorias.

[100] Se han descripto balizas moleculares para el uso en la deteccion de secuencias como se
describe en Tyangi et al. (Nature Biotech. 14: 303-308, 1996). Brevemente, se disefia una sonda
de oligonucledtidos FRET que se superpone a la unién de ADN de insercion flanqueante
genomico. La estructura tinica de la sonda FRET hace que contenga una estructura secundaria que
mantiene los restos fluorescente y de apagado muy cerca. La sonda FRET y los cebadores de PCR
(un cebador en la secuencia de ADN de insercion, y otro, en la secuencia gendmica flanqueante)
se ciclan en presencia de una polimerasa termoestable y dNTP. Luego de una amplificacion por
PCR exitosa, la hibridacion de la sonda FRET con la secuencia objetivo produce la eliminacion de
la estructura secundaria de la sonda y la separacion espacial de los restos fluorescente y de
apagado. Se produce una sefal fluorescente. Una sefal fluorescente indica la presencia de la

secuencia de insercion de transgén/flanqueante debido a una amplificacion e hibridacion exitosas.

[101] Se pueden utilizar otros métodos de deteccion conocidos en la técnica. Por ejemplo, la
microfluidica (véase, por ejemplo, la Publicacion de Patente de EE. UU. Nro. 2006/068398; la
Patente de EE. UU. Nro. 6.544.734) proporciona métodos y dispositivos que pueden usarse para
separar y amplificar muestras o moléculas de ADN. Los tintes dpticos se pueden usar para detectar
y medir moléculas de ADN especificas (ver, por ejemplo, WO/05017181). Entonces pueden
detectarse dispositivos de nanotubos (ver, por ejemplo, W0O/06024023) que comprenden un sensor
electrénico para la deteccion de moléculas de ADN o nanoesferas que se unen a moléculas de

ADN especificas.

[102] Los equipos de deteccion de ADN que se sustentan en métodos de amplificacion de ADN
contienen moléculas cebadoras de ADN que hibridan especificamente con un ADN objetivo y
amplifican un amplicon de diagnostico en las condiciones de reaccion apropiadas. El equipo puede
proporcionar un método de deteccion sobre la base de gel de agarosa o cualquier nimero de
métodos para detectar el amplicon de diagndstico que se conocen en la técnica. Los equipos de
deteccion de ADN se pueden desarrollar utilizando las composiciones descriptas en el presente
documento y son utiles para la identificacion del ADN del evento ZM BCS216090 de maiz en
una muestra, y se pueden aplicar a métodos para cultivar plantas de maiz que contienen ADN del

evento ZM_ BCS216090. Un equipo que contiene cebadores de ADN que son homologos o
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complementarios a cualquier porcion de la region gendmica de maiz como se establece en SEQ
ID NO: 10 y a cualquier porcién del ADN transgénico insertado como se establece en SEQ ID NO:
9 es un objeto de la invencion. Las moléculas de ADN pueden usarse en métodos de amplificacion
de ADN (PCR) o como sondas en métodos de hibridacion de acidos polinucleicos, es decir, analisis
Southern, andlisis Northern, etc. Los equipos de la invencion también pueden comprender
opcionalmente reactivos o instrucciones para realizar las reacciones de deteccion o diagnostico

descriptas en este documento.

[103] Las sondas y los cebadores que se proporcionan en este documento pueden tener una
identidad de secuencia completa con la secuencia objetivo, aunque los cebadores y las sondas que
difieren de la secuencia objetivo que conservan la capacidad de hibridarse preferentemente con las
secuencias objetivo pueden disefiarse mediante métodos convencionales. Para que una molécula
de 4cido nucleico sirva como cebador o sonda, solo necesita ser lo suficientemente complementaria
en la secuencia para poder formar una estructura de doble hebra estable bajo las concentraciones
particulares de solvente y sal empleadas. Cualquier método convencional de hibridacion o
amplificacion de acidos nucleicos puede usarse para identificar la presencia de ADN transgénico

del evento de maiz ZM_ BCS216090 en una muestra.

[104] Se puede utilizar cualquier nimero de métodos bien conocidos por los expertos en la
técnica para aislar y manipular una molécula de ADN, o un fragmento de la misma, descriptos en
el presente documento, incluidos los métodos de aislamiento o amplificacion térmica o PCR de
ADN. Dicha molécula o fragmento de ADN puede insertarse o colocarse en cualquier vector o
plasmido adecuado, o puede combinarse con otros elementos, secuencias o fragmentos utilizando

técnicas moleculares o recombinantes.

[105] Por lo tanto, las moléculas de ADN y las secuencias de nucledtidos correspondientes
proporcionadas en este documento son ttiles, entre otras cosas, para identificar el evento de maiz
ZM BCS216090, detectar la presencia de ADN derivado del evento de maiz transgénico
ZM BCS216090 en una muestra, y monitorear las muestras para determinar la presencia y/o
ausencia del evento de maiz ZM_BCS216090 o partes de plantas derivadas de plantas de maiz que

comprenden el evento ZM_BCS216090.
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[106] La referencia en el presente documento a "maiz" en general pretende incluir plantas de
maiz, células de plantas de maiz, tejidos de plantas de maiz, semillas de maiz, partes de plantas de
maiz, plantas de progenie de maiz y/o productos basicos de maiz, segun el contexto de uso en la
presente solicitud, a menos que se disponga lo contrario. La presente divulgacion proporciona
plantas de maiz, células de plantas de maiz, tejidos de plantas de maiz, semillas de maiz, partes de
plantas de maiz (tales como polen, 6vulo, seda, espiga, antera, mazorca, tejido de raiz, tejido de
tallo, tejido de hoja), plantas de progenie de maiz, y productos basicos de maiz. Estas plantas de
maiz, células de plantas de maiz, tejidos de plantas de maiz, semillas de maiz, partes de plantas de
maiz, plantas de progenie de maiz y productos basicos de maiz contienen una cantidad detectable
de un polinucledtido o molécula o secuencia de ADN que comprende al menos una secuencia de
uniodn y/o secuencia de insercion heterdloga del evento de maiz ZM_ BCS216090, tal como una
molécula o secuencia de ADN o polinucledtido que tiene o comprende al menos una de las
secuencias proporcionadas como SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, y SEQ ID NO: 10.

[107] Lainvencion proporciona plantas de maiz, células de plantas de maiz, tejidos de plantas de
maiz, semillas de maiz, partes de plantas de maiz (tales como polen, dvulo, seda, espiga, antera,
mazorca, tejido de raiz, tejido de tallo, tejido de hoja), plantas de progenie de maiz o productos
basicos de maiz que contienen o comprenden ADN de ZM_B(CS216090 o se derivan de una planta
de maiz transgénica, una célula de planta de maiz, un tejido de planta de maiz, una semilla de maiz,
una parte de una planta de maiz, una planta de progenie de maiz o un producto basico de maiz que
contiene o comprende ADN del evento ZM_BCS216090. Una muestra representativa de semilla
de maiz que contiene ADN del evento ZM BCS216090 ha sido depositada de acuerdo con el
Tratado de Budapest con la Coleccién Estadounidense de Cultivos Tipo (ATCC®). El deposito de
la ATCC ha asignado la Designacion de Deposito de Patente PTA-127050 a la semilla que
contiene ADN del evento ZM_BCS216090.

[108] La presente descripcion proporciona ademds un microorganismo, tal como una célula
bacteriana o fingica, que comprende una molécula de ADN que tiene al menos una secuencia
seleccionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10, que puede estar
presente en su genoma. Se pretende que un microorganismo incluya cualquier célula u organismo
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microscopico, o bien procariota, eucariota o de otro tipo, que contenga ADN dentro de un genoma
o cromosoma o una estructura de ADN extracromosomica, tal como un plasmido o un vector, en
dicha célula microscopica. Las células o los organismos microscopicos incluyen bacterias
(procariotas) y células correspondientes a formas de vida superiores (eucariotas) que estan por
debajo del alcance visual del ser humano promedio. Un ejemplo de dicho microorganismo es una
célula vegetal transgénica. Los microorganismos, tales como una célula vegetal de la presente
divulgacion, son tutiles en muchas aplicaciones industriales, que incluyen, sin limitacion: (i) uso
como herramienta de investigacion para investigacion cientifica o investigacion industrial; (ii) el
uso en cultivo para producir productos de carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos o proteinas,
endogenos o recombinantes, o moléculas pequefias que puedan usarse para investigaciones
cientificas posteriores o como productos industriales; y (iii) uso con técnicas modernas de cultivo
de tejidos de plantas para producir plantas transgénicas, partes de plantas, 6rganos de plantas o
cultivos de tejidos de plantas que luego pueden usarse para investigacion o produccion agricola.
La produccion y el uso de microorganismos, tales como las células vegetales transgénicas, utiliza
técnicas microbioldgicas modernas y la intervencion humana para producir un microorganismo
unico creado por el hombre. En este proceso, el ADN recombinante se inserta en el genoma de una
célula vegetal para crear una célula vegetal transgénica que es distinta y Unica de las células
vegetales naturales. Esta célula de planta transgénica puede entonces cultivarse de forma muy
similar a las células de bacterias y levaduras utilizando técnicas modernas de microbiologia, y
puede existir en un estado unicelular indiferenciado. La nueva composicion genética y fenotipo de
la célula vegetal transgénica es un efecto técnico creado por la integracion o insercion del ADN
heterdlogo en el genoma de la célula. Otro aspecto de la presente divulgacion es un método de uso
de un microorganismo proporcionado en el presente documento. Los métodos de uso de
microorganismos de la presente descripcion, tales como células vegetales transgénicas, incluyen
(1) métodos para producir células transgénicas integrando ADN recombinante en el genoma de la
célula y luego usando esta c€lula para derivar células adicionales que posean el mismo ADN
heter6logo; (ii) métodos de cultivo de células que contienen ADN recombinante utilizando
técnicas modernas de microbiologia; (ii1) métodos para producir y purificar productos de
carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos o proteinas endogenos o recombinantes a partir de células

cultivadas; y (iv) métodos de uso de técnicas modernas de cultivo de tejidos de plantas con células
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de plantas transgénicas para producir plantas transgénicas o cultivos de tejidos de plantas

transgénicas.

[109] Las plantas de maiz de la presente divulgacion pueden transmitir el ADN del evento
ZM BC(CS216090, incluido el transgén insertado como parte del evento de maiz ZM_BCS216090,
a la progenie o descendencia. Dicha progenie puede incluir cualquier planta de maiz, célula
vegetal, semilla, gameto y/o parte de planta regenerable que contenga o comprenda el ADN del
evento ZM_BCS216090 heredado o derivado de plantas de maiz parentales o ancestrales, al menos
una de los cuales comprende una molécula de ADN que tiene o comprende al menos una secuencia
seleccionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10. Las plantas de
maiz, la progenie y las semillas pueden ser homocigotas o heterocigotas para el evento
ZM BCS216090 y el transgén del evento ZM_BCS216090. La progenie puede cultivarse a partir
de semillas producidas por una planta de maiz que comprende o contiene el evento
ZM_BCS216090 y/o a partir de semillas producidas por una planta fertilizada con polen de una
planta de maiz que comprende o contiene el evento ZM_BCS216090 (es decir, fertilizada con

polen que comprende o contiene el evento ZM_BCS216090).

[110] Se proporcionan métodos para producir plantas y semillas de maiz que contienen o
comprenden el evento de maiz ZM_BCS216090. Las plantas de maiz se pueden cultivar utilizando
cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, las descripciones de los métodos de cultivo
que se usan comunmente se pueden encontrar en W. R. Fehr, en Breeding Methods for Cultivar
Development, Wilcox J. ed., American Society of Agronomy, Madison. WI (1987). Las plantas de
maiz o las plantas de progenie que contienen o comprenden el evento de maiz ZM_BCS216090
pueden autopolinizarse (también conocido como "autofecundacion") para generar una linea de
reproduccion genuina de plantas de maiz, es decir, plantas de maiz homocigotas para el transgén
y el evento ZM_BCS216090. La autofecundacién puede dar como resultado una progenie
conocida como "endogamica" que se puede usar para producir lineas endogamicas de maiz que

son genéticamente uniformes.

[111] Alternativamente, las plantas de maiz o las plantas de progenie que contienen o
comprenden el evento de maiz ZM_BCS216090 pueden cruzarse o polinizarse de forma cruzada

(también conocido como "cruzamiento"), por ejemplo, cultivarse con otra planta que tenga un
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germoplasma o genotipo diferente, para producir un semilla o planta varietal o hibrida que puede
ser homocigota o heterocigota para el transgén y el evento ZM_BCS216090 segln si la otra planta
parental también comprende o contiene el transgén y el evento ZM BCS216090. La otra planta
parental puede ser transgénica o no transgénica para el mismo y/o diferente rasgo, transgén o
evento. Por lo tanto, una semilla o planta varietal o hibrida de la invencion puede ser derivada
cruzando sexualmente un primer progenitor que carece del evento de maiz especifico y Unico
ZM BCS216090 con un segundo progenitor que comprende el evento de maiz ZM_BCS216090,
lo que da como resultado una planta hibrida o una planta de progenie que contiene o comprende
el evento de maiz ZM_BCS216090 especifico y unico. Cada progenitor puede ser un hibrido o una
planta endogdmica/varietal, siempre que una planta o semilla progenitora o de progenie del cruce
tenga o comprenda al menos una copia del evento de maiz ZM_BCS216090 y/o una molécula de
ADN que tenga o comprenda al menos un secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 9,y SEQ ID NO: 10.

[112] EI cruce sexual de una planta con otra planta, es decir, la polinizaciéon cruzada, puede
lograrse o facilitarse mediante la intervencion humana, por ejemplo: por manos humanas u otros
medios mecanicos bajo control humano, computarizado o automatizado, recolectando el polen de
una planta y contactando este polen con el estilo o estigma de una segunda planta; por manos
humanas y/o acciones humanas u otros medios mecanicos bajo control humano, computarizado o
automatizado, eliminando, destruyendo, desvitalizando o cubriendo el estambre o las anteras de
una planta (p. ej., mediante intervencion manual o mediante la aplicacion de un gametocida
quimico) de modo de evitar la autopolinizacion natural, y de modo de tener lugar la polinizacién
cruzada para que se produzca la fertilizacién; mediante la colocacion humana de insectos
polinizadores en una posicion de "polinizacion dirigida" (por ejemplo, colocando colmenas en
huertos o campos, o enjaulando plantas con insectos polinizadores); por apertura humana o
remocion de partes de la flor para permitir la colocacion o el contacto de polen extraiio en el estilo
o estigma; mediante la colocacion selectiva de plantas (p. €j., la plantar intencional de plantas en
proximidad de polinizacion); y/o mediante la aplicacion de productos quimicos para precipitar la

floracion o fomentar la receptividad (del estigma para el polen).
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[113] Por lo tanto, se pueden cruzar dos plantas transgénicas diferentes para producir plantas
descendientes hibridas, partes de plantas y/o semillas que contengan dos transgenes o eventos
segregantes independientemente, donde al menos uno de esos transgenes o eventos comprende o
estd contenido en el evento de maiz ZM_BCS216090. Por ejemplo, las plantas transgénicas que
comprenden el evento de maiz ZM_BCS216090 pueden cruzarse con otras plantas de maiz
transgénicas para producir una planta que tiene las caracteristicas de ambos progenitores
transgénicos. También se contemplan el retrocruzamiento con una planta parental y el cruce con
una planta no transgénica, al igual que la propagacion vegetativa. Las descripciones de otros
métodos de mejoramiento que se usan cominmente para diferentes rasgos y cultivos se conocen
en la técnica y se pueden encontrar en una de varias referencias, por ejemplo, Fehr, en Breeding
Methods for Cultivar Development, Wilcox J. ed., American Society of Agronomy, Madison WI
(1987).

[114] De acuerdo con algunas formas de realizacion, se puede usar un rasgo o fenotipo de altura
de planta reducida para seleccionar una o mas plantas de maiz de progenie, partes de plantas o
semillas que contienen el evento de maiz ZM_BCS216090. Alternativamente, las plantas, partes
de plantas o semillas de la progenie pueden analizarse usando métodos de diagndstico como se
describe en el presente documento para seleccionar plantas, partes de plantas o semillas que

contienen o comprendan el evento de maiz ZM_BCS216090.

[115] Las plantas de maiz y las plantas de la progenie que comprenden el evento de maiz
ZM_BCS216090 pueden tener un rasgo o fenotipo de baja estatura o semienano y un rasgo o
fenotipo de resistencia al acame y/o al quebrado en verde, como se describe, por ejemplo, en la
Solicitud PCT Nro. PCT/US201 047405 (Publicacion de Solicitud PCT Nro. WO 2018/035354),
cuyo contenido completo y descripcion se incorporan aqui como referencia. Las plantas de maiz,
la progenie, las semillas, los tejidos, las células y las partes de la planta que comprenden el evento
de maiz ZM_ BCS216090 tal como se establece en el presente documento también pueden contener
uno o mas rasgos de maiz o eventos transgénicos adicionales, tal como por ejemplo al cruzar una
planta de maiz que contiene el evento de maiz ZM_ BCS216090 con otra planta de maiz que
contiene los rasgos o eventos transgénicos adicionales. Dichos rasgos adicionales o eventos
transgénicos pueden incluir, entre otros, aumento de la resistencia a insectos, tolerancia a

herbicidas, aumento de la eficiencia en el uso del agua, aumento del rendimiento, aumento de la
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resistencia a la sequia, aumento de la calidad de las semillas, mejora de la calidad nutricional,
produccion de semillas hibridas, o resistencia a enfermedades u hongos. Un rasgo de maiz puede
incluir cualquier rasgo transgénico o mutante, o alelos o rasgos editados. Los alelos o rasgos
mutantes de un gen pueden crearse mediante cualquier técnica de mutagénesis conocida en la
técnica, mientras que los rasgos editados pueden generarse mediante cualquier método de edicion
del genoma conocido en la técnica. Muchos eventos transgénicos de maiz son conocidos por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, el Servicio de Inspeccion de Salud Animal y Vegetal (APHIS)
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) proporciona un listado de tales
rasgos, que se puede encontrar en su sitio web: www.aphis.usda.gov. Dos o mas alelo(s) y/o
evento(s) transgénico(s) que comprenden al menos una copia del evento de maiz ZM_ BCS216090
se pueden combinar, por lo tanto, en una semilla o planta de progenie, cruzando dos plantas
progenitoras, cada una de las cuales comprende uno o mas alelo(s) y /o evento(s) transgénico(s),
recolectando las semillas de la progenie, y seleccionando las semillas o plantas de la progenie que
contienen los dos 0 mas alelo(s) y/o evento(s) transgénico(s). Estos pasos pueden repetirse hasta
conseguir la combinacion deseada de alelos y/o eventos transgénicos en una planta de progenie.
Para la presente solicitud, la planta de progenie comprenderd generalmente el evento de maiz
ZM_BCS216090. También se contemplan el retrocruzamiento con una planta parental y el cruce

con una planta no transgénica, asi como la propagacion vegetativa.

[116] Se proporciona una parte de la planta que comprende el evento ZM_BCS216090 y/o que
se deriva de plantas de maiz que comprenden el evento ZM_BCS216090. Como se usa aqui, una
"parte de planta" se refiere a cualquier parte de una planta que puede comprender el evento
ZM_BCS216090 y/o material derivado de una planta de maiz que comprende el evento
ZM_BCS216090. Las partes de plantas incluyen, sin limitacion, tejido vegetal, polen, 6vulo, seda,
espiga, antera, mazorca, tejido de raiz, tejido de tallo y tejido de hoja. Las partes de la planta

pueden ser viables, no viables, regenerables y/o no regenerables.

[117] Se proporciona un producto basico que se deriva de una o mas plantas de maiz, partes de
plantas, semillas y/o tejidos vegetales que comprenden el evento ZM_BCS216090 y que contiene
una cantidad detectable de una molécula de 4cido nucleico o ADN, segmento o secuencia
especificos para el evento ZM_BCS216090. Como se usa en el presente documento, un "producto

basico" se refiere a cualquier composicion o producto que comprende material derivado de una o
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mas plantas de maiz, semillas de maiz enteras o procesadas, una o mas células vegetales y/o una o
mas partes de plantas que contienen o comprenden ADN del evento de maiz ZM_BCS216090.
Los productos basicos no viables incluyen, entre otros, semillas, semillas enteras o procesadas,
partes de semillas y partes de plantas, no viables; alimentos para animales que comprenden maiz,
aceite de maiz, sémola de maiz, harina de maiz, hojuelas de maiz, salvado de maiz, pasta hecha
con maiz, biomasa de maiz y productos combustibles producidos con maiz y partes de maiz. Los
productos basicos viables incluyen, entre otros, semillas, plantas y células vegetales. Por lo tanto,
las plantas de maiz que comprenden el evento ZM_BCS216090 se pueden usar para fabricar
cualquier producto basico adquirido tipicamente a partir del maiz. Cualquier dicho producto basico
derivado de plantas de maiz que comprenden el evento ZM_BCS216090 puede contener al menos
una cantidad detectable del ADN especifico y unico correspondiente al evento de maiz
ZM_BCS216090, y especificamente puede contener una cantidad detectable de una molécula de
ADN o polinucledtido que tiene o que comprende al menos una secuencia seleccionada de SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10. La deteccion de una o mas de estas
secuencias de ADN o polinucle6tido en una muestra puede usarse para determinar o diagnosticar
que la muestra se tomo6 de una planta de maiz, parte de una planta de maiz, tejido de planta de
maiz, célula de planta de maiz y/o producto de planta de maiz, tal como un producto basico de
maiz, que comprende el evento ZM_BCS216090, o para determinar el contenido o la fuente de
una planta de maiz, parte de planta de maiz, tejido de planta de maiz, célula de planta de maiz, y/o
producto de planta de maiz, tal como un producto basico de maiz. Se puede usar cualquier método
estandar de deteccion de moléculas de nucleotidos, incluidos los métodos de deteccion descriptos
en el presente documento. Un producto bésico esta dentro del alcance de la presente divulgacion
si hay alguna cantidad detectable de una molécula de ADN que tenga al menos una secuencia
seleccionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10 contenida o

comprendida en el producto bésico.

[118] Las plantas de maiz, las células de las plantas de maiz, las semillas de maiz, las partes de
plantas de maiz (tales como polen, 6vulos, seda, espiga, antera, mazorca, tejido de raiz, tejido de

tallo, tejido de hoja), las plantas de la progenie del maiz y los productos basicos de la presente
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divulgacion, por lo tanto, son utiles para, entre otras cosas, cultivar plantas con el fin de producir
semillas y/o partes de plantas que comprenden el evento de maiz ZM BCS216090 para fines
agricolas, producir progenie que comprende el evento de maiz ZM_BCS216090 para fines de
investigacion y fitomejoramiento; para usar con técnicas de microbiologia para aplicaciones

industriales y de investigacion, y para la venta a consumidores.

[119] Se proporcionan métodos para producir plantas de maiz que comprenden las secuencias de
ADN especificas y tnicas del evento ZM BCS216090 de la presente divulgacion. Una planta de
maiz de progenie que comprende el evento ZM_ BCS216090 se puede producir, por ejemplo,
mediante la autofecundaciéon de una planta o linea progenitora que comprende el evento
ZM_BCS216090, donde dicha planta o linea progenitora es homocigota o hemicigota para el
evento ZM_BCS216090; o cruzando una primera planta o linea progenitora que comprende el
evento ZM_BCS216090, donde dicha planta o linea progenitora es homocigota o hemicigota para
el evento ZM_BCS216090, con una segunda planta o linea progenitora que tiene un genotipo o
germoplasma diferente del de la primera linea progenitora, donde la segunda planta o linea
progenitora puede o no puede contener o comprender el evento ZM_BCS216090. Como se explica
mas adelante en este documento, el evento de maizZM BCS216090 contiene un transgén o casete
de expresion que codifica un miARN que se dirige a los genes de oxidasa GA20 para suprimirlos,
lo que conduce a niveles mas bajos de GA activos en la planta y una altura de planta reducida (es
decir, un fenotipo o rasgo semienano). De acuerdo con algunas formas de realizacion, las plantas
de maiz transgénicas que comprenden el evento ZM_ BCS216090 de la presente descripcion son
semienanas y/o tienen una altura de planta mas corta en relacion con una planta de control no
transgénica. De acuerdo con algunas formas de realizacion, la(s) planta(s) de maiz transgénicas
que comprenden el evento ZM BCS216090 de la presente descripcion son resistentes al acame
(resistentes al acame de la raiz y/o del tallo) y/o son resistentes al quebrado en verde, en relacion
con una planta de control no transgénica. Las plantas transgénicas utilizadas en estos métodos
pueden ser homocigotas o heterocigotas para el transgén. Las plantas de progenie producidas por
estos métodos pueden ser plantas varietales o hibridas; pueden cultivarse a partir de semillas
producidas por una planta que contiene el evento de maiz ZM_BCS216090 y/o a partir de semillas
producidas por una planta fertilizada con polen de una planta que contiene el evento de maiz

ZM BCS216090; y pueden ser homocigotas o heterocigotas para el transgén y/o evento
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ZM_BCS216090. Las plantas de progenie pueden autopolinizarse posteriormente para generar una
linea de plantas de cultivo genuino, es decir, plantas homocigotas para el transgén, o
alternativamente, pueden cruzarse, por ejemplo, pueden cultivarse con otra planta no relacionada,

para producir una semilla o planta varietal o hibrida.

[120] Se proporcionan métodos para detectar la presencia de ADN derivado de una célula de
maiz, tejido de maiz, semilla de maiz, parte de planta de maiz, o planta de maiz que comprende el
evento de maiz ZM_BCS216090 en una muestra. Un método comprende (i) extraer una muestra
de ADN de por lo menos una célula de maiz, tejido de maiz, semilla de maiz, o planta de maiz;
(i1) poner en contacto la muestra de ADN con por lo menos un cebador que es capaz de producir
secuencia de ADN especifica para ADN del evento ZM_BCS216090 en condiciones apropiadas
para la secuenciacion de ADN; (iii) realizar una reaccion de secuenciacion de ADN; y luego (iv)
confirmar que la secuencia de nucle6tidos comprende una secuencia de nucleotidos especifica para
el evento ZM_BCS216090, de la construccion alli comprendida, tal como una seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, y SEQ ID NO: 10.

[121] Otro método comprende (i) extraer una muestra de ADN de por lo menos una célula de
maiz, tejido de maiz, semilla de maiz, o planta de maiz; (ii) poner en contacto la muestra de ADN
con un par de cebadores que es capaz de producir un amplicon del ADN del evento
ZM BCS216090 en condiciones apropiadas para la amplificacion de ADN; (iii) realizar una
reaccion de amplificacion de ADN; y luego (iv) detectar la molécula de amplicoén y/o confirmar
que la secuencia de nucledtidos del amplicon comprende una secuencia de nucledtidos especifica
para el evento ZM_B(CS216090, tal como una seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, y SEQ ID NO: 10. El amplicén debe ser aquel especifico para el
evento ZM_BCS216090, tal como un amplicon que comprende SEQ ID NO: 1, o SEQ ID NO: 2,
o SEQ ID NO: 3, o SEQ ID NO: 4, 0 SEQ ID NO: 5, 0 SEQ ID NO: 6, o SEQ ID NO: 7, 0 SEQ
ID NO: 8, o SEQ ID NO: 9, o SEQ ID NO: 10. La deteccion de una secuencia de nucleétidos
especifica para el evento ZM_BCS216090 en el amplicon es determinante y/o diagndstico de la
presencia del ADN especifico del evento de maiz ZM_BCS216090 en la muestra. Un ejemplo de
un par de cebadores que es capaz de producir un amplicon del ADN del evento ZM_BCS216090
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en condiciones apropiadas para la amplificacion de ADN se proporciona como SEQ ID NO: 11y
SEQ ID NO: 12. El experto en la técnica puede disenar sin dificultad otros pares de cebadores para
producir un amplicon que comprende SEQ ID NO: 1, o SEQ ID NO: 2, o SEQ ID NO: 3, o SEQ
ID NO: 4, 0 SEQ ID NO: 5, 0 SEQ ID NO: 6, 0 SEQ ID NO: 7, 0 SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO:
9,0 SEQ ID NO: 10, donde dicho par de cebadores comprende por lo menos un cebador dentro de
la region genodmica que flanquea la insercion, y un segundo cebador dentro de la insercion, siempre
que pueda disefarse y usarse cualquier par de cebadores que produzca un amplicon que comprende
una secuencia de unidn y/o la totalidad o parte de la secuencia de transgén o insercion. La deteccion
de un amplicon podria ser sobre la base de cualquier método adecuado, tal como secuenciacion,
determinacion del tamaino de fragmento o migracion del amplicon en una matriz o en un gel, o un

método sobre la base de la hibridacion.

[122] Otro método de deteccion de la presencia de ADN derivado de una célula de maiz, tejido
de maiz, semilla de maiz, o planta de maiz que comprende el evento de maiz ZM_BCS216090 en
una muestra consiste en (i) extraer una muestra de ADN de por lo menos una célula de maiz, tejido
de maiz, semilla de maiz, o planta de maiz; (ii) poner en contacto la muestra de ADN con una
sonda de ADN especifica para el ADN del evento ZM_ BCS216090; (ii1) permitir que la sonda y
la muestra de ADN hibriden en condiciones de hibridacion rigurosas; y luego (iv) la deteccion de
la hibridacion entre la sonda y la muestra de ADN objetivo. Un ejemplo de la secuencia de una
sonda de ADN que es especifica para el evento ZM_BCS216090 se proporciona como SEQ ID
NO: 13. El experto en la técnica puede disenar sin dificultad otras sondas que comprenden una
secuencia de unidn, por lo menos un fragmento de ADN gendmico que flanquea la insercion y por
lo menos un fragmento de ADN de insercion, y/o una o mas secuencias proporcionadas en SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, y SEQ
ID NO: 10. La deteccion de la hibridacion de la sonda a la muestra de ADN es diagnoéstico de la
presencia de ADN especifico del evento de maiz ZM_BCS216090 en la muestra. La ausencia de
hibridacion es alternativamente diagndstico de la ausencia de ADN especifico del evento de maiz

ZM_BCS216090 en la muestra.

[123] Se proporcionan equipos de deteccion de ADN que son tutiles para la identificacion del
ADN del evento ZM_BCS216090 de maiz en una muestra, y que también se pueden aplicar a

métodos para cultivar plantas de maiz que contienen el ADN del evento apropiado. Dichos equipos
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contienen cebadores y/o sondas de ADN que son especificos para el evento de maiz
ZM_BCS216090. Dichos cebadores y/o sondas de ADN pueden comprender una o mas de SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10, o un fragmento de las mismas. Un
ejemplo de dicho equipo comprende al menos una molécula de ADN de longitud suficiente de
nucledtidos continuos de SEQ ID NO: 10 para funcionar como una sonda de ADN util para detectar
la presencia y/o ausencia de ADN derivado de plantas de maiz transgénicas que comprenden el
evento ZM BCS216090 en una muestra. E1 ADN derivado de plantas de maiz transgénicas que
comprende el evento ZM_BCS216090 comprendera una molécula de ADN que tiene al menos una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10.
Asimismo, los cebadores pueden comprender un par de cebadores que incluyen un primer cebador
y un segundo cebador, donde al menos uno de los cebadores se hibrida con una secuencia
flanqueante, y el otro cebador se hibrida con una secuencia de insercion del evento
ZM_BCS216090 en el genoma de la planta o la secuencia flanqueante en el lado opuesto de la
insercion. Los cebadores primero y segundo se hibridan con hebras opuestas del ADN genémico
de la planta de maiz en diferentes posiciones separadas, de modo que una reaccion de amplificacion
que involucra a los dos cebadores produce un amplicon que comprende las secuencias de cebador
y la secuencia intermedia entre los dos cebadores. Se puede elegir una sonda para que se
corresponda o hibride con el amplicon producido con un par de cebadores o un conjunto de
cebadores, y puede comprender la totalidad o parte de la(s) secuencia(s) del cebador y/o la
secuencia intermedia del amplicon entre los dos cebadores. Las sondas adecuadas pueden ser
disefiadas facilmente por un experto en la técnica, y deben comprender por lo menos 15, por lo
menos 16, por lo menos 17, por lo menos 18, por lo menos 19, por lo menos 20, por lo menos 21,
por lo menos 22, por lo menos 23, por lo menos 24, por lo menos 25, por lo menos 26, por lo
menos 27, por lo menos 28, por lo menos 29, por lo menos 30, por lo menos 31, por lo menos 32,
por lo menos 33, por lo menos 34, por lo menos 35, por lo menos 36, por lo menos 37, por lo
menos 38, por lo menos 39, o por lo menos 40 nucleotidos contiguos de SEQ ID NO: 10, y deben
ser suficientemente Unicas para el ADN del evento de maiz ZM BCS216090 a fin de identificar

ADN derivado del evento.
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[124] Otro tipo de equipo comprende un par de cebadores ttiles para producir un amplicon util
para detectar la presencia y/o ausencia de ADN derivado del evento de maiz ZM_BCS216090
transgénico en una muestra. Dicho equipo empleara un método que comprende poner en contacto
una muestra de ADN objetivo con un par de cebadores como se describe en el presente documento,
luego realizar una reaccion de amplificacion de 4cido nucleico suficiente para producir un
amplicon que comprende una molécula de ADN que tiene por lo menos una secuencia seleccionada
de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, y SEQ ID NO: 10 y luego detectar la presencia
y/o ausencia del amplicon. Dicho método ademds puede incluir la secuenciacion del amplicon o
un fragmento de este, que serd determinante, es decir, diagnostico, de la presencia de ADN
especifico del evento de maiz ZM_BCS216090 en la muestra de ADN objetivo. Otros pares de
cebadores pueden ser facilmente disefiados por el experto en la técnica, que deben comprender por
lo menos 15, por lo menos 16, por lo menos 17, por lo menos 18, por lo menos 19, por lo menos
20, por lo menos 21, por lo menos 22, por lo menos 23, por lo menos 24, por lo menos 25, por lo
menos 26, por lo menos 27, por lo menos 28, por lo menos 29, o por lo menos 30 nucledtidos
contiguos de secuencias proporcionadas, sin limitacion, en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 9, y SEQ ID NO: 10, y ser suficientemente Unicos para el ADN del evento de maiz
ZM_BCS216090 a fin de identificar ADN derivado del evento.

[125] Los equipos y métodos de deteccion de la invencidon son utiles para, entre otras cosas,
identificar el evento de maiz ZM_BCS216090, seleccionar variedades de plantas o hibridos que
comprenden el evento de maiz ZM_BCS216090, detectar la presencia de ADN derivado de la
planta de maiz transgénica que comprende el evento ZM BCS216090 en un muestra, y monitorear
muestras para detectar la presencia y/o ausencia de plantas de maiz que comprenden el evento
ZM_BCS216090, o partes de plantas derivadas de plantas de maiz que comprenden el evento
ZM_BCS216090.

[126] Las secuencias del inserto de ADN heter6logo, las secuencias de union o la secuencia
flanqueante del evento de maiz ZM_BCS216090 pueden determinarse o verificarse amplificando
dichas secuencias del evento utilizando cebadores derivados de las secuencias proporcionadas en

este documento, seguido de la secuenciacion de ADN estandar del amplicon o del ADN clonado.
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[127] Se proporcionan métodos para detectar la cigosidad del evento y el transgén con ADN
genomico derivado de al menos una célula de maiz, tejido de maiz, semilla de maiz, parte de planta
de maiz o planta de maiz que comprende el evento de maiz ZM_BCS216090 en una muestra. Un
método consiste en (i) extraer una muestra de ADN de al menos una célula de maiz, tejido de maiz,
semilla de maiz, parte de una planta de maiz o planta de maiz; (ii) poner en contacto la muestra de
ADN con un primer par de cebadores que es capaz de producir un primer amplicon diagnostico
del evento ZM BCS216090; (iii) poner en contacto la muestra de ADN con un segundo par de
cebadores que es capaz de producir un segundo amplicon diagnostico de ADN gendmico de maiz
nativo que no comprende el evento ZM_BCS216090; (iv) realizar una reaccién de amplificacion
de ADN; y luego (v) detectar los amplicones, donde la presencia de solo el primer amplicén es
diagnostico de ADN de un evento homocigoto ZM_ BCS216090 en la muestra, la presencia tanto
del primer amplicon como del segundo amplicon es diagndstico de una planta de maiz heterocigota
para el evento ZM BCS216090, y la presencia de solo el segundo amplicon es diagnostico de la
ausencia de ADN del evento ZM_BCS216090 en la muestra. Se presenta un conjunto ejemplar de
pares de cebadores como SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO: 12 que producen un amplicon diagndstico
del evento ZM_BCS216090; y SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15, que produce un amplicon
diagnostico de ADN gendmico de maiz de tipo salvaje no insertado que no comprende el evento
ZM_ BCS216090. También se puede incorporar un conjunto de sondas en dicho método de
amplificacion para usar en un formato de PCR en tiempo real utilizando los conjuntos de pares de
cebadores descriptos anteriormente. Se presenta un conjunto ejemplar de sondas como SEQ ID
NO: 13 (diagndstico del amplicon para el evento ZM_ BCS216090) y SEQ ID NO: 16 (diagndstico
del amplicon para ADN gendémico de maiz de tipo salvaje que no comprende el evento

ZM_BCS216090).

[128] Otro método para determinar la cigosidad consiste en (i) extraer una muestra de ADN de
al menos una célula de maiz, tejido de maiz, semilla de maiz, parte de una planta de maiz o planta
de maiz; (ii) poner en contacto la muestra de ADN con un conjunto de sondas que contiene al
menos una primera sonda que se hibrida especificamente con el ADN del evento ZM_BCS216090
y al menos una segunda sonda que se hibrida especificamente con el ADN gendmico de maiz que
se alter6 mediante la insercion del ADN heterologo del evento ZM_BCS216090 y no se hibrida
con el ADN del evento ZM_BCS216090; (iii) hibridar el conjunto de sondas con la muestra en
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condiciones de hibridacion rigurosas, donde la deteccion de la hibridacidn de solo la primera sonda
en las condiciones de hibridacion es diagnostico de una célula de maiz, tejido de maiz, semilla de
maiz, parte de una planta de maiz o planta de maiz homocigotos para el ADN del evento
ZM_BCS216090 en la muestra; donde la deteccion de la hibridacion de la primera y la segunda
sondas en las condiciones de hibridacion es un diagnostico de una célula de maiz, tejido de maiz,
semilla de maiz, parte de planta de maiz o planta de maiz heterocigotos para el evento
ZM BCS216090 en una muestra de ADN; y la deteccion de la hibridacion de solo la segunda
sonda en las condiciones de hibridacion es un diagnostico de la ausencia del ADN del evento

ZM BCS216090 en la muestra.

[129] Otro método mas para determinar la cigosidad consiste en (i) extraer una muestra de ADN
de al menos una célula de maiz, tejido de maiz, semilla de maiz, parte de una planta de maiz o
planta de maiz; (ii) poner en contacto la muestra de ADN con un primer par de cebadores que es
capaz de producir un primer amplicon diagnostico del evento ZM_BCS216090; (iii) poner en
contacto la muestra de ADN con un segundo par de cebadores que es capaz de producir un segundo
amplicon de un estandar interno que se sabe que es de una sola copia y homocigoto en la planta de
maiz; (iv) poner en contacto la muestra de ADN con un conjunto de sondas que contiene al menos
una primera sonda que se hibrida especificamente con el primer amplicon y al menos una segunda
sonda que se hibrida especificamente con el segundo amplicon; (v) realizar una reaccion de
amplificacion de ADN utilizando PCR en tiempo real, y determinar los umbrales de ciclo (valores
Ct) del primer y segundo amplicones; (vi) calcular la diferencia (ACt) entre el valor de Ct del
primer amplicon y del segundo amplicon; y (vii) determinar la cigosidad, donde un ACt de
alrededor de cero (0) indica homocigosidad del evento o T-ADN insertado, y un ACt de alrededor
de uno (1) indica heterocigosidad del evento o T-ADN insertado. Los eventos heterocigotos y
homocigotos se diferencian por una unidad de valor de ACt de aproximadamente uno (1). Dada la
variabilidad normal observada en la PCR en tiempo real debido a multiples factores, tales como la
eficiencia de la amplificacion y las temperaturas de anelacion ideales, el rango de “alrededor de
uno (1)” se define como un ACt de 0,75 a 1,25, y el rango de “alrededor de cero (0)” se define
como un ACt de —0,25 a 0,25 (o de 0,0 a 0,25 si el ACt se mide como un valor absoluto). Los pares
de cebadores y las sondas para el método anterior para determinar la cigosidad pueden amplificar

y detectar amplicones del transgén o ADN de evento y el patrén de ADN interno.
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[130] De acuerdo con formas de realizacion de la presente descripcion, una planta o parte de
planta de maiz transgénico, una o mas plantas o partes de planta de maiz transgénico o una
pluralidad de plantas o partes de planta de maiz transgénico como se proporciona en el presente
documento, o un campo o suelo agricola en el que se plantan o se cultivan una planta o parte de
una planta de maiz transgénico, una o mas plantas o partes de planta de maiz transgénico o una
pluralidad de plantas o partes de planta de maiz transgénico como se proporciona en el presente
documento, se pueden tratar con una composicion agricola que comprende uno o mas ingredientes
activos u otros agentes, tales como, por ejemplo y sin limitacidon, un herbicida o uno o mas
herbicidas, un fungicida o uno o mas fungicidas, un insecticida o uno o mas insecticidas, un
regulador del crecimiento vegetal o estimulante vegetal o uno o mas reguladores del crecimiento
vegetal y/ o estimulantes de plantas, y/o un asegurador o uno o mas aseguradores. A continuacion
se proporcionan listas de compuestos posibles o representativos para cada uno de estos tipos de
ingredientes activos o agentes, y una composicion agricola puede comprender uno o cualquier
combinacion o multiplicidad de estos ingredientes activos, agentes o compuestos. Tal composicion
agricola se puede aplicar, por ejemplo, como tratamiento foliar, de suelo o en surco, como
tratamiento preemergente, previo a la siembra y/o posemergente, y/o en algunos casos, se puede

aplicar a una parte o semilla de una planta transgénica proporcionada en el presente documento.

[131] Una composicion agricola puede formularse de acuerdo con su uso y aplicacion previstos.
La formulacién apropiada de la composicion agricola puede elegirse para tener diferentes
parametros fisicoquimicos, componentes y estabilidades de los compuestos respectivo. Los
posibles tipos de formulaciones para una composicion agricola pueden incluir, por ejemplo: polvos
humectables (WP), polvos solubles en agua (SP), concentrados solubles en agua, concentrados
emulsionables (EC), emulsiones (EW), tales como emulsiones de aceite en agua y agua en aceite,
soluciones pulverizables, concentrados de suspension (SC), dispersiones a base de aceite o agua,
soluciones miscibles con aceite, suspensiones para capsulas (CS), productos para espolvorear
(DP), abonos, granulos para esparcir y aplicar al suelo , granulos (GR) en forma de microgranulos,
granulos de pulverizacion, granulos de absorcidon y adsorcion, granulos dispersables en agua (WG),
granulos solubles en agua (SG), formulaciones de ULV, microcdpsulas y ceras. Si es apropiado,

algunas composiciones agricolas de un compuesto pesticida o uno o mas compuestos pesticidas
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podrian formularse y usarse como un recubrimiento de semillas aplicado a una parte de la planta

o semilla como se proporciona en este documento.
INFORMACION DE DEPOSITO

[132] El 14 de julio de 2021 se realiz6 un depdsito de una muestra representativa de semilla de
maiz que contiene el evento ZM BCS216090, de acuerdo con el Tratado de Budapest, en la
Coleccion Estadounidense de Cultivos Tipo (ATCC) con domicilio en 10801 University
Boulevard, Manassas, Virginia 20110, EE. UU., y se le asign6 el Nimero de Acceso ATCC PTA-
127050.

EJEMPLOS

[133] Los siguientes ejemplos se incluyen para describir mas completamente la invencion. Se
resumen la produccion y las pruebas de mas de quince mil (15.000) eventos Unicos para la
construccion transgénica pM578 de miARN, y el andlisis de cientos de miles de plantas
individuales durante siete afos a través de las rigurosas pruebas moleculares, agronomicas y de
campo requeridas para la creacion y seleccion final del evento principal de maiz ZM_BCS216090
(ver, por ejemplo, FIG. 4 y FIG. 5).

[134] Si bien los Ejemplos demuestran ciertas formas de realizacion de la presente invencion,
debe apreciarse que todas las formas de realizacion y los ejemplos especificos proporcionados en
este documento son ilustrativos y no exhaustivos. Los expertos en la técnica deben apreciar, a la
luz de la presente divulgacion, que se pueden realizar cambios y modificaciones a las formas de
realizacion, los ejemplos y detalles que se divulgan aqui, sin apartarse del espiritu y alcance de la

presente invencion.

EJEMPLO 1

Prueba de casete de expresion, disefio de construccion, prueba de plantas y seleccion de
construccion

[135] La expresion transgénica en las plantas es influenciada por numerosos factores

diferentes. Se debe encontrar la combinacion correcta de un gen de interés (GOI) y diferentes
elementos de expresion que impulsen la expresion en las plantas, sin dar como resultado
fenotipos anormales que tengan rasgos nocivos. Ademads, mas alla de los propios elementos de
expresion y su combinacioén y orientacién en un casete, la expresion de los transgenes en las
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plantas puede ser influenciada por la posicion de la insercion cromosdmica, quizas, debido a la
estructura de la cromatina (p. ¢j., heterocromatina) o la proximidad de elementos de regulacion
de la transcripcion (p. ej., mejoradores, etc.) cerca del sitio de integracion (Kurt Weising ef al.,
Annu. Rev. Genet., 22: 421-77, 1988). Por ejemplo, puede haber variacion en los niveles de
expresion de un gen introducido de la misma construccion entre diferentes eventos con diferentes
posiciones de insercion cromosomica en el genoma de la planta. Las diferentes posiciones de
insercion cromosomica también pueden producir diferencias en los patrones de expresion
espaciales o temporales que pueden no corresponder a los patrones esperados de los elementos
reguladores de la transcripcion presentes en la construccion génica introducida.

[136] Por estas razones, a menudo es necesario crear y cribar multiples construcciones y
una gran cantidad de eventos de transformacion para una determinada construccion, a fin de
identificar la construccion y luego el evento 6ptimo (el evento principal), que demuestra rasgos
optimos y expresion adecuada del gen de interés introducido, junto con la ausencia de problemas
moleculares y de insercion gendmica (p. €j., seleccionar inserciones limpias sin truncamientos
transgénicos o secuencia de vector extrafia, y evitar posiciones de insercion que estén cerca de
genes, loci o transgenes de interés existentes), mientras que tampoco produce anomalias
agrondmicas o fenotipicas. Antes de dichos estudios, puede que no sea posible determinar si se
puede obtener un fenotipo de evento beneficioso particular, o qué evento proporcionara estos
rasgos y caracteristicas 0ptimos. En una prueba de concepto inicial y etapa de desarrollo durante
varios afos y multiples temporadas de crecimiento, se transformaron en plantas de maiz una serie
de construcciones diferentes con diferentes elementos de expresion. Las plantas transformadas
se evaluaron y se seleccionaron progresivamente para pruebas posteriores, sobre la base de un
rango deseable de altura de planta y altura de mazorca reducidas, y ausencia de anomalias
fenotipicas y agronomicas. La construccion principal resultante, denominada pM578 (ver la
Figura 2), se selecciono para realizar mas pruebas extensas de eventos de transformacion.

[137] Se usaron células de Agrobacterium tumefaciens (cepa AB32) portadoras de la
construccion pM578, que contiene el gen CP4 EPSPS como marcador seleccionable y un gen de
miARN transgénico (el transgén), en la transformacion de plantas de una linea de ¢élite de maiz
denominada "EL0", a fin de generar plantas de maiz de baja estatura que comprenden el transgén.

Se obtuvo un total de 1533 plantas transgénicas a partir de la transformacion mediada por
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Agrobacterium de explantes de embriones de tipo salvaje utilizando las células de la cepa AB32
de Agrobacterium tumefaciens que portaban el vector pM578 o la construccion de plasmido.

[138] Las plantas transgénicas se sometieron a una serie de cribados moleculares y
ensayos de campo agronomicos para identificar eventos libres de espinazo que portaban una sola
copia del T-ADN intacto. Luego, se selecciond un evento superior como candidato principal en
funcioén de los datos moleculares y los fenotipos agronémicos.

[139] Para el cribado del control de calidad molecular (MQC, por sus siglas en inglés),
se utilizaron tres ensayos de PCR cuantitativa TagMan para la genotipificacion, a fin de detectar
la presencia y el nimero de copias del gen de interés (GOI, por sus siglas en inglés), el marcador
de seleccion y el espinazo. Los eventos con una copia de GOI, una copia de marcador pero sin
espinazo pasaron los cribados de MQC. Los eventos con mas de una copia del GOI o marcador
o que dieron positivo para el espinazo no pasaron los cribados del MQC. Si los eventos tuvieron
resultados no concluyentes de cualquiera de los ensayos, se clasificaron como no recuperables y
se excluyeron de evaluaciones posteriores.

[140] De las 1533 plantas transgénicas, se identificaron 225 eventos (15 %) que carecian
de espinazo y contenian solo una copia de la insercion en las plantas, a través de los cribados Ro
MQC. La FIG. 5 muestra una ilustracion del proceso completo de mejoramiento utilizado para
generar y seleccionar el evento de maiz ZM_BCS216090 libre de marcador. Los resultados del
cribado Rp MQC indicaron que el evento precursor para el evento de maiz ZM_BCS216090
(antes de la escision del marcador Cre, ver a continuacion), seleccionado posteriormente como
el evento principal, tenia una copia del gen marcador CP4 EPSPS y el transgén, pero sin el
espinazo del vector de transformacion.

[141] La Tabla 2 ilustra que de estos eventos de una copia y sin espinazo, 80 eventos (36
%) y 15 eventos (7 %) se descartaron por fenotipos con animalias o por cuestiones de salud
vegetal, respectivamente, mientras que 130 eventos (58 % ) pasaron el cribado MQC y las plantas
RO con estos eventos se cultivaron hasta la madurez. La cantidad de eventos avanzados a cada
generacion sucesiva se agrupan en varias rondas de transformaciones.

Tabla 2. Descomposicion de plantas transgénicas de maiz Ro.

Descripcion Nuimero Porcentaje

Total eventos generados 1533 100 %
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No pasaron los cribados MQC 1293 84 %

No recuperables 15 1%
Pasaron cribados MQC 225 15%
Desechados — fenotipos con

80 35%
anomalias
Desechados — pobre salud vegetal 15 7%
Pasaron cribado MQC Ry 130 58 %

[142] Las plantas transgénicas se sometieron a exdmenes moleculares adicionales, tales como la
secuenciacion del genoma completo (E-Southern), para determinar la secuencia y el contexto
genomico de los eventos Ro que crecieron hasta la madurez, y 84 de esos eventos se seleccionaron
y se autofecundaron para producir semilla R; en funcién de estas consideraciones gendémicas
adicionales. Sobre la base de la informacioén de secuencia mapeada contra los genomas de B73 y
las lineas de élite internas, la ubicacion genomica de la insercion de TADN in planta se identifico
en el cromosoma 1, con una delecidon de 41 pares de bases en el genoma en el sitio de insercion.

[143] Serealizé un cribado de R1 MQC para confirmar que los eventos individuales en las plantas
Ro estaban presentes en una sola copia y segregados en una relacion esperada de 1:2:1
(homocigotos: hemicigotos: nulos de tipo salvaje). Por ejemplo, como se muestra en la Tabla 3,
los resultados del cribado de Ri MQC para el evento precursor del evento de maiz
ZM_ BCS216090 (antes de la escision del marcador Cre) mostraron la segregacion 1:2:1 para el
transgén codificante de miARN y CP4-EPSPS. Las plantas R; homocigotas para eventos
seleccionados se autofecundaron para producir plantas R», y se realiz6 un cribado MQC de R» para
confirmar que todos los descendientes Rz derivados de las plantas homocigotas Ri también eran
homocigotas para el evento respectivo. Por ejemplo, como se muestra en la Tabla 4, los resultados
del cribado de R, MQC para el evento precursor del evento de maiz ZM BCS216090 (antes de la
escision del marcador Cre) revelaron que todas las plantas R> eran homocigotas para el transgén
codificante de miARN y CP4-EPSPS, lo que confirma nuevamente que la insercion de T-ADN
fue una sola copia en el evento principal. De los 84 eventos seleccionados en la etapa Ro que se
autofecundaron para producir semillas Ri, se seleccionaron y se autofecundaron 66 eventos en

plantas R; para producir semillas R, homocigotas. La seleccion y el desgaste en el nimero de
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eventos avanzados hacia cada generacion subsiguiente se debi6 a multiples factores, incluidos, por

ejemplo, la disponibilidad de semillas y la capacidad limitada.

Tabla 3. Resultados del cribado de R1t MQC para el precursor del evento de maiz
ZM_BCS216090.

Cigosidad Evento de maiz ZM_BCS216090 (recuento y %)
Homocigotos 5 23 %
Hemicigotos 12 55 %

Tipo salvaje (nulos) 5 23 %

Nota: Las recuperaciones tanto para el CP4 EPSPS como para ¢l gen de transgén de miARN fueron las
mismas para cada planta.

Tabla 4. Resultados del cribado de R MQC para el precursor del evento de maiz
ZM_BCS216090.

Cigosidad Evento de maiz ZM_BCS216090 (recuento y %)
Homocigotos 73 100 %
Hemicigotos 0 0%

Tipo salvaje (nulos) 0 0%

Nota: Se combinaron tres lotes de datos de genotipado. Las recuperaciones para el CP4 EPSPS y el transgén

de miARN fueron las mismas para cada planta.

EJEMPLO 2

Escision Cre del casete de seleccion de glifosato en el evento de maiz ZM_BCS216090

[144] Este ejemplo describe la remocion del casete de seleccion de glifosato del evento de maiz
ZM_BCS216090 a través de la escision Cre in planta. El casete de seleccion de glifosato se uso
para seleccionar eventos transformados. Mediante la eliminacion del casete de seleccion, se cred
un evento "libre de marcador" en el que solo permaneci6 el casete de expresion de miARN
transgénico en el evento final.

[145] La FIG. 5 ilustra el proceso de mejoramiento utilizado para generar el evento de maiz
ZM_BCS216090 libre de marcador. La construccion pM578 comprende el casete de expresion de

miARN y un casete usado para la seleccion de células vegetales transformadas usando la seleccion

65

238998



de glifosato. El casete de seleccion estaba flanqueado en ambos lados con sitios de reconocimiento
de LoxP Cre-recombinasa. Como se describié anteriormente, se transformaron explantes de
embriones de linea de maiz de élite utilizando un proceso de transformacion mediada por
Agrobacterium con la construccion pM578. Después de la transformacion, los transformantes Ro
se autopolinizaron durante dos (2) generaciones, tiempo durante el cual se eliminaron muchos
eventos en funcidon de diversos ensayos y el desgaste normal como se mencion6 anteriormente, tal
como el retorno de semillas, la salud de las plantas y la caracterizacion molecular. En esta etapa,
las plantas en la generacion R> que comprenden un evento transgénico se cruzaron con plantas que
expresaban Cre—recombinasa, como se muestra en la FIG. 5. Especificamente, plantas de la
generacion Ry despanojadas (hembras) homocigotas para el casete de expresion de miARN se
polinizaron de forma cruzada con plantas de maiz transgénicas (machos) homocigotas para un
casete transgénico que codifica una enzima Cre—recombinasa. El polen del donante masculino que
expresa Cre-recombinasa germina después de aterrizar en el tejido de seda de la planta hembra
que comprende el casete de expresion de miARN, de modo de liberar los dos espermatozoides del
donante masculino que expresa Cre—recombinasa. El nticleo de un espermatozoide se fusiona con
el nacleo de un 6vulo de la planta hembra, para formar un cigoto, y el otro nicleo espermatico se
fusiona con uno de los dos nticleos polares, lo que a su vez se fusiona con el otro nucleo polar, de
manera de establecer asi el nucleo del endospermo primario. Por lo tanto, al usar la planta que
expresa Cre-recombinasa como donante masculino de polen, tanto el embrion como el
endospermo del cruce resultante expresaran Cre—recombinasa a medida que las células se dividen
y se desarrollan y se convierten en un grano de maiz (es decir, una semilla). La Cre-recombinasa
se une a repeticiones invertidas en el sitio LoxP y cataliza un cruce en una region espaciadora de
ocho pares de bases de los dos sitios LoxP que flanquean el casete de expresion, lo que da como
resultado la escision del casete marcador con un sitio LoxP restante en el T-ADN integrado debido
a la recombinacion.

[146] Como se muestra en la FIG. 5, se cruzaron plantas R» para 43 eventos, con plantas que
expresaban la recombinasa Cre (Linea Cre Elite). La progenie F; resultante de este cruce se
selecciond por la ausencia del casete de seleccion CP4 EPSPS, y se permitio que la progenie F;
para 38 eventos libres de marcadores se autopolinizara para producir plantas de progenie F». Esta

autopolinizacion de la progenie F; se identifica como la Auto F; en la linea de tiempo presentada

66

238998



en la FIG. 5. A través de este proceso, los dos casetes de expresion restantes —el casete de expresion
de Cre-recombinasa y el transgén que codifica miARN- se segregaron en la poblacion F»
resultante, para lograr progenie homocigota o heterocigota para uno o ambos casetes de expresion
o transgenes.

[147] Se selecciono la progenie F» que demostro la ausencia del casete de expresion de Cre—
recombinasa y la homocigosidad para el casete de expresion de miARN transgénico sin el casete
marcador. Esta progenie F» seleccionada para 23 eventos se autopoliniz6 (identificado como Auto
F> en la linea de tiempo presentada en la FIG. 5), para dar origen a una generacion Fz homocigota
para el casete de expresion de miARN. Ademas de la ausencia del casete de Cre—recombinasa y la
homocigosidad del transgén, los eventos para el Auto F» también se seleccionaron en funcion de
consideraciones genomicas, de integracion de rasgos y de reproduccion adicionales.

[148] Se realizo una autopolinizacion adicional de la progenie F3 para 22 eventos (identificados
como Auto F3 en la linea de tiempo presentada en la FIG. 5) para producir progenie Fs4 y semillas
cuya pureza se analizo y se designd como "Semilla estdndar de oro" (o “GSS”). La semilla estandar
de oro es semilla cuya pureza se ha analizado para garantizar la ausencia de eventos transgénicos
distintos del evento de maiz ZM_BCS216090. F4 fue la primera generacion de semillas estandar
de oro. Después de la creacion de la GSS, se seleccionaron plantas de progenie F4 para solo 10
eventos, y se autopolinizaron adicionalmente para producir generaciones adicionales de plantas de
progenie y semillas homocigotas para el casete de expresion de miARN o transgén, o,
alternativamente, pueden cruzarse plantas de progenie homocigotas para el casete de expresion de
miARN o el transgén de la generacion F4 o generaciones subsiguientes, con otras plantas que
tengan un genotipo o germoplasma diferente, para permitir la integracion de rasgos de un evento
descripto en este documento, tal como el evento de maizZM_ BCS216090, en otros germoplasmas
o antecedentes genéticos y/o con otros rasgos.

[149] La escision del casete del marcador de seleccion de glifosato no afectd la expresion del
transgén. La eliminacion del casete de seleccion de glifosato del evento de maiz ZM_BCS216090
a través de la escision Cre proporciond un evento de maiz transgénico que produjo plantas de maiz
de baja estatura sin el casete CP4 EPSPS en el evento final. Este evento "libre de marcador"
asegura la flexibilidad al construir pilas de mejoramiento de maiz con otros eventos transgénicos

de maiz, a fin de proporcionar una multiplicidad de productos que incorporan el evento de maiz
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ZM_BCS216090 y permitir multiples opciones para proporcionar rasgos adicionales en las pilas

de mejoramiento o reproduccion comercial finales.

EJEMPLO 3
Ensayos TagMan® de criterio de valoracion especifico de evento, del evento de maiz

ZM_BCS216090

[150] El siguiente ejemplo describe métodos ttiles para identificar la presencia del evento de
maiz ZM_BCS216090 en una muestra de maiz.

[151] La deteccion del evento de maiz ZM_BCS216090 en una muestra se puede realizar
mediante técnicas de deteccion sobre la base de ADN o ARN. En el presente documento se
proporcionan ejemplos de métodos y materiales de deteccion. La deteccion puede determinar la
presencia o ausencia del evento en una muestra. La deteccion también puede indicar el numero de
copias genomicas del evento de maiz ZM_BCS216090 (es decir, hemicigoto, homocigoto o
heterocigoto) en una muestra de ADN gendmico.

[152] Se desarrollé un método de amplificacion térmica de Applied Biosystems™ TaqMan
(Thermo Fisher Scientific) de criterio de valoracion especifico de evento para identificar el evento
de maiz ZM_BCS216090 en una muestra. Los cebadores y la sonda de ADN usados en el ensayo
de criterio de valoracion para este ejemplo se muestran en la Tabla 5, aunque se aprecia que
también se pueden usar otros cebadores y sondas.

Tabla 5. Cebadores y sondas de control interno y especificos de evento ZM_BCS216090.

SEQ ID NO. Nombre Tipo
11 Cebador SQ51606 Especifico de evento
12 Cebador SQ51629 Especifico de evento
13 Sonda 6FAM™ PB50583 Especifico de evento
14 Cebador SQ20222 Control interno
15 Cebador SQ20221 Control interno
16 Sonda VIC® PB50298 Control interno
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[153] 6-FAM es un producto de tinte fluorescente de Applied Biosystems (Foster City, CA) y se
adjunta a la sonda de ADN. Para las sondas TagMan MGB, la actividad exonucleasa 5' de la ADN
polimerasa Taq escinde la sonda desde el extremo 5', entre el fluor6foro y el extintor. Cuando se
hibridan con la hebra de ADN objetivo, el extintor y el fluordéforo se separan lo suficiente como
para producir una sefial fluorescente, de modo de liberar asi la fluorescencia. El par de cebadores,
cuando se usa con estos métodos de reaccion y la sonda, produce un amplicon de ADN que es
diagnostico para el evento de maiz ZM_BCS216090. Los controles para este analisis deben incluir
un control positivo que contenga el evento de maiz ZM BCS216090, un control negativo de una
planta no transgénica y un control negativo que no contenga ADN patron. Ademas, un control para
la reaccion de PCR debe incluir de manera 6ptima cebadores de control interno y una sonda de
control interno, especificos para un gen de una sola copia en el genoma del maiz. Estos ensayos
estan optimizados para su uso con el sistema GeneAmp® PCR System 9700 de Applied
Biosystems (Thermo Fisher Scientific) ejecutado a méxima velocidad, pero se pueden utilizar otros
equipos.

[154] Se desarrollarony se validaron ensayos de PCR especificos de evento para la identificacion
de lineas (ID de linea). Sobre la base de T-ADN integrado y secuencias gendémicas flanqueantes,
se disefiaron ensayos de PCR TagMan. Se realizaron pruebas de validacion simplificada (sValid)
para identificar buenos ensayos ejecutando PCR de criterio de valoracion en réplicas de 8 muestras
positivas, 6 negativas y 2 de agua. Las puntuaciones se calcularon sobre la base de la diferencia de
las lecturas de FAM, usando la formula definida como puntuacion = (promedio de muestras
positivas — promedio de muestras negativas). El rendimiento del ensayo se clasifico en funcion de
la puntuacion en un sistema de cinco estrellas, considerandose aceptable un ensayo con tres o0 mas
estrellas. Se realizo una prueba de pureza para garantizar que los tejidos de hojas que contenian
secuencias objetivo mostraran el positivo en los ensayos correspondientes. Se realizé una prueba
de competencia (PT) para garantizar que el procedimiento se pudiera replicar para obtener los
resultados esperados con el ensayo.

[155] Los ensayos de PCR TagMan de criterio de valoracion especifico de evento (ID de linea)
se utilizan para viveros GSS y otros programas de cribado de calidad a fin de verificar la presencia
de rasgos de interés. Sobre la base de las secuencias flanqueantes de la planta y las secuencias de

T—ADN in planta identificadas por la hibridacion répida de secuencia no ligada (RUSH) de Ro,
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dos ID de linea, que incorporan un oligonucleo6tido transgénico, un segundo oligonucledtido
correspondiente posicionado apropiadamente en la secuencia flanqueante 5' o 3' y una sonda
marcada con fluorescencia para el evento principal, fueron disefiados y validados.

[156] El ensayo de ID de linea que se ha seleccionado y utilizado en caracterizaciones
moleculares posteriores para el evento de maiz ZM_BCS216090 es un ensayo de PCR TagMan de
criterio de valoracion cualitativo especifico de evento. La informaciéon de configuracion y
secuencia para el ensayo de ID de linea del evento de maiz ZM BCS216090 se enumeran en la
Tabla 6, y las condiciones de ciclado se presentan en la Tabla 7.

Tabla 6. Componentes de la reaccion de PCR TagMan de criterio de valoracion especifico
de evento ZM_BCS216090.

Concentracion | Volume | Concentracion
Paso Reactivo Observaciones
de carga (uM) n (ul) final (uM)

— | Volumen de reaccion 5
Ajuste para volumen
1 Agua 18 megohm 0,00
final
1% concentracion final
2 Mezcla maestra 2x 2,28
de tamp6n
Cebador especifico de evento
3 100 0,05 0,9
SQ51606
Cebador especifico de evento
4 100 0,05 0,9
SQ51629

. La sonda es sensible a
Sonda especifica de evento

5 100 0,01 0,2
6FAM™ PB50583 la luz
Cebador de control interno
6 100 0,05 0,9
SQ20222
Cebador de control interno
7 100 0,05 0,9
SQ20221
Sonda de control interno La sonda es sensible a
8 100 0,01 0,2
VIC® PB50298 la luz
ADN extraido (patron): Se realizan reacciones
9 * Muestras de hoja por separadas para cada
analizar 2,5 patréon

* Control negativo (ADN no
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transgénico)

* Control de agua negativo
(Control sin patrén)

* Controles de calidad
positivos ADN de
ZM_BCS216090

Tabla 7. Condiciones de termociclador TagMan de criterio de valoracion.

Paso Nro. Ciclo Nro. Parametros
1 1 95°C, 20 segundos
) 35 95°C, 3 segundos
60°C, 20 segundos
3 1 10°C

[157] Aqui se describe un ensayo de cigosidad para determinar si una planta que comprende el
evento principal es heterocigota u homocigota para el evento o la secuencia de tipo salvaje. Se
puede disefiar un ensayo de reaccion de amplificacion utilizando la informacion de secuencia
proporcionada en este documento. Por ejemplo, dicho ensayo de PCR incluiria el disefio de al
menos tres cebadores: cebador—1, cebador—2 y cebador—3, donde el cebador—1 es especifico del
ADN genomico en el flanco 3' del evento principal; el cebador-2 es especifico para la insercion
transgénica del evento principal; y el cebador—3 es especifico de la secuencia de tipo salvaje.
Cuando se utiliza como un par de cebadores en una reaccion de amplificacion, el cebador 1 con el
cebador 2 produciran un amplicén de PCR especifico para el evento principal. Cuando se utiliza
como un par de cebadores en una reaccion de amplificacion, el cebador 1 con el cebador 3
produciran un amplicon de PCR especifico para la secuencia de tipo salvaje. En una reaccion de
PCR realizada en ADN genomico de maiz, los amplicones de PCR respectivos generados a partir
del cebador—1 + cebador-2 y aquel generado a partir del cebador—1 + cebador-3 diferiran en la
secuencia y el tamafio del amplicon. Cuando los tres cebadores se incluyen en una reaccion de
PCR con ADN extraido de una planta homocigota para el evento principal, solo se generara el
amplicon del cebador 1 + el cebador 2 (especifico para la insercion del evento principal). Cuando
los tres cebadores se incluyen en una reaccion de PCR con ADN extraido de una planta

heterocigota para el evento principal, se generaran tanto el amplicon del cebador—1 + cebador—2
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(especifico para la insercion del evento principal) como el amplicon del cebador—1 + cebador-3
(especifico para la secuencia de tipo salvaje o la ausencia de la insercion del evento principal).
Cuando los tres cebadores se mezclan en una reaccion de PCR con ADN extraido de una planta
que es nula para el evento principal (de tipo salvaje), solo se generard el amplicon del cebador—1
+ cebador—3 (especifico para la secuencia de tipo salvaje). Los amplicones producidos usando la
reaccion de PCR pueden identificarse o distinguirse usando cualquier método conocido en la
técnica.

[158] Otro ensayo de cigosidad para el evento principal es una reaccion de amplificacion térmica
TagMan. Para este tipo de ensayo, ademds de los cebadores descriptos anteriormente, el ensayo
incluiria dos sondas marcadas con fluorescencia. La sonda—1 seria especifica para el evento
principal, y la sonda—2 seria especifica para una planta de maiz que es nula para el evento principal
(tipo salvaje), y donde las dos sondas contienen etiquetas fluorescentes diferentes, por ejemplo, la
etiqueta 6-FAM o la etiqueta VIC. Cuando se utiliza en una reaccion TagMan, el cebador—1 + el
cebador-2 + la sonda—1 produciran una primera sefial fluorescente especifica para el evento
principal, y el cebador—1 + el cebador—3 + la sonda—2 produciran una segunda sefial fluorescente
especifica para un planta de tipo salvaje. Cuando los tres cebadores y las dos sondas se incluyen
en una reacciéon TagMan con ADN extraido de una planta homocigota para el evento principal,
solo se generard la primera sefial fluorescente (especifica del cebador—1 + cebador-2 + sonda—1).
Cuando los tres cebadores y las dos sondas se incluyen en una reaccion TagMan con ADN extraido
de una planta heterocigota para el evento principal, se generaran tanto la primera sefal fluorescente
(especifica del cebador—1 + cebador-2 + sonda—1) como la segunda sefial fluorescente (especifica
del cebador—1 + cebador-3 + sonda—2). Cuando los tres cebadores se mezclan en una reaccion
TagMan con ADN extraido de una planta que es nula para el evento principal (de tipo salvaje),
solo se generara la segunda sefal fluorescente (especifica del cebador—1 + cebador-3 + sonda—2).
[159] Otro método para detectar la presencia del evento principal en una muestra de planta seria
el andlisis de Southern tal como se entiende generalmente en la técnica. Un experto en la técnica,
en funcion de la presente divulgacion y la descripcion del evento principal, entendera como disefiar
sondas de hibridaciéon Southern especificas para el evento principal y una segunda sonda de
hibridacion Southern especifica para una planta que es nula para el evento principal (tipo salvaje).

Con el analisis de Southern, una sefial detectada solo de la primera sonda de hibridacion Southern
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serd indicativa de una planta homocigota para el evento principal; una sefial detectada tanto de la
primera sonda de hibridacién Southern como de la segunda sonda de hibridacion Southern sera
indicativa de una planta heterocigota para el evento principal; y una sefial detectada solo de la
segunda sonda de hibridacion Southern serd indicativa de que el ADN se extrajo de una planta que

es nula para el evento principal (de tipo salvaje).

EJEMPLO 4
Rendimiento y rasgos agronomicos del evento de maiz ZM_BCS216090 sobre la base de

ensayos de campo en multiples temporadas de cultivo

[160] Este ejemplo demuestra que el evento de maiz transgénico ZM_ BCS216090 minimiza las
pérdidas de rendimiento de cultivos para los agricultores, aunque mejora la estabilidad y aumenta
la resistencia al acame debido a su baja estatura o fenotipo semienano. Ademas, la estatura
reducida de las plantas de maiz que comprenden el evento ZM_BCS216090 permite el acceso de
campo durante toda la temporada, lo que conduce a una mayor precision de la entrada de cultivos
y la sostenibilidad. Los endogamicos para estos estudios de campo (designados como la generacion
F4* en la FIG. 5) se hicieron mediante la autofecundacion de plantas F3 que tenian los mismos 10
eventos que avanzaron como GSS en F4 y generaciones posteriores, y los hibridos para estos
estudios de campo se hicieron cruzando plantas F3 que tenian los mismos 10 eventos con otras
cuatro lineas de ¢élite (EL1-4) que carecian del transgén para producir plantas de progenie Fi* (el
"*" pretende distinguir las generaciones Fi y F4 para la escision del marcador y la generacion de
semillas estandar de oro; las plantas F3 que comprendian cada uno de los eventos y las plantas de
control isogénicas que carecian de cualquier evento transgénico se designaron cada una como linea
de ¢lite 0 o ELO en los cruces hibridos).

[161] En afios consecutivos, las plantas transgénicas que comprendian cada uno de los 10 eventos
seleccionados para GSS, incluido el evento de maiz ZM BCS216090 y otros 9 eventos
(designados Eventos 2-9), se probaron en el campo en 34 ubicaciones en ensayos de rendimiento
agrondmico en estados del medio oeste de EE. UU. En comparacién con las plantas de control no
transformadas, las plantas hibridas que incluian el evento de maiz ZM BCS216090 demostraron
rendimientos constantes, una altura de planta reducida y una mayor resistencia al acame, y las
plantas endogamicas que incluian el evento de maiz ZM_ BCS216090 mostraron una altura de

planta reducida y una floracioén constante.
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[162] Las medidas de rendimiento se calcularon ajustando la humedad y se expresaron como
bushels por acre (bu/acre). La altura de la planta se mide como la distancia en pulgadas (pul) desde
la linea del suelo hasta el cuello de la hoja bandera. La altura de la mazorca se mide como la
distancia en pulgadas entre la linea del suelo y el nddulo primario de la mazorca. Las mediciones
de acame se expresan como el porcentaje de plantas con una parcela inclinada 30 grados o mas
desde la perpendicular. El cincuenta por ciento (50 %) de desprendimiento de polen y el cincuenta
por ciento (50 %) de maduracion se expresaron como dias después de la siembra (DAP, por sus
siglas en inglés).

[163] La Tabla 8 muestra el rendimiento y las caracteristicas agronémicas medidas para hibridos
del evento de maiz ZM_BCS216090. La Tabla 9 muestra las caracteristicas agrondmicas medidas
para endogémicos del evento de maizZM BCS216090 producidos por autofecundacion de la linea
ELO transformada. Las lineas endogamicas que contenian el evento ZM BCS216090 o cada uno
de los Eventos 2-9 se compararon con el control no transformado de la linea ELO autocruzada, y
las lineas hibridas que contenian el evento ZM_BCS216090 o cada uno de los Eventos 2-9 y que
se cruzaron con cada EL1-EL4 se compararon con los hibridos de control no transformados del

mismo cruce. La media de medidas y el error tipico (SE) se informan en las tablas.

Tabla 8. Rendimiento y caracteristicas agrondémicas para hibridos del evento

ZM BCS216090 en relacion con controles no transgénicos en el afio uno de la prueba de

campo.
Altura de la Altura de la
Rendimiento Acame de
planta (cm) mazorca (cm)
(kg/ha) (bu/acre) raiz, %
(pul) (pul)
Media SE Media SE Media SE Media SE
ZM_BCS216090 16131 | 3,17 | 63,11 | 1,95 | 16171,19 | 412,25 420 <17
ELO x EL1 63,51 | 1,25 | 24,85 | 0,77 | 24046 | 6,13 ’ ’
ZM_BCS216090 159,61 | 3,17 | 67,91 | 1,95 | 15743,48 | 414,27 1047 520
ELO x EL2 62,84 | 1,25 | 26,74 | 0,77 | 234,10 | 6,16 ’ ’
ZM_BCS216090 156,56 | 3,17 | 63,70 | 1,95 | 16183,30 | 413,59 18 <17
ELO x EL3 61,64 | 1,25 | 2508 | 0,77 | 240,64 | 6,15 ’ ’
ZM_BCS216090 158,21 | 3,17 | 63,01 | 1,95 | 16467,10 | 411,58 1264 .17
ELO x EL4 62,29 | 1,25 | 24,81 | 0,77 | 244,86 | 6,12 ’ ’
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159,53 | 3,17 | 62,66 | 1,95 | 15780,46 | 412,95

Evento 2 ELO0 x EL1 2,88 8,20
62,81 1,25 | 24,67 | 0,77 234,65 6,14
156,92 | 3,17 | 66,59 | 1,95 | 15388,39 | 412,95

Evento 2 ELO x EL2 9,82 8,17
61,78 1,25 | 26,22 | 0,77 | 228,82 6,14
154,33 | 3,17 | 64,54 | 1,95 | 15895,46 | 412,25

Evento 2 ELO x EL3 10,00 8,17
60,76 1,25 | 25,41 | 0,77 236,36 6,13
156,13 | 3,17 | 62,99 | 1,95 | 15822,16 | 412,95

Evento 2 ELO x EL4 12,30 8,20
61,47 1,25 | 24,80 | 0,77 235,27 6,14
158,80 | 3,17 | 61,51 1,95 | 15802,66 | 412,95

Evento 3 ELO x EL1 0,98 8,20
62,52 1,25 | 24,22 | 0,77 234,98 6,14
155,75 | 3,17 | 67,05 | 1,95 | 15562,57 | 412,95

Evento 3 ELO x EL2 7,04 8,17
61,32 1,25 | 26,40 | 0,77 231,41 6,14
15222 | 3,17 | 62,05 | 1,95 | 15934,47 | 413,59

Evento 3 ELO x EL3 9,62 8,25
59,93 1,25 | 24,43 | 0,77 236,94 6,15
154,71 | 3,17 | 62,81 1,95 | 16120,08 | 412,25

Evento 3 ELO x EL4 13,29 8,20
60,91 1,25 | 24,73 | 0,77 239,70 6,13
157,22 | 3,17 | 60,62 | 1,95 | 15637,89 | 411,58

Evento 4 ELO0 x EL1 1,54 8,20
61,90 1,25 | 23,87 | 0,77 | 232,53 6,12
153,87 | 3,17 | 65,17 | 1,95 | 15349,38 | 412,95

Evento 4 ELO x EL2 5,50 8,17
60,58 1,25 | 25,66 | 0,77 228,24 6,14
148,74 | 3,17 | 61,39 | 1,95 | 15647,31 | 412,95

Evento 4 ELO x EL3 7,96 8,17
58,56 1,25 | 24,17 | 0,77 | 232,67 6,14
154,00 | 3,17 | 61,41 1,95 | 15845,70 | 412,95

Evento 4 ELO x EL4 10,80 8,20
60,63 1,25 | 24,18 | 0,77 | 235,62 6,14
159,63 | 3,17 | 62,76 | 1,95 | 15890,76 | 410,90

Evento 5 EL0 x ELL1 2,84 8,17
62,85 1,25 | 24,71 | 0,77 | 236,29 6,11
154,68 | 3,17 | 65,86 | 1,95 | 15319,12 | 412,25

Evento 5 ELO x EL2 7,07 8,17
60,90 1,25 | 2593 | 0,77 227,79 6,13
151,76 | 3,17 | 62,61 1,95 | 16066,95 | 412,95

Evento 5 ELO0 x EL3 10,81 8,17
59,75 1,25 | 24,65 | 0,77 | 23891 6,14
15521 | 3,17 | 62,78 | 1,95 | 15960,02 | 411,58

Evento 5 ELO x EL4 12,67 8,20
61,11 1,25 | 24,72 | 0,77 237,32 6,12
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159,00 | 3,17 | 62,83 | 1,95 | 15845,02 | 412,95

Evento 6 ELO0 x EL1 3,14 8,17
62,60 1,25 | 24,74 | 0,77 235,61 6,14
156,97 | 3,17 | 66,54 | 1,95 | 15195,38 | 412,25

Evento 6 ELO x EL2 8,07 8,17
61,80 1,25 | 26,20 | 0,77 | 225,95 6,13
151,89 | 3,17 | 62,81 1,95 | 15884,70 | 412,25

Evento 6 ELO0 x EL3 7,44 8,17
59,80 1,25 | 24,73 | 0,77 236,20 6,13
154,50 | 3,17 | 63,06 | 1,95 | 1604543 | 412,95

Evento 6 ELO x EL4 10,01 8,20
60,83 1,25 | 24,83 | 0,77 238,59 6,14
160,02 | 3,17 | 61,39 | 1,95 | 15748,86 | 412,95

Evento 7 ELO0 x EL1 2,31 8,17
63,00 1,25 | 24,17 | 0,77 234,18 6,14
156,23 | 3,17 | 66,01 1,95 | 15189,33 | 412,95

Evento 7 ELO x EL2 9,60 8,17
61,51 1,25 | 25,99 | 0,77 225,86 6,14
153,36 | 3,17 | 62,73 | 1,95 | 19042,14 | 412,25

Evento 7 ELO x EL3 12,23 8,17
60,38 1,25 | 24,70 | 0,77 238,15 6,13
15598 | 3,17 | 64,18 | 1,95 | 15961,37 | 412,25

Evento 7 ELO x EL4 12,99 8,20
61,41 1,25 | 25,27 | 0,77 237,34 6,13
158,57 | 3,17 | 62,45 | 1,95 | 16124,79 | 412,95

Evento 8 ELO0 x EL1 2,98 8,20
62,43 1,25 | 24,59 | 0,77 | 239,77 6,14
157,40 | 3,17 | 66,77 | 1,95 | 15556,52 | 412,25

Evento 8 ELO x EL2 6,33 8,17
61,97 1,25 | 26,29 | 0,77 231,32 6,13
152,32 | 3,17 | 62,28 | 1,95 | 15972,80 | 412,95

Evento 8 ELO0 x EL3 9,86 8,20
59,97 1,25 | 24,52 | 0,77 | 237,51 6,14
156,00 | 3,17 | 62,76 | 1,95 | 16190,02 | 412,25

Evento 8 ELO x EL4 13,82 8,17
61,42 1,25 | 24,71 | 0,77 | 240,74 6,13
155,06 | 3,17 | 60,17 | 1,95 | 15565,93 | 412,95

Evento 9 ELO0 x EL1 4,03 8,17
62,05 1,25 | 23,69 | 0,77 | 231,46 6,14
156,03 | 3,17 | 66,77 | 1,95 | 15424,71 | 413,59

Evento 9 ELO x EL2 8,47 8,20
61,43 1,25 | 26,29 | 0,77 229,36 6,15
153,67 | 3,17 | 62,76 | 1,95 | 16005,08 | 411,58

Evento 9 ELO x EL3 7,92 8,20
60,50 1,25 | 24,71 | 0,77 | 237,99 6,12
15445 | 3,17 | 62,78 | 1,95 | 15986,92 | 413,59

Evento 9 ELO x EL4 10,16 8,20
60,81 1,25 | 24,72 | 0,77 237,72 6,15
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24251 | 3,14 | 112,42 | 1,87 | 15509,44 | 400,82
Control ELO x EL1 9,50 8,01
95,48 1,24 | 4426 | 0,74 | 230,62 5,96

245,82 | 3,14 | 118,82 | 1,87 | 15327,86 | 401,49
Control ELO x EL2 11,76 8,00
96,78 1,24 | 46,78 | 0,74 | 227,92 5,97

235,81 | 3,14 | 110,97 | 1,87 | 15598,21 | 401,49
Control ELO x EL3 18,15 8,00
92,84 1,24 | 43,69 | 0,74 231,94 5,97

250,41 | 3,14 | 118,51 | 1,87 | 15795,26 | 400,82
Control EL0 x EL4 26,48 8,01
98,59 1,24 | 46,66 | 0,74 | 234,87 5,96

Tabla 9. Caracteristicas agronémicas para endogamicos del evento ZM_BCS216090 en
relacion con controles no transgénicos en el afio uno.

Altura de la 50 % 50 %
Altura de la
planta (cm) Desprendimiento de Maduracion
mazorca (pul)
(pul) polen (DAP) (DAP)

Media SE Media SE Media SE Media SE

155,37 | 7,79 50,59 2,36
ZM_BCS216090 64,10 3,70 64,60 3,45
61,17 3,07 19,92 0,93

150,69 | 7,79 51,00 2,36
Evento 2 64,50 3,70 64,70 3,45
59,33 3,07 20,08 0,93

146,71 7,84 46,55 2,36
Evento 3 63,20 3,70 63,60 3,45
57,76 3,09 18,33 0,93

146,05 | 7,79 46,99 2,36
Evento 4 63,60 3,70 64,00 3,45
57,50 3,07 18,50 0,93

149,63 | 7,87 50,36 2,54
Evento 5 63,70 3,70 64,40 3,45
58,91 3,10 19,83 1,00

150,92 | 7,79 48,69 2,36
Evento 6 63,80 3,70 64,70 3,45
59,42 3,07 19,17 0,93

151,68 | 7,84 47,14 2,46
Evento 7 63,80 3,70 64,70 3,45
59,72 3,09 18,56 0,97

148,38 | 7,79 47,62 2,36

Evento 8 64,00 3,70 64,30 3,45
58,42 3,07 18,75 0,93
Evento 9 145,61 7,79 45,28 2,36 63,20 3,70 63,50 3,45
77
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57,33 3,07 17,83 0,93

211,63 | 7,54 83,51 1,77
Control 63,77 3,69 64,77 3,44
83,32 2,97 32,88 0,70

[164] Como se puede ver en la Tabla 8, las medidas de rendimiento fueron relativamente iguales
o mejores para los hibridos del evento de maiz ZM BCS216090 en relacion con los controles
respectivos, y la altura de la planta, la altura de la mazorca y el acame se redujeron en relacion con
los controles hibridos respectivos. Los aumentos en el rendimiento de los hibridos que
comprendian el evento de maiz ZM_BCS216090 en comparacion con los controles respectivos
pueden deberse a la reduccion del acame de las raices. Ademas, la Tabla 9 demuestra que el
momento del 50 % de desprendimiento de polen y el 50 % de maduracion son relativamente
similares para las plantas endogdmicas que comprenden el evento de maiz ZM_BCS216090 en
comparacion con las plantas de control endogamicas, y la altura de la planta y la altura de la
mazorca se reducen en relacion con el control endogdmico.

[165] Durante el afio siguiente de pruebas, se realizaron ensayos de campo con hibridos que
comprendian el evento de maiz ZM BCS216090 y los otros 9 eventos (Eventos 2-9) en
comparacion con controles hibridos no transformados. La Tabla 10 muestra que el rendimiento de
los hibridos del evento de maiz ZM_BCS216090 fue generalmente similar o mejor que los
rendimientos observados en las plantas de control, mientras que la altura de la planta, la altura de
la mazorca y el acame de las raices disminuyeron en las plantas que comprendian el evento
ZM BCS216090 en comparacion con los controles respectivos. Una disminucion en el acame de
raices puede explicar, al menos en parte, cualquier mejora en el rendimiento observada en las
plantas que comprendian el evento ZM_BCS216090 en comparacion con las plantas de control.
Tabla 10. Rendimiento y caracteristicas agronomicas para hibridos del evento
ZM_BCS216090 en relacion con controles no transgénicos (afio dos de la temporada de

cultivo).

Altura de la Altura de la
Rendimiento Acame de

planta (cm) mazorca (cm)
(kg/ha) (bu/acre) raiz, %

(pul) (pul)

Media SE | Media | SE Media SE Media SE
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ZM_BCS216090 x 169,39 | 3,55 | 66,72 | 1,90 | 14784,48 | 410,23

13,11 | 13,38
EL1 66,69 | 1,40 | 2627 | 0,75 | 219,84 | 6,10
ZM BCS216090x | 170,33 | 3,55 | 70,61 | 1,90 | 14701,08 | 411,58
- 17,25 | 13,41
EL2 67,06 | 1,40 | 27,80 | 0,75 | 218,60 | 6,12
ZM BCS216090 x | 16438 | 3,55 | 64,56 | 1,90 | 14695,03 | 412,25
- 21,00 | 13,38
EL3 64,72 | 1,40 | 2542 | 0,75 | 218,51 | 6,13
ZM BCS216090 x | 17325 | 3,55 | 65,88 | 1,90 | 15330,55 | 412,92 o016 | 1338
EL4 68,21 | 1,40 | 2594 | 0,75 | 227,96 | 6,14 ’ ’
25232 | 3,55 | 115,59 | 1,90 | 14510,09 | 413,59
Control ELO x EL1 31,68 12,85

99,34 1,40 | 45,51 | 0,75 | 215,76 6,15

256,33 | 3,55 | 123,59 | 1,90 | 14482,52 | 415,61
Control ELO x EL2 42,32 12,87
100,92 1,40 | 48,66 | 0,75 | 215,35 6,18

24378 | 3,55 | 114,17 | 1,90 | 14317,08 | 416,28
Control ELO x EL3 45,53 12,85
95,98 1,40 | 44,95 | 0,75 | 212,89 6,19

261,89 | 3,55 | 122,37 | 1,90 | 1452421 | 413,59
Control ELO x EL4 40,46 12,85
103,11 1,40 | 48,18 | 0,75 | 215,97 6,15

[166] Para resumir las observaciones de dos afios consecutivos de ensayos de campo, las plantas
que comprenden el evento de maiz ZM BCS216090 demuestran un rendimiento de hibridos
similar o mejor, una floracion de endogamicos similar, y una altura y un acame de la planta

reducidos en comparacion con los controles no transformados.
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