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DESCRIPCION
Evento MON89788 de soja y procedimientos para la deteccion del mismo

Antecedentes de la invencion

1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un evento distintivo de transformacion de soja transgénica, designado
MONB89788, un cultivar de soja derivado del mismo, y partes de la planta, semillas, y productos de la misma.
Ademas se desvelan ensayos para detectar la presencia de una molécula de ADN especifica de MON89788 en un
extracto de una parte de la planta o un extracto de semilla.

2. Descripcion de la técnica relacionada

La soja (Glycine max) es un cultivo importante en muchas areas del mundo. Se han aplicado procedimientos de
biotecnologia a la soja para mejorar los rasgos agronomicos y la calidad del producto. Uno de dichos rasgos
agrondémicos importante en la produccion de soja es la tolerancia a herbicidas, en particular, la tolerancia al herbicida
glifosato. Un evento de soja tolerante a herbicidas seria un rasgo util para gestionar las malas hierbas.

La N-fosfonometilglicina, también conocida como glifosato, es un herbicida bien conocido que tiene actividad sobre
un amplio intervalo de especies vegetales. El glifosato es el ingrediente activo del Roundup® (Monsanto Co., St.
Louis, MO), un herbicida seguro que tiene deseablemente una semivida corta en el medio ambiente. Cuando se
aplica a una superficie de una planta, el glifosato se desplaza sistémicamente por la planta. El glifosato es fitotdxico
debido a su inhibicién de la ruta del acido shikimico, que proporciona un precursor para la sintesis de aminoacidos
aromaticos. El glifosato inhibe la enzima 5-enolpiruvil-3-fosfoshikimato sintasa (EPSPS) que se encuentra en las
plantas.

La tolerancia al glifosato se puede conseguir con la expresion de variantes de EPSPS que tienen una afinidad menor
por el glifosato y por lo tanto mantienen su actividad catalitica en presencia de glifosato (Patente de EE. UU. N°
5.633.435; 5.094.945; 4.535.060 y 6.040.497). Las enzimas que degradan el glifosato en los tejidos vegetales
(Patente de EE. UU. N° 5.463.175) también son capaces de conferir una tolerancia celular al glifosato. Dichos genes
se utilizan para la produccién de cultivos transgénicos que son tolerantes al glifosato, permitiendo de esta manera
que se utilice el glifosato para el control de malas hierbas eficaz con una preocupacion minima por los dafos a los
cultivos. Por ejemplo, se ha modificado genéticamente la tolerancia al glifosato en el maiz (Patente de EE. UU. N°
5.554.798), trigo (Patente de EE. UU. N° 6.689.880), algodon (Patente de EE. UU. N° 6.740.488), soja (documento
WO 9200377) y canola (Solicit. de Patente de EE. UU. N° 20040018518). Los transgenes de tolerancia al glifosato y
los transgenes de tolerancia a otros herbicidas, por ejemplo, el gen bar, (Toki y col., 1992; Thompson y col., 1987;
fosfinotricina acetiltransferasa (DeBlock y col., 1987), para tolerancia al herbicida glufosinato) también son utiles
como marcadores genéticos o marcadores valorables y pueden proporcionar un fenotipo util para la seleccion de
plantas unidos a otros rasgos agronémicamente Uutiles.

La expresion de genes ajenos en plantas se sabe que esta influenciada por su posicidon cromosdémica, quizas debido
a la estructura de la cromatina (por ejemplo, heterocromatina) o la proximidad de elementos de regulacién de la
transcripcion (por ejemplo, amplificadores) cercanos al sitio de integracion (Weising y col., 1988). Por esta razén, a
menudo es necesario explorar un gran numero de eventos con el fin de identificar un evento que se caracterice por
la expresion 6ptima de un gen introducido de interés. Por ejemplo, se ha observado en plantas y otros organismos
que puede haber una amplia variacion en los niveles de expresion de un gen introducido entre los eventos. Puede
haber también diferencias en los patrones espaciales o temporales, por ejemplo, diferencias en la expresion relativa
de un transgén en distintos tejidos vegetales, que puede no corresponder con los patrones esperados para los
elementos reguladores de la transcripcion en la construccién genética introducida. Por esta razén, es comun
producir cientos a miles de diferentes eventos y explorar estos eventos para un unico evento que tiene los niveles y
patrones de expresion transgénica deseados para los fines comerciales. Un evento que tenga los niveles o patrones
deseados de expresion transgénica es util para introducir el transgén en otros contextos genéticos por cruzamiento
sexual utilizando procedimientos de cruce convencionales. La progenie de dichos cruzamientos mantiene las
caracteristicas de la expresion del transgén del transformante original. Esta estrategia se utiliza para asegurar la
expresion genética fiable en varias variedades que se han adaptado bien a las condiciones de cultivo locales.

Seria ventajoso ser capaces de detectar la presencia de un evento particular con el fin de determinar si la progenie
de un cruzamiento sexual contiene el transgén de interés. Ademas, un procedimiento para detectar un evento
particular seria util para cumplir con las regulaciones requeridas para la pre-aprobacién mercantil y el etiquetado de
alimentos derivados de cultivos recombinantes de plantas, por ejemplo. Es posible detectar la presencia de un
transgén por cualquier procedimiento de deteccion de acido nucleico bien conocido tal como la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) o hibridacion de ADN, utilizando sondas de acido polinucleico. Estos procedimientos de
deteccion se enfocan generalmente en los elementos genéticos que se utilizan frecuentemente, tal como
promotores, terminadores, marcadores genéticos, etc. Como resultado, dichos procedimientos pueden no ser Utiles
para discriminar entre diferentes eventos, particularmente los que se producen utilizando la misma construccion de
ADN a menos de que el ADN cromosomico (“ADN flanqueante”) adyacente al ADN transgénico insertado se
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conozca. Un ensayo de PCR especifico de evento se expone, por ejemplo, por Windels y col. (1999), que identificd
el evento de tolerante de soja 40-3-2 por PCR utilizando un grupo de cebadores que abarcaba la unién entre el
transgén insertado y el ADN flanqueante, especificamente un cebador que incluye la secuencia de la insercion y un
segundo cebador que incluye la secuencia del ADN flanqueante. Los procedimientos de deteccion por ADN
especifico de un evento en plantas transgénicas también se han descrito en las Patentes de EE. UU. N° 6.893.826;
6.825.400; 6.740.488; 6.733.974 y 6.689.880; 6.900.014 y 6.818.807.

La presente invencion se refiere al evento MON89788 de soja tolerante al glifosato (al que también se hace
referencia como MON19788 o GM_A19788) y a las moléculas de ADN contenidas en estas plantas de soja que son
utiles para los procedimientos de deteccion en plantas y progenie de las mismas y tejidos vegetales derivados de
MONB89788.

Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona una planta de soja, una semilla, la progenie de la planta de cualquier generacion
o parte de las mismas, que contienen el genoma de las mismas el SEQ ID NO: 9, en el que la planta se puede
obtener cruzando una planta obtenida a partir de la semilla de soja depositada con el nimero de acceso ATCC PTA-
6708 y otra planta.

En un aspecto relacionado, la presente invencion proporciona un procedimiento para producir una planta de soja
tolerante al herbicida glifosato como se ha caracterizado anteriormente, cuyo procedimiento comprende la
introduccion de un SEQ ID NO: 9 en el genoma de dicha planta por transformacion de las células vegetales con ADN
heterdlogo.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una molécula de ADN que comprende el SEQ ID NO: 9.

Breve descripcion de los dibujos

FIG. 1. Organizacioén de la insercion transgénica en el genoma de una planta de soja que comprende el evento
MONB89788.
FIG. 2A-2B. Procesamiento de productos comerciales de la soja.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a un nuevo evento de transformacion de soja designado MON89788 que
proporciona tolerancia al glifosato, y las partes de la planta y semillas y productos producidos de las plantas, partes
de plantas, semillas y productos que comprenden el evento. La invencion proporciona moléculas de ADN que son
nuevas en el genoma de las células de soja que comprenden MON89788 y moléculas de ADN que se pueden
utilizar en distintos procedimientos de detecciéon de ADN para identificar el ADN de MON89788 en una muestra.
Ademas se desvela un procedimiento para el control de malas hierbas en un campo de plantas que contienen el
MON89788 tratando las malas hierbas del campo que comprende las plantas que comprenden el evento MON89788
con un herbicida glifosato.

Se proporcionan las siguientes definiciones y procedimientos para definir mejor la presente invencioén y para guiar a
los expertos habituados en la técnica en la practica de la presente invencién. A menos de que se sefiale otra cosa,
los términos se tienen que entender segun el uso convencional por los expertos habituados en la técnica. Las
definiciones de términos comunes en biologia molecular también se pueden encontrar en Rieger y col. (1991) y
Lewin (1994). Se utiliza la nomenclatura para las bases de ADN como se expone en 37 CFR § 1.822.

Como se utiliza en el presente documento, el término “soja” significa Glycine max e incluye todas las variedades de
plantas que se pueden cruzar con soja.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “que comprende” significa “que incluye pero no se limita a”.

“Glifosato” se refiere a la N-fosfonometilglicina y sus sales. Glifosato es el principio activo del herbicida Roundup©
(Monsanto Co.). Los tratamientos con “herbicida glifosato” se refiere a los tratamientos con el herbicida Roundup®,
Roundup Ultra®, Roundup Pro® o cualquier otra formulacion de herbicida que contiene glifosato. Ejemplos de
formulaciones comerciales de glifosato incluye, sin restriccion, los que vende Monsanto Company como herbicidas
ROUNDUP®, ROUNDUP® ULTRA, ROUNDUP® ULTRAMAX, ROUNDUP® CT, ROUNDUP® EXTRA, ROUNDUP®
BIACTIVE, ROUNDUP® BIOFORCE, RODEO®, POLARIS®, SPARK® y ACCORD®, que contienen todos ellos
glifosato como su sal de isopropilamonio; ROUNDUP® WEATHERMAX (sal de glifosato potasico), los que se venden
por Monsanto Company como herbicidas ROUNDUP® DRY y RIVAL®, que contienen glifosato como su sal sodica; y el
que se vende por Proteccion de cultivos Syngenta como el herbicida TOUCHDOWN®, que contiene glifosato como su
sal trimetilsulfonio. El tratamiento de un campo que comprende plantas de soja tolerantes al glifosato que comprenden
el evento MON89788 con cualquiera de estas formulaciones del herbicida glifosato controlara el crecimiento de
malas hierbas en el campo y no afectara el crecimiento o rendimiento de las plantas de soja que contengan
MONB89788.
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Un “evento” transgénico se produce por transformacion de las células vegetales con un ADN heterélogo, por
ejemplo, una construccion de acido nucleico que incluye un transgén de interés, regeneracion de una poblacion de
plantas que resulta de la insercion del transgén en el genoma de la planta, y la seleccion de una planta particular
caracterizada por la inserciéon en una localizacion gendémica particular. El término “evento” se refiere al transformante
original y la progenie del transformante que incluye el ADN heterélogo. El término “evento” también se refiere a la
progenie producida por un cruzamiento sexual entre el transformante y otra variedad que incluye el ADN transgénico
heterdélogo y el ADN genomico flanqueante. El término “evento” también se refiere al ADN del transformante original
que comprende el ADN insertado y la secuencia gendémica flanqueante inmediatamente adyacente al ADN insertado
que se espera que se transfiera a la progenie que recibe el ADN insertado que incluye el transgén de interés como
resultado de un cruce sexual de una linea parental que incluye el ADN insertado (por ejemplo, el transformante
original y la progenie resultante del auto cruce) y una linea parental que no contiene el ADN insertado.

Una planta de soja tolerante al glifosato se puede aparear cruzando primero sexualmente una primera planta de soja
parental que consiste en una planta de soja cultivada a partir de una planta de soja transgénica tolerante al glifosato
que comprende MONB89788 o una planta de soja que es una progenie del cruzamiento de dicha planta que expresa
el fenotipo tolerante a glifosato, y una segunda planta de soja parental que carece de tolerancia al glifosato,
produciendo de esta manea una pluralidad de plantas de primera progenie y entonces seleccionar una planta de
progenie que es tolerante a la aplicacion del herbicida glifosato. Estas etapas pueden incluir adicionalmente el retro-
cruzamiento de la planta de la progenie tolerante al glifosato con la segunda planta de soja parental o una tercera
planta de soja parental, seleccionando entonces la progenie por aplicacion de glifosato o por identificacion con
marcadores asociados con el rasgo produciendo de esta manera una planta de soja que tolera la aplicacion del
herbicida glifosato. Se pueden utilizar marcadores moleculares que comprenden las moléculas de union ADN que se
identifican en los sitios 5’ y 3’ de la insercion del transgén en el evento MON89788.

También se tiene que entender que se pueden emparejar dos plantas transgénicas diferentes para producir unos
hijos que contienen dos transgenes exdgenos segregados independientemente. El retro-cruzamiento de una planta
parental y el cruzamiento con una planta no transgénica como se ha descrito anteriormente, también se contempla,
como la propagacion vegetativa. Las descripciones de ofros procedimientos de cruzamiento se utilizan
habitualmente para los distintos rasgos y cultivos se pueden encontrar en una de varias referencias, por ejemplo,
Fehr, (1987).

Una “sonda” es un acido nucleico aislado a la cual se une un marcador detectable convencional o molécula
indicadora, por ejemplo, un isétopo radioactivo, un ligando, un agente quimioluminiscente, o una enzima. Dicha
sonda es complementaria a una cadena de un acido nucleico diana, en el evento de la presente invencion, a una
cadena de ADN gendmico de una planta de soja que contiene el evento MON89788 sea de una planta o semilla de
soja o de una muestra o extracto de la planta o la semilla que incluye el ADN del evento. 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 diana y que se puede utilizar para
detectar la presencia de esa secuencia de ADN diana.

“Cebadores” son acidos polinucleicos aislados que estan hibridados a una cadena de acido polinucleico diana
complementaria por hibridacién de acidos nucleicos para formar un hibrido entre el cebador ya la cadena de acido
polinucleico diana, y luego extendido a lo largo de la cadena de acido polinucleico por una polimerasa, por ejemplo,
una ADN polimerasa. Par de cebadores se refiere a su uso para la amplificaciéon de una molécula de acido
polinucleico diana, por ejemplo, por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) u otros procedimientos de
amplificaciéon de acidos nucleicos convencionales.

Las sondas y cebadores son en general de 11 polinucledtidos o mas de longitud, preferentemente de 18
polinucledtidos o mas, mas preferentemente de 24 polinucleétidos o 30 polinucleétidos o mas. Dichas sondas y
cebadores se hibridan especificamente a una molécula diana en condiciones de hibridacion de alta rigurosidad.
Preferentemente, las sondas y cebadores tienen una identidad de secuencia completa con la molécula diana,
aunque las sondas se diferencias de la secuencia diana y mantienen la capacidad para hibridar secuencias diana en
condiciones de alta rigurosidad puede disefarse por procedimientos convencionales.

Los procedimientos para preparar y utilizar sondas y cebadores se describen, por ejemplo, en Sambrook y col.
(1989); Ausubel y col. (1992); e Innis y col. (1990). Los pares de cebadores PCR (un grupo cebador) se puede
derivar de una secuencia conocida por ejemplo, utilizando programas de computadora que se pretenden para este
fin tal como Primer (Version 0.5 © 1991, Whitehead Instute for Biomedical Research, Cambridge, MA).

Los cebadores y sondas basados en el ADN gendmico flanqueante y las secuencias insertadas que se desvelan en
el presente documento (SEQ ID NO: 1-4 y 9) pueden utilizarse para confirma, y si es necesario, corregir las
secuencias desveladas por procedimientos convencionales, por ejemplo, aislando la molécula de ADN
correspondiente a partir de un depésito de semillas que comprenden MON89788, y determinando la secuencia de
acido nucleico de dichas moléculas. Las moléculas de ADN asociadas adicionales se pueden aislar del genoma de
una célula que comprende MON89788 que comprende la insercion transgénica y las regiones gendmicas
flanqueantes, y fragmentos de estas moléculas se pueden utilizar como cebadores o sondas.
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Las sondas y cebadores de acido nucleico se hibridan en condiciones rigurosas con una secuencia de ADN diana.
Se puede utilizar cualquier procedimiento convencional de hibridacién o amplificacién de acido nucleico para
identificar la presencia de ADN del evento MON89788 en una muestra. Las moléculas de acido nucleico o
fragmentos de las mismas son capaces de hibridarse especificamente a otras moléculas de acido nucleico en ciertas
circunstancias. Como se utiliza en el presente documento, se dice que dos moléculas de acido nucleico es capaz de
hibridarse especificamente entre ellas si las dos moléculas son capaces de formar una estructura de acido nucleico
de doble cadena antiparalelas y tienen la suficiente longitud para mantener esta estructura en condiciones de alta
rigurosidad. Se dice que una molécula de acido nucleico es la “complementaria” de otra molécula de acido nucleico
si presenta una complementariedad completa. Como se utiliza en el presente documento, se dice que presenta
“complementariedad completa” cuando cada nucleétido de una de las moléculas es complementario de un
nucledtido de la otra. Se dice que dos moléculas son “minimamente complementarias” si se pueden hibridar entre
ellas con suficiente estabilidad para permitirlas mantenerse hibridadas entre ellas al menos en condiciones de “baja
rigurosidad” convencionales. De manera similar, se dice que las moléculas son “complementarias” si se pueden
hibridar entre ellas con suficiente estabilidad para permitirlas mantenerse hibridadas entre ellas en condiciones de
“alta rigurosidad” convencionales. Las condiciones de rigurosidad convencionales estan descritas por Sambrook y
col., 1989, y por Haymes y col. (1985). Las divergencias de la complementariedad completa son por lo tanto
permisibles, siempre que tales divergencias no eviten completamente la capacidad de las moléculas para formar una
estructura de doble cadena. Con el fin de que una molécula de acido nucleico sirva como cebador o sonda es
necesario solamente que sea suficientemente complementario en secuencia para que sea capaz de formar una
estructura de doble cadena estable en el disolvente y concentraciones de sales que se empleen.

Como se utiliza en el presente documento, una secuencia sustancialmente homoéloga es una secuencia de acido
nucleico que se hibridara especificamente a la complementaria de la secuencia de acido nucleico a la que se va a
comparar en condiciones de alta rigurosidad. Las condiciones de rigurosidad apropiadas que promueven la
hibridacion de ADN, por ejemplo, 6.0 x cloruro sédico/citrato sodico (SSC) a aproximadamente 45 [1C, seguido por
un lavado de 2,0 x SSC a 50 JC, son conocidas por los expertos en la técnica o se pueden encontrar en Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley y Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Por ejemplo, la concentracion de sal en
la etapa de lavado se puede seleccionar de una rigurosidad baja de aproximadamente 2,0 x SSC a 50 [1C a una alta
rigurosidad de aproximadamente 0,2 x SSC a 50 [1C. Ademas, la temperatura de la etapa de lavado se puede
aumentar desde las condiciones de baja rigurosidad a temperatura ambiente, aproximadamente 22 [1C, a las
condiciones de alta rigurosidad a aproximadamente 65 [1C. Tanto la temperatura como las sales se pueden variar, o
se pueden mantener la temperatura o la concentracion de sal mientras que se cambian otras variables. En una
realizacion preferida, un acido nucleico se hibridara especificamente a una o mas de las moléculas de acido nucleico
que se exponen en SEQ ID NO: 1-4, y 9, complementarias de las mismas o fragmentos de cualquiera en
condiciones moderadamente rigurosas, por ejemplo a aproximadamente 2,0 x SSC y aproximadamente 65 [1C. En
una realizacién preferida particularmente, un acido nucleico se hibridara especificamente a una o mas de las
moléculas que se exponen en SEQ ID NO: 1-4 y 9, complementarias de las mismas o fragmentos en condiciones de
alta rigurosidad. En un aspecto, una molécula de acido nucleico marcadora preferida comprende la secuencia de
acido nucleico que se expone en SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o complementarias de las mismas o fragmentos. En
otro aspecto, una molécula de acido nucleico marcadora preferida comparte entre un 80 % y un 100 % o0 90 % y
100 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico que se expone en SEQ ID NO: 1 0o SEQ ID NO:
2 o complementarias de la misma o fragmentos de cualquiera. Las moléculas de ADN marcadores moleculares que
comprenden SEQ ID NO: 1, o SEQ ID NO: 2, o complementarias de las mismas o fragmentos de cualquiera se
pueden utilizar como marcadores en procedimientos de cruzamiento de plantas para identificar la progenie de
cruzamientos genéticos de manera similar a los procedimientos descritos para el analisis de marcadores de ADN de
secuencia repetida simples, en Cregan y col. (1997). La hibridacion de la sonda a la molécula de ADN diana puede
detectarse por cualquiera de los distintos procedimientos conocidos por los expertos en la técnica, que pueden
incluir, pero no se limitan a, marcadores fluorescentes, marcadores radioactivos, marcadores basados en
anticuerpos, y marcadores quimioluminiscentes,

Con respecto a la amplificacion de una secuencia de acido nucleico diana (por ejemplo, por PCR) utilizando un par
de cebadores de amplificacion particular, “condiciones rigurosas” son condiciones que permiten que el par de
cebadores se hibride solamente con la secuencia de acido nucleico diana con la que un cebador que tienen la
secuencia de tipo silvestre correspondiente (o su complementaria) se uniria y preferentemente produce un unico
producto de amplificacién, el amplicon, en una reacciéon de amplificacion térmica de ADN.

La expresion “especificamente para (una secuencia diana)” indica que una sonda o cebador se hibrida en
condiciones de hibridacién rigurosas solamente a la secuencia diana en una muestra que comprende la secuencia
diana.

Como se utiliza en el presente documento, “ADN amplificado” o “amplicon” se refiere al producto de amplificacion de
acido nucleico de una secuencia de acido nucleico diana que es parte de una matriz de acido nucleico. Por ejemplo,
para determinar si la planta de soja resulta de un cruzamiento sexual que contiene el evento transgénico MON89788
o si la muestra de soja recolectada de un campo comprende MON89788, o un extracto de soja, tal como carne,
harina o aceite comprende MON89788. El ADN extraido de una muestra o extracto de tejido de una planta de soja
se puede someter a un procedimiento de amplificacion de acido nucleico utilizando un par de cebadores que incluye
un cebador derivado de regién gendmica adyacente al sitio de insercion del ADN transgénico heterdlogo y un
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segundo cebador derivado del ADN transgénico heterdlogo insertado para producir un amplicén que es diagndstico
de la presencia del evento de ADN. El amplicén tiene una longitud y tiene una secuencia que también es diagndstica
del evento. El amplicon puede variar de longitud desde la longitud combinada de los pares de cebadores mas un par
de bases de nucleédtido, o mas aproximadamente cincuenta pares de bases de nucleétido, 0 mas aproximadamente
doscientos cincuenta pares de bases de nucleétidos, 0 mas aproximadamente trescientos cincuenta pares de bases
de nucleétido o mas.

De manea alternativa, se puede derivar un par de cebadores de la secuencia gendmica flanqueante en ambos lados
del ADN insertado de manera que se produce un amplicon que incluye la secuencia de nucleétido insertada
completa. Un miembro de un par de cebador derivado de la secuencia genémica de la planta se puede localizar a
distancia de la molécula de ADN transgénica insertada, esta distancia puede variar desde un par de bases de
nucledtido hasta aproximadamente veinte mil pares de bases de nucleétido. El uso del término “amplicdn” excluye
especificamente los dimeros de cebador que se pueden formar en la reaccién de amplificacién térmica de ADN.

La amplificacion de acido nucleico se puede conseguir por cualquiera de los distintos procedimientos de reaccion de
amplificacion de acido nucleico que se conocen en la técnica, incluyendo la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Se conoce una variedad de procedimientos en la técnica como se describe, inter alia, en las Patentes de EE.
UU. N° 4.683.195 y 4.683.202 y en Innis y col. (1990). Los procedimientos de amplificacion por PCR se han
desarrollado para amplificar hasta 22 kb de ADN gendmico y hasta 42 kb de ADN de bacteriéfago (Cheng y col.,
1994). Se pueden utilizar estos procedimientos asi como otros procedimientos conocidos en la técnica de la
amplificacion de ADN. La secuencia de la insercion de ADN heterdlogo o la secuencia flanqueante del evento de
soja MON89788 puede verificarse, y corregirse si es necesario amplificando dichas moléculas del evento genémico
utilizando cebadores derivados de las secuencias proporcionadas en el presente documento seguidos por
procedimientos de secuenciacion de ADN convencionales aplicados al amplicon de la PCR o al ADN
genodmico/transgénico clonado aislado.

El amplicdn producido por estos procedimientos se puede detectar por una pluralidad de técnicas. Uno de dichos
procedimientos es el analisis Genetic Bit (Nikiforov, y col., 1994) donde se disefia un oligonucleétido ADN que se
solapa con la secuencia de ADN flanqueante adyacente y la secuencia de ADN TRANSGENICO INSERTADA. El
oligonucledtido se inmoviliza en pocillos de una placa de micropocillos. Después de la PCR de la regién de interés
(utilizando un cebador en la secuencia insertada y otro en la secuencia genémica flanqueante adyacente), se puede
hibridar un producto PCR de cadena sencilla con el oligonucleétido inmovilizado y servir como matriz de una
reaccion de extension de base unica utilizando una ADN polimerasa y marcado con dNTP especifico para la préxima
base esperada. La lectura se puede basar en ELISA o fluorescente. Una seial indica la presencia de la secuencia
gendmica flanqueante/insertada debido a la amplificacion satisfactoria, hibridacion y extension de base Unica.

Otro procedimiento es la técnica de Pirosecuenciacion como describe Winge (2000). En este procedimiento se
disefia un oligonucledtido que se solapa con la union del ADN gendmico adyacente y el ADN insertado. El
oligonucledtido se hibrida a un producto PCR de cadena sencilla a partir de la region de interés (un cebador en la
secuencia insertada y otro en la secuencia genémica flanqueante) y se incubé en presencia de una ADN polimerasa,
ATP, sulfurilasa, luciferasa, apirasa, adenosina 5 fosfosulfato y luciferina. Se afiaden dNTP individualmente y la
incorporacién da como resultado una sefial luminosa que se puede medir. Una seial luminosa indica la presencia de
la secuencia flanqueante/insertada transgénica debido a la amplificacion satisfactoria, hibridacion, y extension de
base Unica o multiple.

La Polarizacién de Fluorescencia como describe Chen y col. (1999) es un procedimiento que se puede utilizar para
detectar el amplicon. Utilizando este procedimiento se disefia un oligonucleétido que solapa la union de ADN
gendmico flanqueante e insertado. El oligonucleétido se hibrida con un producto de PCR de cadena sencilla de la
region de interés (un cebador en el ADN insertado y otro en la secuencia de ADN gendmica flanqueante) y se incuba
en presencia de una ADN polimerasa y un ddNTP marcado fluorescentemente. Los resultados de la extension de
base Unica dan como resultado la incorporacion del ddNTP. La incorporacion se puede medir como un cambio de la
polarizacién utilizando un fluorémetro. Un cambio de polarizacion indica la presencia de la secuencia de la inserciéon
transgénica / gendmica flanqueante debido a amplificacion satisfactoria, hibridacion y extension de base unica.

Tagman® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) se describe como un procedimiento para detectar y cuantificar la
presencia de una secuencia de ADN y se entiende completamente con las instrucciones proporcionadas por el
fabricante. En resumen, se disefia una sonda de oligonucledtido FRET que se solapa con la union de ADN gendémico
flanqueante y el insertado. La sonda FRET y los cebadores de PCR (un cebador en la secuencia de ADN insertado y
otro en la secuencia genémica flanqueante) se ciclan en presencia de una polimerasa termoestable y dNTP. La
hibridacion de la sonda FRET da como resultado la escision y liberacion del resto fluorescente del resto de
enfriamiento en la sonda FRET. Una sefal fluorescente indica la presencia de la secuencia gendmica
flanqueante/insercion transgénica debido a la amplificacion satisfactoria e hibridacion.

Las balizas moleculares se habian descrito para su uso en la deteccion de secuencias como se describe en Tyangiy
col. (1996). En resumen, un oligonucleétido sonda FRET se disefia para que se solape con la unidon del ADN
gendmico flanqueante y la insercion. La estructura Unica de la sonda FRET da como resultado que contenga una
estructura secundaria que mantiene el resto de fluorescencia y enfriamiento en estrecha proximidad. La sonda FRET
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y los cebadores de PCR (un cebador en la secuencia de ADN insertada y el otro en la secuencia genémica
flanqueante) se ciclan en presencia de una polimerasa termoestable y dNTP. Después de la amplificacion por PCR
satisfactoria, la hibridacion de la sonda FRET a la secuencia diana da como resultado la retirada de la estructura
secundaria de la sonda y la separacién espacial de los restos fluorescentes y de enfriamiento. Esto resulta en una
sefial fluorescente. Una sefal fluorescente indica la presencia de la secuencia gendmica flanqueante/insercion
transgénica debido a una amplificacion satisfactoria e hibridacion.

Otros procedimientos descritos, tal como, microfluidica (Pub. de Patente de EE. UU. N° 2006068398, Patente de EE.
UU. N° 6.544.734) proporcionan procedimientos y dispositivos para separar y amplificar muestras de ADN. Los
colorantes Opticos que se utilizan para detectar y cuantificar moléculas especificas de ADN (documento
WO/05017181). Los dispositivos de nanotubos (documento WO/06024023) que comprende un sensor electrénico
para la deteccion de moléculas de ADN o nanoperlas que se unen especificamente a moléculas de ADN y pueden
entonces detectarse son Utiles para detectar moléculas de ADN.

Se pueden desarrollar kits de deteccion de ADN utilizando las composiciones desveladas en el presente documento
y los procedimientos de deteccion de ADN descritos o conocidos en la técnica. Los kits son utiles para la
identificacion de un evento de ADN en soja en una muestra y se pueden aplicar a los procedimientos para cruzar
plantas de soja que contienen el ADN. Los kits pueden contener cebadores o sondas ADN que son homdlogos o
complementarios a las SEQ ID NO: 1-4 y 9 o cebadores o sondas ADN homodlogos o complementarios al ADN
contenido en los elementos de ADN genéticos transgénicos, estas secuencias de ADN se pueden utilizar en las
reacciones de amplificacion de ADN o como sondas en un procedimiento de hibridacién de ADN. La estructura del
ADN de los elementos genéticos transgénicos contenidos en el genoma de soja y que se ilustra en la Figura 1
comprende una region genomica 5’ del genoma de soja A3244 flanqueando la insercién transgénica, comprendiendo
la insercion una parte de la region limitrofe derecha (RB) de Agrobacterium tumefaciens, el promotor quimérico
FMV/Tsfl y elementos relacionados unidos (Patente de EE. UU. N° 6.660.911; a los que se hace referencia como
FMV/E1F1a) conectado operativamente a una secuencia codificante de péptido de transito a cloroplastos EPSPS de
Arabidopsis (al que se hace referencia en el presente documento como CTP2 o TS-AtEPSPS CTP2, Patente de EE.
UU. N° 5.633.435), unida operativamente a un EPSPS de resistencia al glifosato (al que se hace referencia en el
presente documento como CP4 EPSPS o aroA: CP4, aislado de Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 y que
codifica una secuencia modificada para aumenta la expresion en células vegetales, Patente de EE. UU. N°
5.633.435), unida operativamente a la region de terminacion 3’ de ribulosa de guisante 1,5-bifosfato carboxilasa (a la
que se hace referencia en el presente documento como E9 3’ o T-Ps.RbcS:E9, Coruzzi y col., (1984), una parte de
la region limitrofe izquierda (LB) de Agrobacterium tumefaciens, y la region genémica 3’ del genoma de soja A3244
flanqueando la insercién transgénica. Las moléculas de ADN dutiles como cebadores en Los procedimientos de
amplificacion de ADN se pueden derivar de las secuencias de elementos genéticos de la insercion transgénica
contenida en el evento de soja MON89788. Estas moléculas de cebador se pueden utilizar como parte de un grupo
de cebadores que también incluyen una molécula de cebador ADN derivada del genoma de soja que flanquea la
insercion transgénica. El evento de soja MON89788 se produjo por transformacion de la linea A3244 de soja
(Patente de EE. UU. N° 5.659.114) por un procedimiento mediado por Agrobacterium, por ejemplo, los
procedimientos descritos en las Patentes de EE. UU. N° 6.384.301 y 7.002.058.

Los inventores de la presente invencion han descubierto que una linea de soja que comprende la regidon genémica
tipo T MON89788 (Tipo T es la combinacién de un transgén y la region haploide asociada del genoma de una
planta) en su genoma tiene un rendimiento mejorado con respecto a una linea que comprende la regidon genémica
tipo T 40-3-2 anterior. Esto se demostré en ensayos de campo repetidos que incluyen los datos de rendimiento
recolectados de muiltiples localizaciones de los Estados Unidos (Solicitud de Patente de EE. UU. N° 60/685584).

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar ejemplos de ciertas realizaciones preferidas de la invencion.
Deberia apreciarse por los expertos en la técnica que las técnicas desveladas en los ejemplos que siguen las
estrategias representativas que los inventores han encontrado que funcionan bien en la practica de la invencion, y
por lo tanto se pueden considerar como ejemplos que constituyen modos preferidos para su practica.

Ejemplos
Ejemplo 1
Produccion de un amplicon diagnéstico de ADN genémico MON89788

El ADN del evento de soja transgénica MON89788 se extrae del tejido que comprende semillas de soja, tejido
vegetativo o carne. El ADN se aisla del tejido utilizando el kit Miniprep Plant DNeasy de Qiagen de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Qiagen Corp. Valencia, CA).

Se produce un producto PCR que comprende una parte del ADN gendmico que flanquea el extremo 5 del ADN-T
(ADN de transferencia que comprende el transgén) de la insercidon en el genoma de una planta que comprende
MONB89788. Este producto de ADN comprende SEQ ID NO: 3. La PCR se puede llevar a cabo utilizando un cebador
disefiado para hibridarse con las secuencias de ADN que flanquean el extremo 5’ de la insercion transgenética
(cebador A ADN, SEQ ID NO: 5, véase la FIG. 1) emparejado con un segundo cebador (cebador ADN B, SEQ ID
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NO: 6) localizado en la regién de promotor transgénico (Patente de EE. UU. N° 6.660.911, SEQ ID NO: 28,
encontrado en la SEQ ID NO: 9).

Un producto PCR se produce a partir del extremo 3’ de la insercién transgénica que comprende una parte del ADN
gendmico que flanquean el extremo 3’ de la insercion de ADN-T en el genoma de una planta que comprende
MONB89788. Este producto de ADN comprende SEQ ID NO: 4. Se puede llevar a cabo utilizando un cebador
disefiado para hibridarse con las secuencias de ADN gendmico que flanquean el extremo 3’ de la insercion de cada
evento (cebador ADN D, SEQ ID NO: 8) y se emparejé con un segundo cebador (cebador ADN C, SEQ ID NO: 7)
localizado en la secuencia de terminacion de la transcripcion T-Ps.RbcS:E9 3’ en el extremo 3’ de la insercion.

La matriz de PCR incluye ~ 50 ng de ADN gendmico. Como control negativo se utilizd ~ 50 ng de ADN gendmico de
un cultivar de soja no transgénico. Cada reaccion de PCR contiene 5 ml de 10x de tampdn para la mezcla
REDAccuTag™ LA ADN Polimerasa (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), 200 mM de cada dNTP (Sigma-Aldrich), 0,4 mM
de cada cebador, y 2,5 unidades JumpStart™ REDTag™ ADN Polimerasa (Sigma-Aldrich) en un volumen total de
reaccion de 50 ml. Las reacciones PCR se llevaron a cabo en las siguientes condiciones de ciclado: 1 ciclo a 94 [1C
durante 3 minutos (min); 32 o 35 ciclos a 94 [1C durante 30 segundos (s), 58 [1C durante 30 s, 72 [1C durante 30 s o
1 min; 1 ciclo a 72 JC durante 10 min.

Se utilizaron pares de cebador del evento ADN para producir un amplicon diagnéstico para el ADN gendmico
MONB89788. Estos pares de cebador del evento incluyen pero no se limitan a los cebadores Ay B (SEQ ID NO: 5y
6) y pares de cebador del evento C y D (SEQ ID NO: 7 y 8), que se utilizaron en el procedimiento de amplificacion de
ADN descrito. Ademas de estos pares de cebador, cualquiera de los pares de cebador derivados de SEQ ID NO: 3 o
SEQ ID NO: 4, o las complementarias de la mismas, que cuando se utilizaban en la reaccion de amplificacion de
ADN produce un amplicon que comprende SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 diagnésticos para tejidos derivados de
eventos MON89788 de soja, respectivamente. Las condiciones de amplificacion de ADN ilustradas en la Tabla 1 y la
Tabla 2 se pueden utilizar para producir un amplicén diagnéstico para MON89788 utilizando el par de cebador del
evento apropiado. Cualquier modificacion de estos procedimientos que se utilizan para producir un amplicén
diagndstico para MON89788 esta en el nivel habitual de la técnica. Un extracto que supuestamente contiene ADN de
una planta o semilla de soja que comprende MON89788 o un producto derivado de una planta que comprende
MONB89788 que cuando se ensaya en el procedimiento de amplificacion de ADN produce un amplicén diagnoéstico
para el evento MON89788 de soja se puede utilizar como matriz para la amplificacion para determinar si esta
presente el MON89788.

El amplicdn se produce por el uso de al menos una secuencia de cebador derivada de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO:
4 que cuando se utiliza en un procedimiento de PCR produce un amplicon diagndstico para el evento MON89788.
Por ejemplo, la produccion de amplicones MON89788 se puede llevar a cabo utilizando un Stratagene Robocycler,
MJ Engine, Perkin-Elmer 9700, o un termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient como se muestra en la Tabla 2,
i por procedimientos y aparatos conocidos por los expertos en la técnica.

Tabla 1. Procedimiento de PCR y condiciones de la mezcla de reaccion para la identificacion de la region de union
insercion transgénica 5’/genémico de MON89788 de soja

Etapa Reactivo Cantidad Comentarios
; Anadida hasta un volumen
1 Al libre d | -
gua libre de nucleasa final de 20
1x concentracion final de
2 10x tampodn de reaccion (con MgCly) 2,0l tampon, 1.5 mM concentracion
final de MgCl,
3 10 mM de solucién de dATP, dCTP, 04 ul 200 uM de concentracion final
dGTP, ydTTP A H de cada dNTP
Cebador de evento A (SEQ ID NO: 5)
4 r.e-suspendldo en 1X1tamp6n TE o agua 0,2 ul 0,1 uM concentracion final
libre de nucleasa a una concentracion
de 10 uM)
Cebador de evento B (SEQ ID NO: 6)
5 r.e-suspend|do en 1x tampon TE o agua 0,2 ul 0,1 uM concentracion final
libre de nucleasa a una concentracion
de 10 uM)
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(continuacion)

Etapa |Reactivo Cantidad Comentarios

6 RNasa, DNasa libre (500 pg/ml) 0,1 ul 50 ng/reaccion

1,0 pl (recomendado
7 REDTaq ADN polimerasa (1 unidad/ pl) |cambiar pipetas antes de la |1 unidad/reaccion
proxima etapa)

ADN extraido (matriz):

* muestras que se van a analizar
* 10-200 ng de ADN

* hojas individuales e
gendmico

* hojas agrupadas (maximo de 10

hojas/agrupamiento) » 200 ng de ADN gendmico

* 50 ng de ADN genémico

« control Negativo : -
de soja no transgénico

* ADN no matriz (solucién

» control Negativo en la que el ADN se re-
suspendid)
* 50 ng de ADN genémico
« control Positivo de soja que comprende
MON89788

Se mezcla suavemente y, si es necesario (no en la parte superior caliente del termociclador), se afiaden 1-2 gotas
de aceite mineral en la parte superior de cada reaccion. Se procede con la PCR en un Robocycler Stratagene
(Stratagene, La Jolla, CA), MJ Engine (MJR-Biorad, Hercules, CA), Perkin-Elmer 9700 (Perkin Elmer, Boston, MA), o
un termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) utilizando los siguientes
parametros de ciclado (Tabla 2). EI MJ Engine o el termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient deberia funcionar
en el modo calculado. Poner el termociclador Perkin-Elmer 9700 con la velocidad de rampa fijada al maximo.

Tabla 2. Condiciones de termociclador

Ciclo N° Ajustes: Stratagene Robocycler
1 94 °C 3 minutos
34 94 °C 1 minuto
64 °C 1 minuto
72 °C 1 minuto y 30 segundos
1 72 °C 10 minutos
Ciclo N° |Ajustes: MJ Engine o Perkin-Elmer 9700
1 94 °C 3 minutos
34 94 °C 30 segundos
64 °C 30 segundos
72 °C 1 minuto
1 72 °C 10 minutos

Ciclo N° |Ajustes: Eppendorf Mastercycler Gradient

1 94 °C 3 minutos

34 94 °C 15 segundos
64 °C 15 segundos
72 °C 1 minuto

1 72 °C 10 minutos
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Ejemplo 2
Determinacion de secuencia de la region transgénica/genémica y analisis de Southern

La secuenciacion del ADN de los productos de la PCR proporciona un ADN que se puede utilizar para disefar
moléculas de ADN adicionales como cebadores y sondas para la identificacion de plantas o semillas de soja que
comprenden MONB89788. Los productos de la PCR de los tamafios esperados que representaban las secuencias
transgénica/gendmica 5’ y 3’ se aislaron por separacién de los productos de la PCR en un gel de agarosa al 2,0 %
por electroforesis. Los productos PCR que se aislaron incluyen las regiones de ADN 5’y 3’ que abarcan la unién de
la insercion entre la insercion transgénica en el genoma de soja. Los productos 5’ y 3’ de PCR para MON89788 se
purificaron en gel de agarosa de electroforesis seguido por el aislamiento a partir de la matriz de agarosa utilizando
el kit de extraccién en gel QlAquick (catalogo n° 28704, Qiagen Inc., Valencia, CA). Los productos de la PCR
purificados se secuenciaron entonces (por ejemplo, en un ABI Prism™ 377, PE Biosystems, Foster City, CA) y se
analizaron (por ejemplo, con el software de analisis de secuencia DNASTAR, DNASTAR Inc., Madison, WI).

Se determiné una secuencia de ADN por el segmento de par de bases de nucleétido que representa la region
transgénica/genémica del evento MON89788 como se ilustra en la FIG.1 y se identifico como SEQ ID NO: 9. Los
elementos genodmicos y transgénicos que estan contenidos en SEQ DI NO: 9 se describen en la Tabla 3. Las
regiones flanqueantes 5’ y 3’ se incluyen en SEQ ID NO: 9y se dan en SEQ ID NO: 21y 22.

Las secuencias de unién son moléculas de polinucleétido relativamente cortas que tienen las secuencias nuevas de
ADN vy son diagnosticas del ADN de MON89788 cuando se detectan en un ensayo de deteccion de acido
polinucleico. Las secuencias de unién en SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2 representan 10 polinucleétidos a cada lado
de un sitio de insercion del fragmento transgénico y al ADN gendmico de soja en MON89788. Las secuencias de
union de polinucleétido mas cortas o mas largas se pueden seleccionar de entre SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4. Las
moléculas de union (regiéon de union 5 de SEQ ID NO: 1, y region de unién 3’ de SEQ ID NO: 2= son utiles como
sondas ADN o como moléculas de cebador ADN en los procedimientos para la deteccion de ADN.

Los cebadores y sondas utilizados en un procedimiento Tagman® (Roche Molecular Systems, Inc., Pleasanton, CA)
para la detecciéon de un evento especifico de molécula de ADN se desarrollaron para el evento MON89788. Se hace
referencia a las moléculas de cebador como SQ2824 (SEQ ID NO: 10), SQ2826 (SEQ ID NO: 11), SQ1141 (SEQ ID
NO: 12), SQ1142 (SEQ ID NO: 13), SQ5543 (SEQ ID NO: 14) y se hace referencia a las moléculas de sonda como
PB871-6FAM (SEQ ID NO: 15), PB2191-VIC (SEQ ID NO: 16), y PB57-VIC (SEQ ID NO: 17). Los cebadores y las
sondas se utilizaron en el procedimiento Tagman® de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes para
proporcionar un amplicon diagndstico para ADN que comprende MONB89788. Los tejidos de soja que incluyen los
productos procesados, por ejemplo harinas y fuentes de ADN Utiles para este procedimiento. Los cebadores
adicionales que se utilizan para producir un amplicén a partir de harina de soja incluyen SEQ ID NO: 18-20.

Tabla 3. Anotacién de elementos genémicos y genéticos del fragmento de ADN transgénico/genémico (SEQ ID NO:
9) contenido en el genoma de soja que comprende MON89788

Elemento Genético' | Localizacién en la Funcion (Referencia)
Secuencia®
Secuencia i
flanqueante, extremo 1-1103 ADN GENOMICO DE SOJA

5’ de la insercion

Region de union 5’ 1093-1113 Region de ADN que comprende la insercion transgénica

Region de ADN de Agrobacterium tumefaciens que contiene la
B*-limite derecho 1104-1145 secuencia limitrofe derecha utilizada para la transferencia del
ADN-T (Depicker y col., 1982)

Secuencia que interviene 1146-1215 Secuencias utilizadas en la clonacién de ADN

Promotor quimérico que consiste en secuencias de amplificador del
4 _ promotor 35S del virus del mosaico de escrofularia (Richins y col.,

P -FMVITsf1 1216-2255 1987) y el promotor del gen Tsf1 de Arabidopsis thaliana (que

codifica la elongacion del factor EF-1alfa (Axelos, y col., 1989)

5 _ Lider no traducido 5 (ex6n 1) del gen Tsf1 de Arabidopsis thaliana
L"-Tsf1 2256-2301 que codifica la elongacion del factor EF-1 alfa (Axelos y col., 1989)
15-Tsf1 2302-2923 Intron del gen Tsf1 de Arabidopsis thaliana que codifica la

elongacion del factor EF-1 alfa (Axelos y col., 1989)

10
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(continuacion)

Localizacién en la

Elemento Genético' S Y Funcion (Referencia)
ecuencia
Secuencia que interviene 2924-2932 SECUENCIAS UTILIZADAS EN CLONACION DE ADN
Secuencias que codifican el péptido de transito hacia el cloroplasto
TS’-CTP2 2933-3160 del gen ShkG de Arabidopsis thaliana que codifica EPSPS (Klee y

col., 1987)

Secuencia codificante del codén optimizado del gen de aroA de
CSs-cp4 epsps 3161-4528 Agrobacterium spp. cepa CP4 que codifica la proteina CP4
EPSPS (Padgette y col., 1996; Barry y col., 1997)

Secuencia que interviene 4529-4570 Secuencias utilizadas en la clonacién de ADN

Secuencia no traducida 3’ del gen RbcS2 de Pisum sativum que

9
T-E9 4571-5213 codifica la subunidad pequefia de Rubisco (Coruzzi y col., 1984)

Secuencia que interviene 5214-5256 Secuencias utilizadas en la clonacién de ADN

Region de ADN de Agrobacterium tumefaciens que contiene la
B-Limite izquierdo 5257-5406 secuencia limitrofe izquierda utilizada para la transferencia del
ADN-T (Barker y col., 1983)

Region de union 3’ 5396-5416 Region de ADN que abarca la insercion transgénica
Secuencia flanqueante

del extremo 3’ de la 5407-6466 ADN genodmico de soja

insercion

Andlisis de transferencia de Southern

El ADN gendémico de una planta que comprende MON89788 y el ADN gendmico de soja de control (~ 15 ug de
cada) se digieren con varias enzimas de restriccion (140 U) en un volumen total de 150 pl del correspondiente
tampon del fabricante (NEB, Beverly, MA). Se utilizaron endonucleasas de restriccion, por ejemplo, Bgl11, BamH1,
Nco1, Hind111, y Bel1, en el analisis de Southern de MON89788. Las digestiones de endonucleasa se llevaron a
cabo a la temperatura apropiada durante al menos 6 horas. Tras la incubacién, se precipité el ADN con acetato
sédico 3 My 2,5 volumenes de etanol. Posteriormente, se lava el ADN con un 70 %, se seca y se re-suspende en 40
pl de TBE. El tampon de carga (0,2x) se afiadié a las muestras y entonces se someti a electroforesis en geles de
agarosa (0,8 %) durante 16-18 horas a 30 voltios. Los geles se tifien con bromuro de etidio, y luego se trata con una
solucion de despurinacion (0,125 N de HCI) durante 10 minutos, con una solucién desnaturalizante (0,5 M de
hidréxido sédico, 1,5 M de cloruro sédico) durante 30 minutos, y finalmente con una solucion de neutralizacion (0,5
M de base Trizma, 1,5 M de cloruro sédico) durante 30 minutos. EI ADN se transfirié a una membrana Hybond-N
(Amersham Pharmacia Biotech, Buckingamshire, Inglaterra) utilizando un Turboblotter (Schleicher y Schuell, Dassel,
Alemania) durante 4-6 horas y luego se fijo en la membrana utilizando luz ultravioleta.

Las membranas se pre-hibridan con 20 ml de solucién DIG Easy Hyb (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN;
n° de cat. 1603558) durante 2-4 horas a 45 [IC. Las sondas de ADN radioactivas (**P dCTP) homdlogas o
complementarias de SEQ ID NO: 1, o SEQ ID NO: 2, o SEQ ID NO: 3, o SEQ ID NO: 4, o una parte de las mismas se
hizo utilizando un kit de marcado de ADN Radprime (Invitrogen, Carlsbad, CA; n°® de cat. 18428-011). Los nucledtidos
no incorporados se retiraron utilizando columnas de SEPHADEX G-50 (Invitrogen). Las soluciones de pre-hibridacion
se sustituyeron con 10 ml de solucion DIG Easy Hyb pre-calentadas que contiene la sonda desnaturalizada a una
concentracion de 1 millén de recuentos por ml. Las transferencias se hibridaron a 45 [JC durante 16-18 horas.

Las transferencias se lavaron con una soluciéon de baja rigurosidad (5x de SSC, 0,1x de SDS) a 45 [(IC y luego se
lavaron repetidamente con una solucion de mayor rigurosidad (0,1x de SSC, un 0,1 % de SDS) a 65 [IC. Las
trasferencias se expusieron en una pantalla de fésforo (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) durante > 2 horas y
se leyd la exposicion utilizando la maquina Data Storm 860 (Amersham Bio-sciences). Estos procedimientos y
condiciones que se ejemplifican pueden ser modificarlos por los expertos en la técnica de deteccion de ADN en una
muestra.
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Ejemplo 3
Control de malas hierbas

Control del crecimiento de malas hierbas en un campo de soja que comprende MON89788. Se planta un campo con
semillas de soja que comprenden MON89788, se deja que germinen las semillas y salgan las plantas y el campo de
plantas se trata con una formulacién de herbicida que contiene glifosato. Se aplica al campo una dosis eficaz de una
formulacién de glifosato con tasas de tratamiento de aproxmadamente 0,028 g ae/m? (gramos de glifosato acido
equivalente /metro cuadrado) hasta 0,336 o mas g ae/m? Las tasas a menudo se aplicaban en un intervalo de
aproximadamente 0,084 g ae/m? a 0,055 g ae/m? con una frecuencia de uno o mas tratamientos durante la estacion
de cultivo seguin sea necesario para el control del crecimiento de malas hierbas en un campo. Las semillas de las
plantas que comprenden MONB89788 se recolectan de las plantas tratadas.

Se hizo un depdsito de la semilla de soja representativa del evento MON89788 de Monsanto Technology LLC,
desvelada anteriormente y se referido en las reivindicaciones bajo el Tratado de Budapest en la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110. El nimero de acceso de
ATCC para el depésito que comprende el evento MON89788 (también conocido como MON19788 o GM_A19788)
es PTA-6708, depositado el 11 de mayo de 2005. El depdsito se mantendra en el depositario durante un periodo de
30 afios, 0 5 afios tras la ultima peticion, o durante la vida efectiva de la patente, lo que sea mas largo, y se sustituira
si fuera necesario durante este periodo.

Referencias

Las siguientes referencias proporcionan procedimientos ejemplares u otros detalles suplementarios a los que se
exponen en el presente documento.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Malven, Marianne Rinehart, Jennifer Taylor, Nancy Dickinson, Ellen

<120> Evento MON89788 de soja y procedimientos para la deteccién del mismo

<130> MONS:113WO

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

<150> 60/685.584
<150> 27-05-2005

<160> 22
<170>3.3

<210>1

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(20)

<223> Molécula quimérica de genoma y transgén de soja

<400> 1
tatcaagctc caaacactga 20

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(20)

<223> Molécula quimérica de secuencia gendmica y transgén de soja

<400> 2
taataacgct cagactctag 20

<210> 3

<211> 1222

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1222)

<223> Molécula quimérica de ADN gendmico de soja e inserto de transgén

<400> 3
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<210>
<211>
<212>
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cctgtactic ccaaaactte gocttcoccctga cccatcatat ccaggactgg acgattgget

tgattgatac
geagecacgt
catttggtet
actcatgatt
ttttattact
aatgaaacaa
tttacatagyg
tattgtteat
ttcctaatta
acttecatcgg
atctettgge
tgcaataact
gectgttogt
tggtcaatga
ttcgatctet
tcectettgy
ttgttoctge
tggttatcaa
cccatcaage
gaagetaatt
4

675
ADN

cagatgggtg
tgaccetecat
tteatggect
ctagccttgy
atgattacat
ctaaataaac
acattcagty
cttgacagag
tgtgggteat
gagcagagta
tctecatttag
ctatcaceec
ckteotagect
ttatcaacat
gacaactett
cttitetaag
tececactctte
gctccaaaca
tetagcetaga

ctcagtccaa

<213> Secuencia artificial

<220>
<221>
<222>

misc_feature
(1)..(675)

agtcgagtoco
cattttttet
ccatgtegge
cacgtgtitg
tttgacgaty
gtgaatgeat
gaacgtaggy
ccaaagcata
tagttegace
tgtgtcagte
agtaagagca
Lteteottget
togoeccatga
attttctttt
taacttatcc
tttgagcteg
cttttgggct
ctgatagttt
geggecgegt

ag

accteggtag
catgeteate
ctitecatectge
gtaagggtac
atgatgattg
gacaatgata
tegaatcaaa
actagaaata
atgtgttgge
acogoettgg
aatttgtcca
tcoctttcaa
ctagcagcta
gttttgckca
tctaacatca
ttactgetge
ttittgttte
aaactgaagg

tatcaagctt

cggecattiat
atggccteea
tcttgaactt
cgtaaagegc
taggaaagaa
agttgctgaa
teoctatttca
caacatggac
agtaacttga
ctectggectaa
tecattteat
cctgcaaggt
ggttcacetl
actgttectect
ggttttceat
cacacaaage
ccgetctage

cgggaaacga

ctgcaggtcc

<223> Molécula quimérica de ADN de ADN gendmico de soja e inserto de transgén

<400>

4

14

ggcaacgatt
teatggtggt
catctatcte
gttegttett
tgaaatgagt
gtattataaa
ttaaaaacaa
acatcagcga
aagactatga
caaccttgyyg
ggcttettta
cgacactttt
ctettecatat
caaacttctc
acttgatttg
cectcgaaac
gctteaateg
caatctgatc

tgctcgagtg

G0

120

180

240

300

360

420

480

5490

600

660

720

780

B840

900

960

1020

1080

1140

1200

1222
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gecaattgat tgacaacatyg catcaatcga
cgtgaagttt ctcatctaag cceccattig
tttccgaatt agaataattt gtttattgct
gtcgttttat caaaatgtac tttecatttta
cttcactcte ctcaagcatt tcagectctt

aaattatececc ttacgttcte gactteaacce

tacttcccet tagttettta tctttcecttt
gaagtgtett tgcattaget tcattgaaac
ccgatggege acttcocteata gggtaaccta
taatacaacec ccteogtcocet ataaaaggga

ctactaccce tetttettbe cactatggga

ccaagagtte ttece

<210>5

<211> 21

<212> ADN

<213> Glycine max

<400> 5
cctgtacttc ccaaaacttc g 21

<210> 6

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus del mosaico de escrofularia

<400> 6
ctttccactg agaattagct cc 22

<210>7

<211> 24

<212> ADN

<213> Petunia hybrida

<400> 7
gccaattgat tgacaacatg catc 24

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Glycine max

<400> 8
gggaagaact cttggcaggc 20

<210>9

<211> 6466

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> misc_feature

cctgcagcca
gacgtgaatg
ttegectata
taataacgcet
ceecgetcay

atatgtgata

ccgetttatt
cteacgegat
attgtettac
catttggaaa

accaactaat

15

ctcgaagcgg
tagacacgtc
aatacgacgg
cagactctag
actcettage

gctgectatg

ccatgoctta
gaaaggtgtg
gaccaacata
tccttecacat

ggacgcteet

ccgcatcgat
gaaataaaga
atcgtaattt
tgactaccac
tttgggagec

ataccatgge

cogatectet
atggtctcct
ggattataat
aagcataaca

atcatgeetg

60
120
180
240
300

360

420
480
540
600
660

675
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<222> (1)..(6466)
<223> Molécula quimérica de ADN de ADN gendmico de soja e inserto de transgén

<400> 9

16



tgggggctgce
cgattggett
gcaacgattg
catggtggate
atctatctea
ttegittettt
gaaatgagta
tattataaat
taaazacaat
catcagegat
agactatgaa
aaccttggga
gcttetttat
gacacttttyg
tettcatatt
aaactictet
cttgatttgt
cotogaaact
cttcaategt
aatctgatec
gctegagtgg
aaaccattayg
gtteoecageac
agttagtggg
agacaaaaaa
attgcraaaga
gctgtectga
ttagettgag
catatcackt
tttgtaagga
gctegtggaa
tgaggttaat

aatggctett

ctgtacttee
gattgatacc
cagccacgtt
atttggtctt
ctcatgatte
tttattacta
atgaaacaac
ttacatagga
attgttcate
tectaattat
cttecatcggy
tetettgget
gcaataacte
cctgttegte
ggtcaatgat
tocgatetctyg
ceetettgge
tgttectget
ggttatcaag
ccatcaagcet
aagctaatte
ccaaaageta
atgeatcatyg
catctttgaa
ggaatggtgce
taaagcagat
cagcccacte
ctcaggattt
tattcaaatt
agaattcgat
tgggacacat
atatacttta

gataatctgce
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caaaactteg
agatgggtga
gacctccate
tecatggecetce
tagectigge
tgattacatt
taaakaaacy
cattcagtgg
ttgacagagc
gktgggtcatt
agcagagtat
ctcatttaga
tatcacceoet
ttctagecctt
tatcaacata
acaactettt
ttttctaaqgt
ccactcttec
ctccaaacac
ctagetagag
tcagtecaaa
caggagatca
gtecagtaagt
agtaatettg
agaattgtta
tectctagta
actaatgcgt
agcagcatte
ggtatcgeea
atcaagcttyg
atggttgtta
cttgtteatt

attcattgag

ctteectgac
gtcgagtceea
atttbtttete
catgteggec
acgtgtttgg
ttgacgatga
tgaatgeatyg
aacgtagggt
caaagcataa
agttggacca
gtgtcagteca
gtaagagcaa
tctettgett
cgeccatgac
ttttettteyg
aacttatect
ttgagectegt
ttttgggett
tgatagttta
cggcegegti
gectcaacaa
atgaagaatc
ttecagaaaaa
tcaacatecga
ggcgcaccta
caagtgggga
atgacgaacg
cagattgggt
aaaccaagaa
atatcggaay
taataaacca
attttatttg

atatcaaata
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ccateatate
ccteggtagc
atgceteatca
ttecatctget
taagggtacca
tgatgattgt
acaatgataa
cgaatcaaakb
ctagaaaktac
tgtgttgagea
cegecttgge
attktgtceat
cccttteaac
tagcagctag
ttttgctcaa
ctaacatceag
tactgetgee
ttttgtttea
aactgaaggce
atcaagectte
ggtcagggta
ttcaatcaaa
gacatccace
gcagctgget
craaaagcat
acaaaataac
cagtgacgac
tcaatcaaca
ggaactccea
tttctectett
ttteccattgt
gtgtttgaat

tttactectag

caggactgga
ggcatttaty
tggecetocat
c¢ttgaactte
gtaaagcgeg
aggaaagaat
gttgctgaag
cctattteat
aacatggaca
gtaacttgaa
tetggetaac
cecattteaty
ctgcaaggtce
gttcacctic
ctgttetete
gttttecata
ccacaaagcec
cagcteotageg
gggaaacgac
tgcaggtcet
cagagtetee
gtaaactact
gaagacttaa
tgtggggacce
ctttgecttt
gtggaaaaga
cacaazagaa
aggtacgagc
tocctecaaagy
gagggaggtt
catgagattt
aaatgatata

agaagagtgt

&0
120
180
240
300
360
420
480
5490
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1149
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1860
1860
182¢

158¢



catatagatt
tgcttgaata
acattcataa
aatggtaatt
acgctataaa
cgctacacac
ttttetkttt
tettigttga
atatcaacgt
ategatcttyg
cgagtgaact
attctggagt
ttgctttata
tagagcacca
gattgttttg
ttcaatattt
agttageaga
cagtcaacgc
tecegatttog
tegteoctett
ccgtocageca
caagtctate
caccggtett
tgccagaatc
cettgetect
gggtetigtt
gegtecaatyg
agacggtgat
cagggtacct
cccaggtate
tecaaggtttt
tettgaaggt

tactgcttte

gatggtecac
accttaatta
aacacaacca
taaagaatga
taaaaccact
ttkttetgega
cgtectgetga
ttgatcgtte
tteactgett
ttttgagatt
tgttgatttg
agcataacaa
tctcttgaaa
caatttttgt
tgttaaagat
gattgttett
atctgecaatg
aaatcteect
tegtegtgag
aaggtcatgt
actgctegta
tcoecacaggt
ttggaaggtg
cgtaaggaag
gaggchecete
ggtgtttacg
ggtegtgtgt
catettecag
atggcttceyg
accactgtta
ggtgctaace
cgtggtaage

ccattggttg
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aatcaatgaa
aaaggtgtga
acccaagagg
tattatttta
ctegttgetg
tatctetgag
tegttgetea
tgaaaattct
ctaaacgata
ttaatttgtt
cgtatttaag
atecagtgtt
ttgceogattt
ggtagaaatc
gattttcata
ttttttgeag
gtgtgcagaa
tatcggttte
gattgaagaa
cttetgttte
agtcetetgy
cotteatgtt
aagatgttat
gtgatacttg
Lcgatttcegy
atttcgatag
tgaacccact
ttaccttgeg
ctcaagtgaa
tegagecaat
ttaccgttga
tcaccaggtea

ctgecttget

attkttgyga
ttaaatgaty
tattgagtat
togttaaacce
atbtccattta
gtaageogtta
tattattteg
gatctgttgt
atttattecat
cgattgatty
atgtatgtecg
coctttttet
gattaaattt
ggtttgactc
atggttatat
atttgttgac
ceccatetett
tctgaagacg
gagtgggatg
cacggegtge
tctttctaga
tggaggtete
caacactggt
gatcattgat
taacgetgca
cactttcatt
tegegaaatg
tggaccaaag
gteecgectgtt
catgactegt
gactgatgct
agtgattgat

tgttccaggt
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gacgaacatg
tttgtaacat
tecacggctaa
taacattggt
tegttcttat
acgtaccett
atgattgttg
ttagatttta
gaaactattt
ttggttggtyg
atttgaattyg
aagggtaakt
agctogctta
cgatagegge
atgtctactyg
cagagatcta
atctceaatc
cagcagcate
acgttaattyg
atgctteacyg
accgtecegta
gcetageggtg
aaggctatge
ggtgttggta
actggttgee
ggtgacgett
ggtgtgcagg
actccaacge
ctgcttgetyg
gaccacactyg
gacggtgtge
gtteccaggtyg

teogacgtea

tataaccatt
gtagtactaa
acaggggeat
ttoggattca
tgaccctage
agatogttet
gattcgatge
tcgattgtta
tccocattotg
gatctatata
tgattgggta
cteggattgt
gctcagatga
tttttactat
tttttattga
ccatggogea
tctegaaate
cacgagctta
gctetgaget
gtgcaagcag
ttoccaggtga
azactegtat
aagctatggg
acggtggact
gtttgactat
ctectcactaa
tgaagtctga
caatcaccta
gtcteaacac
azaagatget
gtaccatccg
atocatecte

ccateocttaa

2040

21040

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

30900

3060

3l12¢

3180

3240

3300

3360

3420

3480

35440

3600

3660

3720

3780

3840

3200

3960



cgttttgatyg
categaagtyg
ttettectact
gtatccaatt
ggaagaacte
caacggtgtt
taagggtctc
tatgagettc
tatgateget
cgaactctee
ctctagetag
tcagttteat
actgttttte
gctategaac
gttcattctc
attataagag
atgaccgaag
aggcaacaaa
cetettghbgt
gattctaate
atatttttta
cagcecactey
tgaatgtaga
cctataaata
aacgctcaga
gctcagactc
gtgatagctg
tttattccat
cgcgatgaaa
tettacgacce
tggaaatect
actaatggac

tgagcacaty

aacccaacce
atcaacccac
ttgaagggty
ctegetgtig
cgtgttaagyg
gattgegatg
ggtaacgctt
ctegttatgg
actagcttee
gacactaagg
agetttegtt
tgegcacaca
ttgtaccatt
tgtgaaatgyg
aaattaatat
atatgcaaac
ttaatatgag
tatattttca
tttagacatt
attgctttat
atgcatttta
aagoggecgd
cacgtecgaaa
cgacggatcyg
ctetagtgac
cttagctttyg
cetabtgatace
gcettaccga
ggtgtgatgg
aacataggat
tcacataage
getectatea

cgatgacctt
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gtactggtet
gtettgetgy
ttactgttec
cagctgeatt
aragogacceyg
aaggtgagac
ctggagcage
gtcteogtite
cagagtteat
ctgettgatg
cgtatcateg
ccagaatect
tgttgtgett
aaatggatgg
tatttgttit
attttgtttt
gagtaaaaca
gacctagaaa
tatgaacttt
aattatagtt
tgacttgcca
ategategtyg
taaagattte
taatttgteg
tagcacctte
ggagccaaakt
catggctact
tcctetgaag
teteetecga
tataattaat
ataacactec
tgcctgecaa

gtatggggta

catcttgact
tggagaagac
agaagaccgt
cgetgaaggt
tetttotget
titcktektaegte
tgtegetace
tgaaaaccet
ggatttgatg
agctcaagaa
gtttegacaa
actgagtttg
gtaatttact
agaagagtta
ttetcttatt
gagtaaaaat
cttgtagttyg
agctgcaaat
cctttatgta
atactcatgg
attgattgac
aagtttetca
cgaattagaa
ttttatcaaa
actctectea
tatcccttac
tceeettagt
tgtectttgcea
tggegcactt
acaaccecte
taccectett
gagttcttec

gacagatcta

19

ctgeaggaaa
gtggctgact
getecttcta
gctacegtta
gtegeaaacyg
gtgegtggte
cacctegate
gttactgttg
gectggtettg
ttcgagecteg
cgttegteoaa
agtattatgg
gtgtttttta
atgaatgata
tgttgtgtgt
gtgtcaaatce
taccattatg
gttactgaat
attttccaga
atttgtagtt
aacatgcatc
tetaagecec
taatttgttt
atgtacttte
agcattteag
gttectcgact
teotttatett
ttagcttcat
ctcataggat
gtccctataa
tctttccact
caatttgect

ctttcatgat

tgggtgcega
tgegtatteg
tgatcgacga
kgaacggttt
gtctoaaget
gtectgacgg
acocgtateqge
atgatgetac
gagctaagat
gtaccggatc
gttecaatgea
cattgggaaa
tteggttite
tggtecectttt
tgaatttgaa
gtggecteta
cttattecact
acaagtatgt
atccttgtea
gagtatgaaa
aatcgacectyg
catttggacg
attgctttcg
attttataat
cotettacce
tcaaccatat
tccttteege
tgaaacctea
aagctaattg
aagggacatt
gtgggaacca
cgtectttce

tgaagacgtyg

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4744
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880

5940
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40

45

ggataccaac
gcatcttaag
gctatggtga
cgaaaatagt
tecttggetyg
cctattecta
tattctogec
gecatcctaag

gaagcatctg

cacacataaa
teaaatgtat
taagcaagaa
actatcccaa
gcecagagttt
ctttgcttea
atagaaggat
atcecttega

agtgattggt
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gagcaggege
catacactta
aagcatcgat
acactagcag
cegecttete
ctcagtctaa
agtacecaga
actcetctat

catagtattg

acaacagaaa
tgctaazaca
tgctactaga
tgctaatacg
ctecaatcac
ttctecatite
aaaaaggtat
ggttggtget

ggtgagagat

<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(22)

<223> Molécula cebadora sintética

<400> 10
ccttttgggc ttttttgttt cc 22

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(20)

<223> Molécula cebadora sintética

<400> 11
cgtttccegce cttcagttta 20

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(20)

<223> Molécula cebadora sintética

<400> 12
tgtgtggtgt gacccattgg 20

<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(25)

20

atcetegtag
acaatgateg
teccaccaact
tecgatgaatg
tteettggta
gagatcttga
ggctteette

aactgaaagt

gcgatg

tgctettett
ggcttteoett
cgtctacatt
atgcccactc
tteccectac
caacteoctge
ctcectategyg

ccccaaaagt

6000

6060

6120

6180

62490

6300

6360

6420

6466
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<223> Molécula cebadora sintética

<400> 13
cctcaattgg gagatactgc actta 25

<210> 14

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(29)

<223> Molécula cebadora sintética

<400> 14
gtagtcacta gggtcagtaa agaatgtga 29

<210> 15

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(18)

<223> Molécula cebadora sintética

<400> 15
ttatcaagct ccaaacac 18

<210> 16

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(22)

<223> Molécula cebadora sintética

<400> 16
tgagctcaaa gatatcaaca tg 22

<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(22)

<223> Molécula cebadora sintética

<400> 17
agttaaatca tagttaataa tc 22

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(20)

<223> Molécula cebadora sintética

21
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<400> 18
tccegceteta gegcettcaat 20

<210> 19

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(19)

<223> Molécula cebadora sintética

<400> 19
tcgagcagga cctgcagaa 19

<210> 20

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(24)

<223> Molécula cebadora sintética

<400> 20
ctgaaggcgg gaaacgacaa tctg 24

<210> 21

<211> 1103

<212> ADN

<213> Glycine max

<400> 21

tggaggetge ctgtacttec caaaactteg cttecctgac ccatcatate caggactgga 60
cgattggett gattgatacce agatgggtga gtogagteca ccteggtage ggcatttatg 120
geaacgattyg cagcocacgtt gaccteccate attttittetc atgetcatca btggectcocat 180

22
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catggtggte
atctatctca
ttegttettt
gaaatgagta
tattataaat
taaaaacaat
catecagegat
agactatgaa
aaccttggga
gettetttat
gacactittyg
tectteatatt
aaacttctet
cttgatttgt
cctegaaact

cttcaategt

<210> 22

<211> 1060
<212> ADN

<213> Glycine max

<400> 22

cagactctag
actccttagce
gctgcctaty
ceatgectta
gaaaggtgtg
gaccaacata
tecettecacat
ggacgctect
catgegatga
caaccacaca
taagtcaaat
gtgataagca
tagtactatc
gctggccaga
cctactttge
cgocatagaa
taagatccct
tctgagtgat

atttggtctt
ctecatgatte
tttattacta
atgaaacaac
ttacatagga
attgtteate
toctaattat
c¢ttecateggg
tetettgget
geaataacte
cetgttegte
ggtcaatgat
tcgatctcectg
ccctetktgge
tgttcctget
ggttatcaag

tgactaccac
tttgggagece
ataccatggc
ccgatectot
atggtctcct
ggattataat
aagcataaca
atcatgcctyg
cettgtatgg
taaagagcag
gtatcataca
agaaaagcat
ccaaacacta
gtttccgect
ttcactcagt
gaatagtace
tecgaactect
tggtecatagt
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tcatggecte
tagccttgge
tgattacatt
taaataaacg
cattecagtgg
ttgacagage
gtgggtceakt
agcagagtat
ctcatttaga
tatcaccect
ttectageectt
tatcaacata
acaactcttt
ttttctaagt
ccactcttec

cte

cttcactete
aaattatcce
tacttecccect
gaagtgtett
ccgatggege
taatacaacc
ctcctaccece
ccaagagtte
ggtagacaga
gogcacaaca
cttatgctaa
cgattgctac
geagtgetaa
tetectecaa
ctaattctca
cagaaaaaag
ctatggttgg
attgggtgayg

catgtcggee
acgtgtttygg
ttgacgatga
tgaatgcaty
aacgtagggt
caaagcataa
agttogacca
gtgtcagtca
gtaagagcaa
tectocttgett
cgcccatgac
ttttcttttyg
aacttatcet
ttgagctegt
ttttgggett

ctcaageatt
ttacgttcte
tagttcttta
tgcattaget
actteteata
cctogtcecet
tekttettte
ttcecaattt
tctacttteca
gaaaatccte
aacaacaatg
tagatccacc
tacgtcgatyg
tcactteett
tttegagate
gtatggette
tgctaactga
agatgcgatyg

23

tteatctget
taagggtace
tgatgattgt
acaatgataa
cgaatcaaat
ctagaaatac
tgtgttggea
cdegeettgye
atttgtecat
cccttteaac
tagcagcetag
ttttgetcaa
ctaacateag
tactgetgea
ttttgtttee

teagecetett
gacttcaace
tctttecttt
tcattgaaac
gggtaaccta
ataaaaggga
cactgtggga
gectegtocot
tgattgaaga
gtagtgctcet
ategggettt
aactcgteta
aatgatgcce
ggtaticecc
ttgacaactc
cttectecta

aagtocccaa

cttgaacttc
gtaaagegey
aggaaagaat
gtitgcotgaag
cctattteat
aacatggaca
gtaacttgaa
tetggetaac
ccatttcoatyg
ctgcaagytce
gtteaccttce
ctgttetcte
gttttecata
ccacaaagec

cgetetageg

cecocgetcag
atatgtgata
cocgetttatt
c¢tecacgcecgat
attgtettac
catttggaaa
accaactaat
tteectgagea
cgtgggatac
tcttgcatet
ccttgctatg
cattcgaaaa
actctcecttg
ctaccctatt
ctgctattct
tcgggeatee
aagtgaagca

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
%00
960
1020
1080
1103

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1060
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REIVINDICACIONES

1. Una planta de soja, una semilla, progenie de la planta de cualquier generacion o una parte de la misma,
conteniendo el genoma de la misma un SEQ ID NO: 9, en el que la planta se puede obtener por el cruzamiento de una
planta obtenida de una semilla de soja depositada con el nimero de acceso de la ATCC PTA-6708 y otra planta.

2. La parte de planta de soja de la reivindicacion 1, que se define como una célula, polen, évulo, flor, brote, raiz u hoja.

3. Un procedimiento de produccion de una planta de soja tolerante al herbicida glifosato como se define en la
reivindicaciéon 1, cuyo procedimiento comprende la introduccion de SEQ ID NO: 9 en el genoma de dicha planta por
transformacion de las células de la planta con un ADN heterdlogo.

4. Una molécula de ADN que comprende SEQ ID NO: 9.

24
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SEQ ID NO:3

SEQ ID NO:1
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SEQ ID NO:2

o

c

Insercion de ADN transgénico
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