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E DIVULGADO UM NOVO EVENTO DE MILHO TRANSGENICO DESIGNADO MIR604. A INVENCAO
REFERE-SE A SEQUENCIAS DE DNA DOS CONSTRUTOS RECOMBINANTES INSERIDOS NO
GENOMA DO MILHO E DE SEQUENCIAS GENOMICAS QUE FLANQUEIAM O SITIO DE INSERGAO
QUE RESULTOU NO EVENTO MIR604. A INVENCAO DIZ AINDA RESPEITO A ENSAIOS PARA
DETETAR A PRESENGA DAS SEQUENCIAS DE DNA DO MIR604, A PLANTAS DE MILHO E A
SEMENTES DE MILHO QUE COMPREENDEM O GENOTIPO MIR604, E A METODOS PARA
PRODUZIR UMA PLANTA DE MILHO CRUZANDO UMA PLANTA DE MILHO QUE COMPREENDE O
GENOTIPO MIR604 CONSIGO MESMA OU COM UMA OUTRA VARIEDADE DE MILHO.



RESUMO
“EVENTO DE MILHO MIR604”

E divulgado um novo evento de milho transgénico designado
MIR604. A invencdo refere-se a sequéncias de DNA dos
construtos recombinantes inseridos no genoma do milho e de
sequéncias gendmicas que flanqueiam o sitio de insercdo que
resultou no evento MIR604. A invencdo diz ainda respeito a
ensaios para detetar a presenca das sequéncias de DNA do
MIR604, a plantas de milho e a sementes de milho que
compreendem o gendtipo MIR604, e a métodos para produzir
uma planta de milho cruzando uma planta de milho que
compreende o gendtipo MIR604 consigo mesma ou com uma outra

variedade de milho.



DESCRIGAO
“EVENTO DE MILHO MIR604”

A presente invencdo refere-se em geral a area da biologia
molecular das plantas, transformacdo de plantas, e
reproducdo de plantas. Mails especificamente, a invencéo
refere-se a plantas de milho transgénicas resistentes aos
insetos que compreendem um novo gendtipo transgénico e a
métodos de detecdo da presenca do DNA da planta do milho

numa amostra e suas composicdes.

As pragas vegetais sdo um fator principal na perda de
colheitas agricolas importantes no mundo. Cerca de 8 mil
milhdes de dbélares sdo perdidos todos os anos sb nos
Estados Unidos devido a infestacdes de pragas de néo
mamiferos, incluindo insetos. As espécies de lagarta da
raiz do milho s&@o consideradas das pragas mais destruidoras
do milho. Espécies importantes de pragas de lagartas da
raiz incluem a Diabrotica virgifera virgifera, a lagarta da
raiz do milho ocidental; D. lIongicornis barberi, a lagarta
da raiz do milho do norte, D. undecimpunctata howardi, a
lagarta da raiz do milho do sul, e a D. virgifera zeae, a

lagarta da raiz do milho mexicana.

A lagarta da raiz do milho é sobretudo controlada por
aplicacdes intensivas de pesticidas quimicos. Pode ser
assim conseguido um bom controlo da lagarta da raiz do
milho, mas estes produtos gquimicos podem por vezes afetar
também organismos benéficos. Um outro problema que resulta
do amplo uso de pesticidas guimicos € o aparecimento de
variedades de insetos resistentes. Isto foi aliviado em

parte por meio de varias praticas de gestdo da resisténcia,



mas existe uma necessidade <crescente de estratégias
alternativas para o controlo das pragas. Uma de tais
alternativas inclui a expressdo de genes exdgenos Jue
codificam proteinas inseticidas em plantas transgénicas.
Esta aproximacdo forneceu um meio eficaz de protecdo contra
pragas selecionadas de insetos, e foram comercializadas
plantas transgénicas que expressam toxinas inseticidas,
permitindo aos agricultores reduzir as aplicacgdes de

inseticidas quimicos.

A  expressdo de genes exdbdgenos em plantas pode ser
influenciada pela sua posicdo nos cromossomas, talvez
devido a estrutura da cromatina ou a proximidade de
elementos de regulacdo transcricional perto do sitio de
integracdo (Ver por exemplo, Weising et al., 1988, "Foreign
Genes 1in Plants", Ann. Rev. Genet., 22:421-477). Por
conseguinte, é comum produzirem-se centenas de diferentes
eventos e triarem-se esses eventos para se encontrar um
inico evento gue possua oS niveis e padrdes de expressédo
transgénica desejados para finalidades comerciais. Um
evento gque possul niveis ou padrdes desejados de expressédo
genética é util para introgressdo do transgene em outros
antecedentes genéticos, por fecundacdo cruzada, usando
métodos de reproducdo convencionais. A descendéncia de tais
cruzamentos mantém as caracteristicas de expressao
transgénica do transformante original. Esta estratégia é
usada para assegurar uma expressdo genética fidvel num
numero de variedades que estdo bem adaptadas as condicdes

de crescimento locais.

O documento WO 03/018810 divulga sequéncias de 4acido
nucleico que codificam as toxinas Cry3A que tém toxicidade

aumentada a lagarta da raiz do milho.



0 documento WO 2004/011601 divulga composicdes e métodos
para a detecdo da presenca do DNA do evento de milho MON863
no genoma do milho a partir da transformacdo do construto
recombinante contendo um gene Cry3Bb e de sequéncias
gendmicas que flanqueiam o sitio de insercdo. Sao também
divulgados plantas com o evento de milho MON863, sua
descendéncia e sementes que contém o DNA do evento de milho

MON863.

WO 02/28185 divulga um método para proteger milho contra
danos causados por alimentacdo de uma ou mais pragas, cujo
método inclui o tratamento de sementes de milho que tém um
evento transgénico direcionado contra pelo menos uma das
pragas e que sdo capazes de expressar certas proteinas
Cry3Bb modificadas, com desde cerca de 100 g até cerca de

400 g de tiametoxam por 100 kg de sementes.

Seria vantajoso ser-se capaz de detetar a presenca de um
evento particular para se determinar se a descendéncia de
um cruzamento sexual tem um transgene de interesse. Para
além disso, seria util um método para detetar um evento
particular para o cumprimento das normas gue requerem a
aprovacdo pré-mercado e a rotulagem de alimentos derivados
de plantas de milho recombinantes, por exemplo. E possivel
detetar a presenca de um transgene por meio de qualqgquer
método bem conhecido de detecdo de 4&cidos nucleicos,
incluindo, mas n&o limitado a, amplificacdo térmica (reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) ) usando iniciadores
polinucleotidicos ou a hibridizacdo do DNA usando sondas de
adcidos nucleicos. Tipicamente, por uma questdo de
simplicidade e uniformidade de reagentes e metodologias

para uso na detecdo de um construto de DNA particular que



tenha sido wusado para transformar varias variedades de
plantas, estes métodos de detecdo focam-se em geral em
elementos genéticos frequentemente utilizados, por exemplo,
genes promotores, terminadores, e marcadores, porque para
muitos construtos de DNA, a regido da sequéncia de
codificacdo é intermutédvel. Como resultado, esses métodos
podem ndo ser Utels para descriminar entre construtos que
diferem apenas em relacdo a sequéncia de codificac&o. Para
além disso, esses métodos podem ndo ser Utelis para
descriminar entre eventos diferentes, em particular entre
0os produzidos usando o mesmo construto de DNA, salvo se a
sequéncia de DNA cromossémico adjacente ao DNA heterdlogo

inserido ("DNA flangueador") for conhecida.

A presente invencdo inclui um evento de milho transgénico
resistente aos insetos que tem, incorporado no seu genoma,
um gene cry3A055, divulgado na Publicacdo Internacional N°
WO 03/018810, publicada a 6 de marco de 2003, que codifica
uma toxina inseticida Cry3A055, Util no controlo de pragas
de insetos Diabrotica spp. O evento de milho transgénico
tem também incorporado no seu genoma um gene pmi, que
codifica uma enzima fosfomanose isomerase (PMI), divulgado
na patente Us N© 5,767,378, util como marcador
selecionédvel, o que permite gque a planta utilize a manose
como fonte de carbono. A presente invencdo também inclui
novas sequéncias de 4&cidos nucleicos isolados gue séo
Unicas para o evento de milho transgénico, Uteis para
identificar o evento de milho transgénico e para detetar
dcidos nucleicos do evento de milho transgénico numa
amostra bioldégica, bem como kits que compreendem 0s
reagentes necessarios para uso na detecdo destes A&cidos

nucleicos numa amostra bioldgica.



A presente invencdo refere-se a um método para identificar
uma planta de milho compreendendo o inserto heterdélogo de
MIR604 compreendendo um gene cry3A055 de SEQ ID NO: 59
flanqueado por sequéncias de nucledtidos apresentadas em
SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 3, e SEQ ID NO: 2 e SEQ ID NO: 4,
respetivamente, ou por seus complementos, dentre outras
plantas de milho que ndo compreendem o referido inserto
heterbélogo, compreendendo as etapas de:

(a) amplificacdo de uma sequéncia de DNA alvo da
planta de milho a ser identificada utilizando
iniciadores de nucledtidos compreendendo uma primeira
sequéncia de DNA compreendendo pelo menos cerca de 11
nucledtidos contiguos selecionados do grupo
consistindo dos nucledtidos 792-811 de SEQ ID NO: 3;
nucledétidos 497-516 de SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 5; SEQ
ID NO: 6; e seus complementos, e uma segunda sequéncia
de DNA, que estd compreendida na sequéncia de DNA do
inserto heterdlogo selecionada do grupo consistindo em
SEQ ID NO: 57; SEQ ID NO: 58; SEQ ID NO: 59; SEQ 1ID
NO: 60; SEQ ID NO: 61; SEQ ID NO: 62; SEQ ID NO: 63, e
seus complementos; e

(b) identificacdo da planta de milho compreendendo o
inserto heterdélogo de MIR604 dentre outras plantas de

milho.

A invencdo refere-se ainda ao uso de uma planta de milho
identificada no método acima descrito compreendendo o
inserto heterdélogo de MIR604 para o controlo de pragas de

insetos.

Em particular, a praga de inseto coledptero é selecionada
do grupo consistindo na Diabrotica virgifera virgifera, a

lagarta da raiz do milho ocidental, Diabrotica virgifera



zeae, a lagarta da raiz do milho mexicana, e a Diabrotica

longicornis barberi, a lagarta da raiz do milho do norte.

Em outra forma de realizacdo, a invencdo refere-se ao uso
descrito acima, em que as sementes da referida planta de
milho s&do tratadas com produtos quimicos de tratamento de
sementes, em particular para promover um aumento ou
sinergia da atividade inseticida da proteina Cry3A055 e/ou
para aumentar o espetro de atividade e a eficacia da

proteina expressa e do produto quimico.

Em uma forma de realizacdo, o referido produto guimico & um

inseticida, em particular o referido inseticida é Cruiser®.

Quaisquer referéncias a invencdo ou a aspetos ou formas de
realizacdo da invencdo aqui mencionados, gque excedem o
ambito da invencdo como representado pelas reivindicacdes
ndo fazem parte da invencdo mas representam informacdo de

base Util apenas para a compreensdo da invencdo.

A  presente invencdo refere-se a um evento de milho
transgénico, designado MIR604, gque compreende um novo
gendtipo transgénico que compreende um gene cry3A055 e um
gene pmi que conferem resisténcia a insetos e a capacidade
de utilizar a manose como fonte de carbono, respetivamente,
ao evento de milho MIR604 e & descendéncia do mesmo. A
invencdo também proporciona plantas de milho transgénico
gque compreendem o gendtipo da invencdo, sementes das
plantas de milho transgénico compreendendo o gendtipo da
invencdo, e métodos para produzir uma planta de milho
transgénico compreendendo o gendtipo da invencdo, cruzando
um milho puro gque compreende o gendtipo da invencdo com ele

préprio ou com uma outra linha de milho de um gendtipo



diferente. As plantas de milho transgénico da invencéo
podem ter essencialmente todas as caracteristicas
morfoldégicas e fisioldgicas da correspondente planta de
milho ndo transgénica isogénica, para além das conferidas a
planta de milho pelo novo gendtipo da invencdo. A presente
invencdo também proporciona composicdes e métodos para
detetar a presenca de acidos nucleicos do evento MIR604 com
base na sequéncia de DNA de cassetes de expressdo
recombinantes inseridas no genoma do milho qgue resultaram
no evento MIR604 e de sequéncias gendémicas gque flanqueiam o
sitio de insercdo. O evento MIR604 pode ainda ser
caracterizado pela andlise dos niveis de expressido das
proteinas Cry3A055 e PMI, bem como pelo teste da eficéacia

contra as lagartas da raiz do milho.

De acordo com um aspeto, a presente invencdo proporciona
uma molécula de &cido nucleico isolado que compreende pelo
menos 10 nucledtidos contiguos de uma sequéncia de DNA
heterdlogo inserida no genoma da planta de milho do evento
de milho MIR604 e pelo menos 10 nucledtidos contiguos do
DNA do genoma de uma planta de milho que flanqueia o ponto
de insercdo de uma segquéncia de DNA heterdlogo inserida no
genoma da planta de milho do evento de milho MIR604. A
molécula de acido nucleico isolado de acordo com este
aspeto pode compreender pelo menos 20 ou pelo menos 50
nucledtidos contiguos de uma sequéncia de DNA heterdlogo
inserida no genoma da planta de milho do evento de milho
MIR604, e pelo 20 ou pelo menos 50 nucledtidos contiguos do
DNA do genoma de uma planta de milho que flanqueia o ponto
de insercdo de uma seqguéncia de DNA heterdlogo inserida no

genoma da planta de milho do evento de milho MIR604.



De acordo com um outro aspeto, a presente invencdo
proporciona uma molécula de 4cido nucleico isolado
compreendendo uma sequéncia de nucledtidos gque compreende
pelo menos uma sequéncia de Jjuncdo do evento MIR604
selecionada entre o grupo que consiste na SEQ ID NO: 1 e
SEQ ID NO: 2, e sequéncias complementares das mesmas. Uma
sequéncia de juncdo abrange a juncdo entre o DNA heterdlogo
compreendendo as cassetes de expressido inseridas no genoma
do milho e DNA do genoma do milho que flanqueia o sitio de

insercdo, e é diagndstica do evento MIRG04.

De acordo com um outro aspeto, a presente invencdo
proporciona um acido nucleico isolado que liga uma molécula
de DNA heterdlogo ao genoma da planta de milho no evento de
milho MIR604 compreendendo uma sequéncia de cerca de 11 a
cerca de 20 nucledtidos contiguos selecionados entre o
grupo dque consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, e

sequéncias complementares das mesmas.

De acordo <com um outro aspeto a presente invencéo
proporciona uma molécula de 4cido nucleico isolado
compreendendo uma sequéncia de nucledtidos selecionada
entre o grupo que consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, e sequéncias complementares das

mesmas.

De acordo com um outro aspeto da invencdo, € proporcionado
um amplicdo que compreende uma molécula de acido nucleico

da invencéo.

De acordo ainda com um outro aspeto da invencdo, sé&o
proporcionados iniciadores da sequéncia de flangqueamento

para detetar o evento MIR604. Tais iniciadores da sequéncia



de flanqueamento compreendem uma sequéncia de Acidos
nucleicos isolados compreendendo pelo menos 10-15
nucledétidos contiguos dos nucledtidos 1-801 tal como se
estabelece na SEQ ID NO: 3 (arbitrariamente designada no
presente documento como a sequéncia de flanqueamento 5'),
ou sequéncias complementares da mesma. Numa forma de
realizacdo desse aspeto, os iniciadores da sequéncia de
flanqueamento s&o selecionados entre o grupo gue consiste
na SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14,

SEQ ID NO: 15, e sequéncias complementares das mesmas.

Num outro aspeto da invencdo, os iniciadores das sequéncias
de flanqueamento compreendem uma sequéncia de Acidos
nucleicos isolados compreendendo pelo menos 10-15
nucledtidos contiguos dos nucledbdtidos 507-1570 tal como se
estabelece na SEQ ID NO: 4 (arbitrariamente designada no
presente documento como a sequéncia de flanqueamento 3'),
ou sequéncias complementares da mesma. Numa forma de
realizacdo desse aspeto, o0s iniciadores da sequéncia de
flanqueamento sdo selecionados entre o grupo que consiste
na SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO:
42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO:

46, e sequéncias complementares das mesmas.

De acordo com um outro aspeto da invencéo, sao
proporcionados pares de iniciadores gque sdo Uteis para
amplificacdo de &cidos nucleicos, por exemplo. Tais pares
de iniciadores compreendem um primeiro iniciador que
compreende uma sequéncia de nucledtidos de pelo menos 10-15
nucledétidos contiguos de comprimento, que ¢é uma das
sequéncias de flangueamento gendmico descritas acima ou uma

sequéncia complementar das mesmas (SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID
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NO: 4), e um segundo iniciador que compreende uma sequéncia
de nucledtidos de pelo menos 10-15 nucledtidos contiguos de
DNA heterdlogo inserido no genoma do evento MIR604. O
segundo iniciador compreende de preferéncia uma sequéncia
de nucledtidos que € a sequéncia de insercdo adjacente a
sequéncia de DNA de flangqueamento gendmico da planta ou uma
sequéncia complementar da mesma, tal como se estabelece na
SEQ ID NO: 3 da posicédo nucleotidica 802 a 1310 e na SEQ ID

NO: 4 da posicdo nucleotidica 1 a 506.

De acordo com um outro aspeto da invencéo, $a0
proporcionados métodos de detetar a presenca de DNA
correspondente ao evento MIR604 numa amostra bioldgica.
Tais métodos compreendem: (a) o contacto da amostra
compreendendo DNA com um par de iniciadores gque, gquando
usados numa reacdo de amplificacdo de &cidos nucleicos com
DNA gendémico do evento de milho MIR604, produzem um
amplicdo que é diagndéstico do evento de milho MIR604; (b) a
realizacdo de uma reacdo de amplificacdo de A4cidos
nucleicos, produzindo deste modo o amplicdo; e (c) a
detecdo do amplicdo. Numa forma de realizacdo desse aspeto,
o amplicdo compreende uma sequéncia de nucledtidos
selecionada entre o grupo gque consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, e SEQ ID NO: 4, e sequéncias
complementares das mesmas.

De acordo com um outro aspeto, a 1invencdo proporciona
métodos de detetar a presenca de um DNA correspondente ao
evento MIR604 numa amostra Dbioldgica. Tais métodos
compreendem: (a) o contacto da amostra compreendendo DNA
com uma sonda que se hibridiza em condigles de alta
estringéncia com DNA gendémico do evento de milho MIR604 e
ndo se hibridiza em condicdes de alta estringéncia com DNA

de uma planta de milho de controlo; (b) a submissdo da
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amostra e da sonda a condigdes de hibridizacdo de alta
estringéncia; e (c¢) a detecdo da hibridizacdo da sonda com

o DNA.

De acordo com um outro aspeto da invencdo, € proporcionado
um kit para a detecdo de Aacidos nucleicos do evento MIR604
numa amostra bioldgica. O kit inclui pelo menos uma
sequéncia de DNA que compreende um comprimento suficiente
de polinucledétidos que é a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 3, ou SEQ ID NO: 4, ou uma sequéncia complementar
das mesmas, em que as seqgquéncias de DNA sdo Uteis como
iniciadores ou sondas que se hibridizam com DNA isolado do
evento MIR604, e que, por amplificacdo de uma sequéncia de
4dcidos nucleicos ou hibridizacdo com a mesma numa amostra,
seguida de detecdo do amplicdo ou hibridizacdo com a
sequéncia-alvo, sdo diagndsticas da presenca de sequéncias
de 4cidos nucleicos do evento MIR604 na amostra. O kit
inclui ainda outros materiais necessdrios para permitir a
utilizacdo de métodos de hibridizacdo ou amplificacdo de

dcidos nucleicos.

Num outro aspeto, a presente invencido proporciona um método
de detetar a proteina do evento de milho MIR604 numa
amostra bioldgica, gque compreende: (a) a extracdo da
proteina de uma amostra de tecido de evento de milho
MIR604; (b) a andlise da proteina extraida usando um método
imunoldégico que compreende um anticorpo especifico para a
proteina 1inseticida ou marcadora seleciondvel produzida
pelo evento MIR604; e (c) a detecdo da ligacdo do referido

anticorpo a proteina inseticida ou marcadora selecionavel.

Num outro aspeto, a presente invencdo proporciona uma

amostra Dbioldgica derivada de uma planta, tecido, ou
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semente de milho do evento MIR604, em gque a amostra
compreende uma sequéncia de nucledtidos que é uma sequéncia
selecionada do grupo que consiste nas SEQ ID NO: 1 e SEQ ID
NO: 2, ou gque & complementar das mesmas, € em Jgue a
sequéncia € detetdvel na amostra usando um método de
amplificacdo de &cidos nucleicos ou de hibridizacdo de
4dcidos nucleicos. Numa forma de realizacdo desse aspeto, a
amostra é selecionada entre o grupo que consiste em farinha
de milho, fuba, =xarope de milho, &éleo de milho, amido de
milho, e cereais fabricados no seu todo ou em parte de modo

a conterem subprodutos de milho.

Num outro aspeto, a presente 1invencdo proporciona um
extrato derivado de uma planta, tecido, ou semente de milho
do evento MIR604, que compreende uma sequéncia de
nucledétidos que é uma sequéncia de nucledtidos selecionada
do grupo que consiste nas SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2, ou
que ¢é complementar das mesmas. Numa forma de realizacdo
desse aspeto, a sequéncia é detetdvel no extrato usando um
método de amplificacéo de Acidos nucleicos ou de
hibridizacdo de 4&cidos nucleicos. Numa outra forma de
realizacdo desse aspeto, a amostra é selecionada entre o
grupo gue consiste em farinha de milho, fuba, xarope de
milho, &éleo de milho, amido de milho, e cereais fabricados
no seu todo ou em parte de modo a conterem subprodutos de

milho.

De acordo com um outro aspeto da invencéo, Sao
proporcionadas plantas e sementes de milho compreendendo as

moléculas de 4cidos nucleicos da invencéo.

De acordo com um outro aspeto, a presente invencdo

proporciona um método para produzir uma planta de milho
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resistente pelo menos & infestacdo pela lagarta da raiz do
milho, que compreende: (a) o cruzamento sexual de uma
primeira planta de milho progenitora com uma segunda planta
de milho progenitora, em que a referida primeira ou segunda
planta de milho progenitora compreende DNA do evento de
milho MIR604, produzindo-se assim uma pluralidade de
plantas descendentes de primeira geracdo; (b) a selecdo de
uma planta descendente de primeira geracdo que é resistente
pelo menos & infestacdo pela lagarta da raiz do milho; (c)
a autofecundacdo da planta descendente de primeira geracéo,
produzindo-se deste modo uma pluralidade de plantas
descendentes de segunda geracdo; (d) a selecdo entre as
plantas descendentes de segunda geracdo, de uma planta que
seja resistente pelo menos a infestacdo pela lagarta da
raiz do milho; em qgque as plantas descendentes de segunda
geracao compreendem uma sequéncia de nucledtidos
selecionada entre o grupo que consiste na SEQ ID NO: 1 e

SEQ ID NO: 2.

De acordo ainda com um outro aspeto, a presente invencdo
proporciona um método para produzir sementes de milho, que
compreende o cruzamento de uma primeira planta de milho
progenitora com uma segunda planta de milho progenitora e a
colheita das sementes de milho resultantes de primeira
geracdo, em gue a primeira ou segunda planta de milho

progenitora é uma planta de milho puro da invencéo.

De acordo com um outro aspeto, a presente invencdo
proporciona um método para produzir sementes de milho
hibrido que compreende as etapas de: (a) plantacdo das
sementes de uma primeira linha de milho puro de acordo com
a invencdo e sementes de uma segunda linha de milho puro

com um gendtipo diferente; (b) o cultivo de plantas de
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milho resultantes da referida plantacdo até a época da
floracdo; (c) a emasculacdo das flores das plantas de milho
de uma das linhas de milho puro; (d) a permissdo da
ocorréncia de polinizacdo da outra linha pura, e (e) a

colheita da semente hibrida produzida deste modo.

O exposto e outros aspetos da invencdo tornar-se-do mais

evidentes a partir da descricdo detalhada gque se segue.

Descricdo das Sequéncias na Listagem de Sequéncias

SEQ ID NO: ¢ a juncdo 5' genoma-insercéao.

SEQ ID NO: ¢ a juncdo 3' insercdo-genoma.

sequéncia 5' genoma + insercéio.

Sw N
0]
o)

SEQ ID NO: é a sequéncia 3' insercdo + genoma.

A

A

A SEQ ID NO:
A

A SEQ ID NO: 5 é& o genoma do milho que flangqueia a
extremidade 5' da insercéo.

A SEQ ID NO: 6 é& o genoma do milho que flangqueia a
extremidade 3' da insercéo.

As SEQ ID NOs: 7-15 s8o iniciadores da sequéncia de
flanqueamento 5' Uteis na presente invencdo.

As SEQ ID NOs: 16-20 sido iniciadores da sequéncia promotora
MTL Uteis na presente invencédo.

As SEQ ID NOs: 21-28 sdo iniciadores da sequéncia cry3A055
Uteis na presente invencdo.

As SEQ ID NOs: 29-30 sdo iniciadores da sequéncia ZmUbiInt
GUteis na presente invencdo.

As SEQ ID NOs: 31-37 sdo iniciadores da sequéncia pmi Uteis
na presente invencéao.

A SEQ ID NO: 38 é um iniciador da sequéncia NOS Gtil na
presente invencédo.

As SEQ ID NOs: 39-46 sdo iniciadores da sequéncia de

flanqueamento 3' Uteis na presente invencéo.
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As SEQ ID NOs: 47-49 s&o os iniciadores e a sonda TAQMAN®
para o gene cry3A055.

As SEQ ID NOs: 50-52 s&o os iniciadores e a sonda TAQMAN®
para o gene pmi.

As SEQ ID NOs: 53-55 s&@o os iniciadores e a sonda TAQMAN®
para ZmADH.

A SEQ ID NO: 56 ¢é uma sonda MIR604 util na presente
invencéio.

A SEQ ID NO: 57 é a sequéncia para a regido de fronteira

direita.

A SEQ ID NO: 58 & a sequéncia do promotor MTL.

A SEQ ID NO: 59 é a segquéncia do gene cry3A055.

A SEQ ID NO: 60 €& a sequéncia do terminador NOS.

A SEQ ID NO: 6l é a seguéncia do promotor ZmUbiInt.

A SEQ ID NO: 62 €& a sequéncia do gene pmi.

A SEQ ID NO: 63 é a sequéncia para a regido de fronteira

esquerda.

Breve Descricdo das Figuras

A Figura 1 ilustra um vetor de expressdo da planta
designado pZM26. A Map identifica o sitio de restricdo KpnlI
usado para anadlise Southern.

A Figura 2 é um mapa grafico que ilustra a organizacdo dos
elementos gque compreendem as sequéncias de acidos nucleicos
heterblogos inseridas no genoma do evento de milho MIR604 e
estabelece as posicdes relativas nas quais as sequéncias de
4dcidos nucleicos inseridas se ligam as sequéncias de DNA
gendmico do milho que flanqueiam as extremidades das
sequéncias de DNA heterdlogo inseridas. 1= genoma da planta
que flanqueia a extremidade 5' (SEQ ID NO: 5); 2 = regiédo
de fronteira direita (SEQ ID NO: 57); 3 = promotor MTL (SEQ
ID NO: 58); 4 = gene cry3A055 (SEQ ID NO: 59); 5LH =
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terminador NOS (SEQ ID NO: 60); 6 = promotor ZmUbiINT (SEQ
ID NO: 61); 7 = gene pmi (SEQ ID NO: 62); 8 = terminador
NOS (SEQ ID NO: 60); 9 = regido de fronteira esquerda (SEQ
ID NO: 63); e 10 = genoma da planta gue flanqueia a
extremidade 3' (SEQ ID NO: 6).

DEFINIGOES

Sdo0 fornecidas as definicdes e métodos gue se seguem para
melhor se definir a presente invencdo e para orientar os
peritos na técnica na pratica da presente invencdo. Salvo
indicacdo em contrario, os termos usados no presente
documento sdo para ser entendidos de acordo com a
utilizacdo convencional pelos peritos na técnica relevante.
As definicdes dos termos comuns em biologia molecular podem
também ser encontradas em Rieger et al., Glossary of
Genetics: Classical and Molecular, 5% edicdo, Springer-

Verlag: Nova Iorque, 1994.

Tal como se usa no presente documento, o) termo
"amplificado/a™ significa a construcdo de multiplas coépias
de uma molécula de &cido nucleico ou de multiplas cépias
complementares da molécula de &acido nucleico usando pelo
menos uma das moléculas de &cido nucleico como modelo. Os
sistemas de amplificacdo incluem o sistema de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), sistema de reacdo em cadeia da
ligase (LCR), amplificac&o com base na sequéncia de acidos
nucleicos (NASBA, Cangene, Mississauga, Ontéario), sistemas
Replicase Q-Beta, sistema de amplificacdo a base de
transcricdo (TAS), e amplificacdo por deslocamento da
cadeia (SDA) . Ver, por exemplo, Diagnostic Molecular
Microbiology: Principles and Applications, D. H. Persing et

al., Ed., American Society for Microbiology, Washington,
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D.C. (1993). O produto de amplificacdo ¢é denominado um

amplicéo.

Uma "sequéncia de codificacdo" é uma sequéncia de 4&cidos
nucleicos que é transcrita para o RNA tal como mRNA, rRNA,
tRNA, snRNA, RNA senso ou RNA antissenso. De preferéncia, o
RNA ¢é entdo traduzido num organismo para produzir uma

proteina.

Um "kit de detecdo", tal como usado no presente documento,
refere-se a um kit usado para detetar a presenca ou a
auséncia de DNA de plantas MIR604 numa amostra que
compreende sondas e iniciadores de acidos nucleicos da
presente 1invencdo, que se hibridizam especificamente em
condicdes de alta estringéncia com uma sequéncia-alvo de
DNA, e outros materiais necessdrios para permitir a
utilizacdo de métodos de hibridizacdo ou amplificacdo de

dcidos nucleicos.

1 Tal como se usa no presente documento, o termo "evento"
transgénico refere-se a uma planta recombinante produzida
por transformacdo e regeneracdo da célula de uma uUnica
planta com DNA heterdlogo por exemplo, uma cassete de
expressdo que inclui um gene de interesse. O termo "evento"
refere-se ao transformante e/ou descendéncia originais do
transformante que 1incluem o DNA heterdélogo. O termo
"evento” refere-se também a descendéncia produzida por
fecundacdo cruzada entre o transformante e uma outra linha
de milho. Mesmo depois de retrocruzamento repetido de um
progenitor recorrente, 0 DNA inserido e o DNA de
flanqueamento do progenitor transformado estdo presentes na
descendéncia do cruzamento na mesma localizacéo

cromossdédmica. Normalmente, a transformacdo de tecidos da
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planta produz multiplos eventos, em gue cada um representa
a 1insercdo de um construto de DNA numa localizacédo
diferente no genoma da célula de uma planta. Com base na
expressao do transgene ou outras caracteristicas
desejaveis, seleciona-se um evento particular. Assim,
"evento MIR604"™, ou "MIR604", tal como se usa no presente
documento, designa o transformante original MIR604 e/ou a

descendéncia do transformante MIR604.

"Cassete de Expressao", tal como usada no presente
documento, designa uma molécula de &acido nucleico capaz de
dirigir a expressdo de uma segquéncia particular de
nucledbdtidos numa célula hospedeira apropriada, que
compreende um promotor operacionalmente ligado a sequéncia
de nucledétidos de interesse operacionalmente ligada a
sinais de terminacéo. Compreende também tipicamente
sequéncias necessidrias para a traducdo apropriada da
sequéncia de nucledtidos. A cassete de expressdo pode
compreender também sequéncias ndo necessarias a expressio
direta de uma sequéncia de nucledtidos de interesse, mas
que estdo presentes devido a sitios de restricéo
convenientes para a remocdo da cassete de um vetor de
expressdo. A cassete de expressdo que compreende a
sequéncia de nucledtidos de interesse pode ser gquimérica, o
que significa que pelo menos um dos seus componentes &
heterbélogo no que diz respeito a pelo menos um dos seus
outros componentes. A cassete de expressdo pode também ser
uma que ocorra naturalmente, mas gque tenha sido obtida de
forma recombinante, atil para expressao heterdloga.
Tipicamente, no entanto, a cassete de expressao é
heterdloga no que diz respeito ao hospedeiro, isto &, a
sequéncia particular de 4cidos nucleicos da cassete de

expressdo ndo ocorre naturalmente na célula hospedeira e
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tem que ter sido introduzida na célula hospedeira ou num
antepassado da célula hospedeira por meio de um processo de
transformacdo conhecido na técnica. A  expressdo da
sequéncia de nucledtidos na cassete de expressido pode estar
sob controlo de um promotor constitutivo ou de um promotor
induzivel que inicia a transcricdo apenas gquando a célula
hospedeira estéa exposta a algum estimulo externo
particular. No caso de um organismo multicelular, tal como
uma planta, o promotor pode também ser especifico de um
tecido particular ou brgéo, ou de uma fase de
desenvolvimento. Uma cassete de expressido, ou um fragmento
da mesma, pode também ser referida como uma "sequéncia
inserida" ou "sequéncia de insercdo" quando transformada

numa planta.

Um "gene" & uma regido definida que se localiza num genoma
e que, para além da sequéncia de Acidos nucleicos
codificadora acima mencionada, compreende outras segquéncias
de acidos nucleicos essencialmente reguladoras,
responsaveis pelo controlo da expressdo, ou seja, da
transcricdo e traducdo da parte de codificacdo. Um gene
pode também compreender outras sequéncias 5' e 3' ndo
traduzidas e sequéncias de terminacdo. Outros elementos que

podem estar presentes sdo, por exemplo, intrdes.

"Gene de interesse" refere-se a qualguer gene que, gquando
transferido para uma planta, confere a planta uma
caracteristica desejada tal como resisténcia a
antibidticos, resisténcia a virus, resisténcia a insetos,
resisténcia a doenca, ou resisténcia a outras pragas,
tolerdncia a herbicidas, melhoria do wvalor nutricional,
melhoria do desempenho num processo industrial ou alteracédo

da capacidade reprodutora. O "gene de interesse" pode
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também ser um gene gque é transferido para plantas para a
producdo de enzimas ou metabolitos comercialmente wvaliosos

na planta.

"Gendtipo", tal como usado no presente documento €& o
material genético herdado de plantas de milho progenitoras,
o qual nem todo é necessariamente expresso nas plantas de
milho descendentes. O gendtipo MIR604 refere-se ao material
genético heterdlogo transformado no genoma de uma planta,
bem como ao material genético gque flangqueia a sequéncia
inserida.

Uma sequéncia de 4&cidos nucleicos "heterdloga" € uma
sequéncia de 4acidos nucleicos associada ndo naturalmente a
uma célula hospedeira na qual é ela introduzida, incluindo
maltiplas cépias que ocorrem ndo naturalmente de uma

sequéncia de &acidos nucleicos gue ocorre naturalmente.

Uma sequéncia de 4&cidos nucleicos "homdéloga" é uma
sequéncia de 4acidos nucleicos naturalmente associada a uma

célula hospedeira na qual ela é introduzida.

"Operacionalmente ligado/a"™ refere-se & associacdo de
sequéncias de A&cidos nucleicos num uUnico fragmento de
4dcidos nucleicos de tal modo que a funcdo de uma afeta a
funcéao da outra. Por exemplo, um promotor esté
operacionalmente ligado a uma segquéncia de codificacdo ou a
RNA funcional quando é capaz de afetar a expressdo dessa
sequéncia codificadora ou desse RNA funcional (isto &, a
sequéncia de codificagdo ou RNA funcional estd sob o
controlo transcricional do promotor). As sequéncias de
codificacdo na orientacdo senso ou antissenso podem estar

operacionalmente ligadas a sequéncias reguladoras.
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"Iniciadores", tal como se usa no presente documento, sio
4dcidos nucleicos isolados gue s&@o hibridizados com uma
cadeia de DNA-alvo complementar por meio de hibridizacdo de
4dcidos nucleicos para formar um hibrido entre o iniciador e
a cadeia de DNA-alvo, e de seguida estendidos ao longo da
cadeia de DNA-alvo por uma polimerase tal como a DNA
polimerase. Podem ser wusados ©pares ou conjuntos de
iniciadores para amplificacdo de uma molécula de acido
nucleico, por exemplo, pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) ou outros métodos convencionais de amplificacdo de

dcidos nucleicos.

Uma "sonda" é um acido nucleico isolado ao gqual estd ligado
um marcador convencional detetdvel ou uma sonda molecular,
tal como um isdtopo radicativo, ligando, agente
guimiluminescente, ou enzima. Uma tal sonda é complementar
de wuma cadeia de um 4&cido nucleico alvo, no caso da
presente invencdo, de uma cadeia de DNA gendémico do evento
de milho MIR604. O DNA gendmico do MIR604 pode ser de uma
planta de milho ou de uma amostra que inclui DNA do evento.
As sondas de acordo com a presente invencdo incluem né&o
apenas Aacidos desoxirribonucleicos ou ribonucleicos, mas
também poliamidas e outros materiais de sondagem que se
ligam especificamente a uma sequéncia-alvo de DNA e podem
ser usadas para detetar a presenca dessa sequéncia-alvo de

DNA.

Os iniciadores e as sondas tém em geral entre 10 e 15
nucledtidos ou mais de comprimento. Os iniciadores e as
sondas podem também ter pelo menos 20 nucledtidos ou mais
de comprimento, ou pelo menos 25 nucledtidos ou mais, ou

pelo menos 30 nucledtidos ou mais de comprimento. Tais
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iniciadores e sondas hibridizam-se especificamente com uma
sequéncia-alvo em condigdes de  hibridizacdo de alta
estringéncia. Os iniciadores e as sondas de acordo com a
presente invencdo podem ter uma complementaridade completa
de seguéncias com a sequéncia-alvo, embora as sondas Jque
diferem da sequéncia-alvo e que retém a capacidade de se
hibridizarem com sequéncias-alvo possam ser concebidas por

métodos convencionais.

"Condicdes de estringéncia" ou "condicdes de hibridizacédo
de estringéncia" incluem referéncia a condigdes sob as
quais uma sonda se hibridizard com a sua sequéncia-alvo,
num grau detetdvel superior do gue com outras sequéncias.
As condicdes de estringéncia dependem da sequéncia-alvo e
irdo diferir dependendo da estrutura do polinucledtido.
Controlando a estringéncia das condic¢des de hibridizacédo
e/ou lavagem, podem ser identificadas as sequéncias-alvo
que sdo 100% complementares da sonda (sondagem homdloga) .
Alternativamente, as condic¢des de estringéncia podem ser
ajustadas para permitir algumas incompatibilidades nas
sequéncias, de tal modo gque sejam detetados graus de
semelhanca inferiores (sondagem heterdloga). As sequéncias
mais compridas hibridizam-se especificamente a temperaturas
mais altas. Um guia extenso sobre a hibridizac&o de acidos
nucleicos ¢é encontrado em Tijssen (1993), Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-
Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte I, Capitulo 2
"Overview of principles of hybridization and the strategy
of nucleic acid probe assays", Elsevier: Nova Iorque; e
Current Protocols in Molecular Biology, Capitulo 2, Ausubel
et al., Eds., Greene Publishing e Wiley-Interscience: Nova

Iorque (1995), e também em Sambrook et al. (2001),
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Molecular Cloning: A Laboratory Manual (5% Ed., Cold Spring

Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

A especificidade é tipicamente uma funcdo das lavagens pbs-—
hibridizacdo, sendo os fatores criticos a forca idénica e a
temperatura da solucdo de lavagem final. Em geral, as
condic¢des de hibridizacdo e de lavagem de alta estringéncia
sdo selecionadas de modo a serem cerca de 5 °C abaixo do
ponto de fusdo térmico (T,) para a sequéncia especifica a
uma forca idénica e pH definidos. A T, € a temperatura (sob
forca idnica e pH definidos) a qual 50% da sequéncia-alvo
se hibridiza com wuma sonda perfeitamente compativel.
Tipicamente, em condic¢des de alta estringéncia, uma sonda
hibridizar-se-4 com a sua subsequéncia-alvo, mas ndo com

outras sequéncias.

Um exemplo de condicdes de hibridizacéo de alta
estringéncia para hibridizacéo de adcidos nucleicos
complementares gque tém mais de 100 residuos complementares
num filtro num Southern ou northern blot é 50% de formamida
com 1 mg de heparina a 42 °C, sendo a hibridizacdo levada a
cabo de um dia para o outro. Um exemplo de condicdes de
lavagem de muito alta estringéncia é NaCl 0,15 M a 72 °C
durante cerca de 15 minutos. Um exemplo de condicdes de
lavagem de alta estringéncia ¢ uma lavagem com 0,2x SSC a
65 °C durante 15 minutos (ver, Sambrook, infra, para uma

descricdo do tampdo SSC).

Condicdes de hibridizacdo exemplificativas para a presente
invencdo incluem a hibridizacdo em SDS a 7%, NaPO, 0,25 M,
pH 7,2 a 67 °C de um dia para o outro, seguida de duas
lavagens com SDS a 5%, NaPO, 0,20 M, pH 7,2 a 65 °C durante

30 minutos cada lavagem, e duas lavagens com SDS a 1%,



24

NaPO, 0,20 M, pH 7,2 a 65 °C durante 30 minutos cada
lavagem. Um exemplo de uma lavagem de estringéncia média
para um duplex de, por exemplo mais de 100 nucledtidos, é
1x SSC a 45 °C durante 15 minutos. Um exemplo de uma
lavagem de estringéncia baixa para um duplex de, por
exemplo, mais de 100 nucledétidos, é 4-6x SSC a 40 °cC

durante 15 minutos.

Para sondas de cerca de 10 a 50 nucledtidos, as condicgdes
de alta estringéncia envolvem tipicamente concentracdes
salinas de i1&o Na de menos de cerca de 1,0 M, tipicamente
uma concentracdo de ido Na (ou de outros sais) de cerca de
0,41 a 1,0 M a pH entre 7,0 e 8,3, e a temperatura é
tipicamente pelo menos de cerca de 30 °C. As condicgdes de
alta estringéncia podem também ser alcancadas com a adicéo
de agentes desestabilizadores tais como a formamida. Em
geral, uma razdo sinal para ruido de 2x (ou superior) em
relacdo a observada para uma sonda ndo relacionada no
ensaio de hibridizacdo particular indica a detecdo de uma
hibridizacdo especifica. Os A&acidos nucleicos gque n&o se
hibridizam uns com o0s outros em condigcdes de alta
estringéncia s&o ainda essencialmente idénticos se as
proteinas que codificam forem essencialmente idénticas.
Isto ocorre, p. ex., gquando uma cdpia de um &cido nucleico
é criada usando a degeneracdo maxima de coddo permitida

prelo cbébdigo genético.

Os conjuntos que se seguem sdo exemplificativos de
condicgdes de hibridizacdo/lavagens que podem ser usadas
para hibridizar sequéncias de nucledtidos que sédo
essencialmente idénticas a sequéncias de nucledtidos de
referéncia da presente invencéio: uma sequéncia de

nucledétidos de referéncia hibridiza-se de preferéncia com a
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sequéncia de nucledtidos de referéncia em dodecilsulfato de
sédio (SDS) a 7%, NaPOs 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C com
lavagem com 2X SSC, SbS a 0,1% e a 50 °cC, mais
desejavelmente em dodecilsulfato de sédio (SDS) a 7%, NaPO,
0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C com lavagem com 0,1X SSC, SDS a
0,1% e a 50 °C, mais desejavelmente ainda em dodecilsulfato
de soédio (SDS) a 7%, NaPO, 0,5 M, EDTA 1 mM a 50°C com
lavagem com 0,5X SSC, SDS a 0,1% e a 50 °C, de preferéncia
em dodecilsulfato de sdédio (SDS) a 7%, NaPOy 0,5 M, EDTA 1
mM a 50 °C com lavagem com 0,1X SSC, SDS a 0,1% e a 50 °C,
mais de preferéncia em dodecilsulfato de sédio (SDS) a 7%,
NaPO, 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C com lavagem com 0,1X SSC,
SDS a 0,1% e a 65 °C. As sequéncias da presente invencédo
podem ser detetadas usando todas as condicdes acima. Com o
objetivo de definir a invencdo, utilizam-se condicdes de

alta estringéncia.

"Transformacdo" ¢é um processo para introduzir Aacidos
nucleicos heterdlogos numa célula hospedeira ou num
organismo. Em particular, "transformac&o" designa a
integracdo estédvel de uma molécula de DNA no genoma de um

organismo de interesse.

"Transformado / transgénico / recombinante" refere-se a um
organismo hospedeiro tal como uma bactéria ou uma planta,
no qual uma molécula de &cido nucleico heterdlogo foi
introduzida. A molécula de &cido nucleico pode ser
integrada de forma estdvel no genoma do hospedeiro ou a
molécula de acido nucleico pode também estar presente como
uma molécula extracromossémica. Uma tal molécula
extracromossdmica pode ser autorreplicante. Entende-se que
as células, tecidos ou plantas transformadas englobam ndo

apenas o produto final de um processo de transformacdo, mas
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também a sua descendéncia transgénica. Um hospedeiro "né&o
transformado", "ndo transgénico", ou "ndo recombinante"
refere-se a um organismo do tipo selvagem, p. ex., a uma
bactéria ou planta, gue ndo contém a molécula de 4&cido
nucleico heterdlogo. Tal como usado no presente documento,
"transgénico" refere-se a uma planta, célula de uma planta,
ou a uma variedade de células de plantas estruturadas ou
ndo estruturadas que tem integrada, através de técnicas bem
conhecidas de manipulacdo genética e insercdo de genes, uma
sequéncia de Aacidos nucleicos que representa um gene de
interesse no genoma da planta, e tipicamente num cromossoma
do nucleo de uma célula, mitocdndria ou outros organelos
contendo cromossomas, num ldécus diferente do, ou num numero
de cébpias superior ao, normalmente presente na planta
nativa ou na célula da planta. As plantas transgénicas
resultam da manipulacdo e insercdo de tais sequéncias de
4dcidos nucleicos em oposicdo as mutacdes gue ocorrem
naturalmente, para produzir uma planta gue ndo ocorre
naturalmente ou uma planta com um gendtipo gque ndo ocorre
naturalmente. As técnicas para a transformacdo de plantas e
de células de plantas sdo bem conhecidas na técnica e podem
compreender por exemplo a eletroporacdo, microinjecéo,
transformacdo mediada por agrobactérias, e a transformacéio

balistica.

Utiliza-se no presente documento a nomenclatura para as
bases do DNA e aminoadcidos como estabelecida em 37 C.F.R. §

1.822.

Esta invencdo refere-se a uma linha de milho geneticamente
melhorada que produz a proteina de controlo de insetos,
Cry3A055, e uma enzima fosfomanose isomerase (PMI) que

permite que a planta utilize a manose como fonte de
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carbono. A invencdo refere-se particularmente a um evento
de milho transgénico designado MIR604 gue compreende um
novo gendtipo, bem como a composicdes e métodos para
detetar 4cidos nucleicos deste evento numa amostra
bioldgica. A invencdo refere-se ainda a plantas de milho
gue compreendem o gendtipo MIR604, a sementes transgénicas
das plantas de milho e a métodos para produzir uma planta
de milho que compreende o gendtipo MIR604, cruzando um
milho puro compreendendo o gendtipo MIR604 com ele prdprio
ou com uma outra linha de milho. As plantas de milho que
compreendem o gendtipo MIR604 da invencdo sdo uteis no
controlo de pragas de 1insetos coledpteros incluindo a
Diabrotica virgifera virgifera, a lagarta da raiz do milho
ocidental, D. virgifera zeae, a lagarta da raiz do milho
mexicana, e a D. longicornis barberi, a lagarta da raiz do
milho do norte. As plantas de milho gque compreendem o
gendtipo MIR604 da invencdo sdo também capazes de utilizar

a manose como fonte de carbono.

Numa forma de realizacdo, a presente invencdo abrange uma
molécula de &cido nucleico isolado gque compreende pelo
menos 10 ou mais (por exemplo 15, 20, 25, ou 50)
nucledétidos contiguos de uma sequéncia de DNA heterdlogo
inserida no genoma da planta de milho do evento de milho
MIR604, e pelo menos 10 ou mais (por exemplo 15, 20, 25, ou
50) nucledtidos contiguos do DNA do genoma de uma planta de
milho que flanqueia o ponto de insercdo de uma sequéncia de
DNA heterdlogo inserida no genoma da planta de milho do
evento de milho MIR604. Sdo também incluidas sequéncias de
nucledétidos gque compreendem 10 ou mais nucledtidos da
sequéncia de insercdo contigua do evento MIR604 e pelo
menos um nucledtido do DNA flanqueador do evento MIR604

adjacente a sequéncia de insercdo. Tailis sequéncias de
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nucledbdtidos s&o diagndésticas do evento MIR604. A
amplificacd&o de &cidos nucleicos do DNA gendmico do evento
MIR604 produz um amplicdo gque compreende tais sequéncias

diagnésticas de nucledbtidos.

Numa outra forma de realizacdo, a invencdo abrange uma
molécula de 4&cido nucleico isolado compreendendo uma
sequéncia de nucledtidos que compreende pelo menos uma
sequéncia de juncdo do evento MIR604, selecionada entre o
grupo gque consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 e
sequéncias complementares das mesmas, em gue uma sequéncia
de juncédo abrange a juncdo entre uma cassete de expressio
heterbéloga inserida no genoma do milho e DNA do genoma do
milho que flanqueia o sitio de insercido, e é diagndstica do

evento.

Numa outra forma de realizacdo, a presente invencdo abrange
um acido nucleico isolado gue liga uma molécula de DNA
heterdlogo ao genoma da planta de milho no evento de milho
MIR604, compreendendo uma sequéncia de cerca de 11 a cerca
de 20 nucledtidos contiguos selecionados entre o grupo que
consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, e sequéncias

complementares das mesmas.

Numa outra forma de realizacdo, a presente invencdo abrange
uma molécula de &cido nucleico isolado compreendendo uma
sequéncia de nucledétidos selecionada entre o grupo gue
consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ

ID NO: 4, e sequéncias complementares das mesmas.

Numa forma de realizacédo da presente invencéo, é
proporcionado um amplicdo gue compreende uma sequéncia de

nucledétidos selecionada entre o grupo que consiste na SEQ



29

ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, e

sequéncias complementares das mesmas.

Numa outra forma de realizacdo, a presente invencdo abrange
iniciadores da sequéncia de flanqueamento para detetar o
evento MIR604. Tais iniciadores da sequéncia de
flanqueamento compreendem uma sequéncia de acidos nucleicos
isolados  compreendendo pelo menos 10-15 nucledtidos
contiguos dos nucledtidos 1-801 da SEQ ID NO: 3
(arbitrariamente designada no presente documento como a
sequéncia de flanqueamento 5", ou sequéncias
complementares da mesma. Num aspeto dessa forma de
realizacdo, os 1iniciadores da sequéncia de flangqueamento
sdo selecionados entre o grupo gue consiste na SEQ ID NO:
7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:

15, e sequéncias complementares das mesmas.

Numa outra forma de realizacdo, a presente invencdo abrange
iniciadores das sequéncias de flanqueamento que compreendem
prelo menos 10-15 nucledtidos contiguos dos nucledtidos 507-
1570 da SEQ ID NO: 4 (arbitrariamente designada no presente
documento como a sequéncia de flanqueamento 3'), ou
sequéncias complementares da mesma. Num aspeto dessa forma
de realizacdo, os iniciadores da sequéncia de flangqueamento
sdo selecionados entre o grupo gque consiste na SEQ ID NO:
39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO:
43, SEQ ID NO: 44, SEQ 1ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, e

sequéncias complementares das mesmas.

Ainda numa outra forma de realizacdo, a presente invencédo
abrange um par de iniciadores de ©polinucledtidos que

compreende um primeiro iniciador de polinucledtidos e um
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segundo iniciador de polinucledtidos que funcionam
conjuntamente na presenca de um modelo de DNA do evento de
milho MIR604 numa amostra, para produzirem um amplicdo
diagnéstico do evento de milho MIR604, em gue a primeira
sequéncia de iniciadores é o genoma de uma planta de milho,
ou uma sequéncia complementar do mesmo, gque flanqueia o
ponto de 1insercdo de uma sequéncia de DNA heterdlogo
inserida no genoma da planta de milho do evento de milho
MIR604, e a segunda sequéncia de iniciadores de
polinucledtidos é a sequéncia do DNA heterdlogo, ou é uma
sequéncia complementar da mesma, inserida no genoma da

planta de milho do evento de milho MIR604.

Num aspeto dessa forma de realizacdo, o primeiro iniciador
de polinucledtidos compreende pelo menos 10 nucledtidos
contiguos da posicdo 1-801 da SEQ ID NO: 3 ou sequéncias
complementares da mesma. Num outro aspeto dessa forma de
realizacéao, 0 primeiro iniciador de polinucledtidos
compreende a sequéncia de nucledtidos estabelecida na SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 15, ou sequéncias complementares das mesmas. Num outro
aspeto dessa forma de realizacdo, o primeiro iniciador de
polinucledétidos compreende pelo menos 10 nucledtidos
contiguos da posicdo 507-1570 da SEQ 1ID NO: 4 ou de
sequéncias complementares da mesma. Num outro aspeto dessa
forma de realizacéo, o primeiro iniciador de
polinucledétidos compreende a sequéncia de nucledtidos
estabelecida na SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO:
41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO:
45, SEQ ID NO: 46, ou sequéncias complementares das mesmas.
Ainda num outro aspeto dessa forma de realizacdo, o segundo

iniciador de polinucledétidos compreende pelo menos 10



31

nucledétidos contiguos da SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ
ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ
ID NO: 63, ou de sequéncias complementares das mesmas.
Ainda num outro aspeto dessa forma de realizacdo, o segundo
iniciador de polinucledtidos compreende a sequéncia de
nuclebdétidos estabelecida nas sequéncias SEQ ID NO: 16 a SEQ

ID NO: 38, ou em sequéncias complementares das mesmas.

Num outro aspeto dessa forma de realizacdo, o primeiro
iniciador de polinucledétidos que é estabelecido na SEQ ID
NO: 15, e o segundo iniciador de polinucledtidos que é
estabelecido na SEQ ID NO: 28, funcionam conjuntamente na
presenca de um modelo de DNA do evento de milho MIR604 numa
amostra, para produzir um amplicdo diagndéstico do evento de
milho MIR604 tal como se descreve no Exemplo 4. Num outro
aspeto dessa forma de realizacdo, o primeiro iniciador de
polinucledétidos que é estabelecido na SEQ ID NO: 45, e o
segundo iniciador de polinucledtidos que é estabelecido na
SEQ ID NO: 27, funcionam conjuntamente na presenca de um
modelo de DNA do evento de milho MIR604 numa amostra para
produzir um amplicdo diagndéstico do evento de milho MIR604

tal como se descreve no Exemplo 4.

Naturalmente que se encontra bem dentro das competéncias da
técnica obter-se uma sequéncia adicional mais para dentro
da sequéncia gendmica que flanqueia qualguer das
extremidades das sequéncias de DNA heterdlogo inseridas,
para uso como sequéncia iniciadora que possa ser usada em
tais pares de iniciadores para amplificar as sequéncias que
sdo diagndésticas do evento MIR604. Para as finalidades
desta divulgacdo, a frase "mais para dentro da sequéncia
gendmica que flanqueia qualquer das extremidades das

sequéncias de DNA heterdlogo inseridas" refere-se
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especificamente a um movimento sequencial que se afasta das
extremidades das sequéncias de DNA heterdlogo inseridas, os
pontos nos quais as sequéncias de DNA inseridas séo
adjacentes a sequéncia de DNA gendmico nativa, e para
dentro do DNA gendmico do cromossoma particular no qual as
sequéncias de DNA heterdlogo foram inseridas. De
preferéncia, uma sequéncia de iniciadores correspondente a
uma parte da sequéncia de insercdo, ou de uma sequéncia
complementar dela, deve preparar a extensdo transcricional
de uma cadeia de DNA ou RNA emergente na direcdo da juncéao
da sequéncia de flanqueamento mais préxima.
Consequentemente, uma sequéncia de iniciadores
correspondente a uma parte da sequéncia de flangqueamento
gendmica, ou de uma sequéncia complementar dela, deve
preparar a extensdo transcricional de uma cadeia de DNA ou
RNA emergente na direcdo da Juncdo da sequéncia de
flanqueamento mais prdéxima. Uma sequéncia iniciadora pode
ser uma sequéncia de DNA heterdlogo, ou uma seguéncia
complementar da mesma, inserida no cromossoma da planta, ou
uma sequéncia de flangqueamento do genoma. Um especialista
na técnica reconheceria prontamente o beneficio de uma
sequéncia de iniciadores ter de ser a sequéncia, ou ter de
ser complementar da sequéncia, tal como estabelecida na
sequéncia de DNA heterdlogo inserida ou tal como
estabelecida na SEQ ID NO: 3 ou na SEQ ID NO: 4, dependendo
da natureza do produto gue se deseja obter, através do uso
do conjunto bem implantado de iniciadores destinado a wuso
na amplificacéo de uma sequéncia particular de
flanqueamento contendo a juncdo entre a sequéncia de DNA

gendmico e a sequéncia de DNA heterdlogo inserida.

Numa outra forma de realizacdo, a presente invencdo abrange

um método de detetar a presenca de DNA correspondente ao
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evento MIR604 numa amostra bioldgica, em que o método
compreende: (a) o contacto da amostra compreendendo DNA com
uma sonda gue se  hibridiza em condigdes de alta
estringéncia com DNA gendmico do evento de milho MIR604 e
ndo se hibridiza em condicgdes de alta estringéncia com DNA
de uma planta de milho de controlo; (b) a submissdo da
amostra e da sonda a condic¢Ses de hibridizacdo de alta
estringéncia; e (c¢) a detecdo da hibridizacdo da sonda com
o DNA. Num aspeto dessa forma de realizacdo, o amplicédo
compreende uma sequéncia de nucledbtidos selecionada entre o
grupo que consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, e sequéncias complementares das

mesmas.

Numa outra forma de realizacdo, a presente invencdo abrange
um método de detetar a presenca de um DNA correspondente ao
evento MIR604 numa amostra bioldgica, em gque o método
compreende: (a) o contacto da amostra compreendendo DNA com
uma sonda gue sSe  hibridiza em condigdes de @ alta
estringéncia com DNA gendmico do evento de milho MIR604 e
ndo se hibridiza em condicgdes de alta estringéncia com DNA
de uma planta de milho de controlo; (b) a submiss&o da
amostra e da sonda a condic¢Ses de hibridizacdo de alta
estringéncia; e (c¢) a detecdo da hibridizacdo da sonda com
o DNA. A detecdo pode ser feita por qualquer meio conhecido
na técnica, incluindo mas ndo se limitando a meios
fluorescentes, gquimiluminescentes, radioldgicos,
imunoldgicos ou outros. No caso em gue se pretenda usar a
hibridizacdo como meio de amplificacdo de uma sequéncia
particular para produzir um amplicdo gue é diagndstico do
evento de milho MIR604, pretende-se que a producdo e
detecdo por qualgquer meio bem conhecido na técnica dos

amplicdes sejam indicativas da hibridizacdo pretendida com
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a sequéncia-alvo em que se utiliza uma sonda ou iniciador,
ou sequéncias em que se utilizam duas ou mais sondas ou
iniciadores. O termo "amostra Dbioldgica" destina-se a
compreender uma amostra gque contém ou sSe suspeita conter um
4dcido nucleico que compreende entre cinco e dez nucledtidos
em qualquer dos lados do ponto no gqual uma ou outra das
duas extremidades terminais da sequéncia de DNA heterdlogo
inserida contacta com a seguéncia de DNA gendmico no
cromossoma em que a sequéncia de DNA heterdlogo foi
inserida, também conhecida no presente documento como
sequéncia de juncdo. Para além disso, a sequéncia de juncédo
compreende apenas dois nucledbdtidos, sendo eles o primeiro
nucledétido no DNA gendmico de flanqueamento adjacente e
covalentemente ligado ao primeiro nucledtido na sequéncia

de DNA heterdlogo inserida.

Ainda numa outra forma de realizacdo, a presente invencéo
abrange um kit para detetar a presenca de acidos nucleicos
do MIR604 numa amostra bioldgica, em que o kit compreende
pelo menos uma molécula de &acido nucleico de comprimento
suficiente de nucledtidos contiguos homdélogos ou
complementares de uma sequéncia de nucledtidos selecionada
entre o grupo que consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, e SEQ 1ID NO: 4, gue funciona como um
iniciador do DNA ou sonda especifica para o evento MIR604,
e outros materiais necessarios para permitir a hibridizacéo
ou amplificacdo de &cidos nucleicos. Pode ser usada uma
variedade de métodos de detecdo incluindo TAQMAN (Perkin
Elmer), amplificacdo térmica, reacdo em cadeia da ligase,
hibridizacdo southern, métodos ELISA, e métodos de detecdo
colorimétricos e fluorescentes. Em particular, a presente
invencdo fornece kits para detetar a presenca da sequéncia-

alvo, isto é, pelo menos uma das juncdes do DNA de insercédo
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com O DNA gendmico da planta de milho no MIR604, numa
amostra contendo acido nucleico gendémico do MIR604. O kit é
constituido pelo menos por um polinucledtido capaz de se
ligar ao sitioc-alvo ou essencialmente adjacente ao sitio-
alvo, e pelo menos por um meio de detetar a ligacdo do
polinucledtido ao sitio-alvo. Os meios de detecdo podem ser
fluorescentes, quimiluminescentes, colorimétricos, ou
isotépicos, e podem ser acoplados pelo menos a métodos
imunolégicos para detetar a ligacdo. E também previsto um
kit que pode detetar a presenca do sitio-alvo numa amostra,
isto &, pelo menos uma das Jjuncdes do DNA de insercdo com O
DNA gendmico da planta de milho no MIR604, tirando proveito
de duas ou mais sequéncias de polinucledtidos que
conjuntamente sdo0 capazes de se ligar a sequéncias de
nucledétidos adjacentes a ou até cerca de 100 pares de
bases, ou até cerca de 200 pares de bases, ou até cerca de
500 pares de bases ou até cerca de 1000 pares de bases da
sequéncia-alvo, e que podem ser estendidas na direcéo
uma (s) da(s) outra(s) para formar um amplicdo que contém
pelo menos o sitio-alvo.

Numa outra forma de realizacdo, a presente invencdo abrange
um método de detetar a proteina do evento MIR604 numa
amostra bioldégica, em gque o método compreende: (a) a
extracdo da proteina de uma amostra de tecido do evento de
milho MIR604; (b) a andlise da proteina extraida usando um
método imunoldgico que compreende um anticorpo especifico
para a proteina 1inseticida ou marcadora selecionavel
produzida pelo evento MIR604; e (c) a detecdo da ligacdo do
referido anticorpo a proteina inseticida ou marcadora

selecionéavel.

Outra forma de realizacdo da presente invencdo abrange uma

planta de milho ou partes da mesma, Jque compreende(m) o
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gendtipo do evento transgénico MIR604, em qgue o gendtipo
compreende a sequéncia de nucledtidos estabelecida na SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, ou
sequéncias complementares das mesmas. Num aspeto dessa
forma de realizacdo, a planta de milho é das linhas de
milho puro CGS5NAL8, CGOHNAL8A, CG3ND97, CGOHNAOl, CGOLHNF22,
CG4NU15, CGO00685, CG00526, CGO0716; NP904, NPS48, NP934,
NP982, NP991, NP993, ©NP2010, NP2013, NP2015, NP2017,
NP2029, NP2031, NP2034, NP2045, NP2052, ©NP2138, NP2151,
NP2166, NP2161, NP2171, NP2174, NP2208, NP2213, NP2222,
NP2275, NP2276, NP2316, BCTT609, AF031, H8431, 894,
BUTT201, R327H, 2044BT, e 2070BT. Um perito na técnica
reconhecerda, no entanto, que o gendtipo MIR604 pode ser
introgredido em qualquer variedade de plantas gue possa ser
produzida com milho, incluindo espécies de milho selvagens,
e desse modo, as linhas puras preferidas dessa forma de

realizacdo ndo pretendem ser limitativas.

Numa outra forma de realizacdo, a presente invencdo abrange
uma planta de milho gque compreende pelo menos uma primeira
e uma segunda sequéncias de DNA ligadas entre si para
formarem uma sequéncia de nucledtidos contiguos, em que a
primeira sequéncia de DNA estd numa sequéncia de juncdo e
compreende pelo menos cerca de 11 nuclebdétidos contiguos
selecionados entre o grupo gue consiste nos nucledtidos
792-811 da SEQ ID NO: 3; nucledtidos 4897-516 da SEQ ID NO:
4; SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 6; e sequéncias complementares
das mesmas, em que a segunda sequéncia de DNA se encontra
na sequéncia de DNA de insercdo heterdlogo selecionada
entre o grupo gue consiste na SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58,
SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, e sequéncias complementares das mesmas; e em

que a primeira e segunda seqgquéncias de DNA sdo uteis como
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iniciadores de nucledétidos ou sondas para a detecdo da
presenca de sequéncias de &cidos nucleicos do evento de
milho MIR604 numa amostra bioldgica. Num aspeto dessa forma
de realizacdo, os iniciadores de nucledtidos sdo usados num
método de amplificacdo do DNA para amplificar uma sequéncia
de DNA-alvo de DNA-modelo extraido da planta de milho, e a
planta de milho é identificdvel entre outras plantas de
milho pela producdo de um amplicdo correspondente a uma
sequéncia de DNA gue compreende a SEQ ID NO: 1 ou a SEQ ID
NO: 2.

As plantas de milho da invencdo podem ainda ser
caracterizadas pelo facto da digestdo do DNA gendémico da
planta com a endonuclease de restricdo Kpnl resultar numa
tnica banda de hibridizacdo cry3A055 wusando uma sonda
especifica do cry3A055 em condicdes de alta estringéncia. E
exemplificada no presente documento uma sonda cry3A055 que
compreende a sequéncia de nucledtidos estabelecida na SEQ

ID NO: 56 ou na SEQ ID NO: 59.

As plantas de milho da invencdo ©podem ainda ser
caracterizadas pelo facto da digestdo do DNA gendmico da
planta com a endonuclease de restricdo Kpnl resultar numa
Unica banda de hibridizacdo pmi usando uma sonda especifica
para o pmi em condicdes de alta estringéncia. E
exemplificada no presente documento uma sonda para © pmi
que compreende a sequéncia de nucledtidos estabelecida na

SEQ ID NO: 62.

Numa forma de realizacdo, a presente invencdo proporciona
uma planta de milho em que o gendétipo MIR604 confere a
planta de milho resisténcia a insetos ou a capacidade para

utilizar a manose. Num aspeto dessa forma de realizacdo, o
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gendtipo que confere a planta de milho resisténcia a
insetos compreende um gene cry3A055. Num outro aspeto, o
gendtipo que confere a planta de milho a capacidade de

utilizar a manose compreende um gene pmi.

Numa forma de realizacdo, a presente invencdo proporciona
uma amostra bioldgica derivada de uma planta, tecido, ou
semente de milho do evento MIR604, em gque a amostra
compreende uma sequéncia de nucledtidos que é& uma seqgquéncia
selecionada do grupo gque consiste na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID
NO: 2, ou gue ¢é complementar das mesmas, € em Jgue a
sequéncia é detetdvel na amostra usando um método de
amplificacdo de 4&acidos nucleicos ou de hibridizacdo de
4dcidos nucleicos. Num aspeto dessa forma de realizacdo, a
amostra ¢ selecionada entre farinha de milho, xarope de
milho, &éleo de milho, amido de milho, e cereais fabricados

no seu todo ou em parte de modo a conter produtos de milho.

Numa outra forma de realizacdo, a presente invencéo
proporciona um extrato derivado de uma planta, tecido, ou
semente de milho do evento MIR604, que compreende uma
sequéncia de nucledtidos que é uma sequéncia de nucledtidos
selecionada do grupo gque consiste nas SEQ ID NO: 1 e SEQ ID
NO: 2, ou que é complementar das mesmas. Num aspeto dessa
forma de realizacdo, a sequéncia ¢é detetada no extrato
usando um método de amplificacdo de &cidos nucleicos ou de
hibridizacdo de &acidos nucleicos. Num outro aspeto dessa
forma de realizacdo, a amostra é selecionada entre farinha
de milho, xarope de milho, 6leo de milho, amido de milho, e
cereais fabricados no seu todo ou em parte de modo a conter

produtos de milho.
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Ainda numa outra forma de realizacdo, a presente invencdo
proporciona um método para produzir uma planta de milho
resistente pelo menos a infestacdo pela lagarta da raiz do
milho, que compreende: (a) o cruzamento sexual de uma
primeira planta de milho progenitora com uma segunda planta
de milho progenitora, em que a referida primeira ou segunda
planta de milho progenitora compreende DNA do evento de
milho MIR604, produzindo-se assim uma pluralidade de
plantas descendentes de primeira geracdo; (b) a selecdo de
uma planta descendente de primeira geracdo que é resistente
pelo menos & infestacdo pela lagarta da raiz do milho; (c)
a autofecundacdo da planta descendente de primeira geracéo,
produzindo-se deste modo uma pluralidade de plantas
descendentes de segunda geracdo; e (d) a selecdo entre as
plantas descendentes de segunda geracdo, de uma planta que
seja resistente pelo menos a infestacdo pela lagarta da
raiz do milho; em gque as plantas descendentes de segunda
geracao compreendem uma sequéncia de nucledtidos
selecionada entre o grupo que consiste na SEQ ID NO: 1 e

SEQ ID NO: 2.

Numa outra forma de realizacdo, a presente invencédo
proporciona um método para produzir sementes de milho
hibrido gue compreende: (a) a plantacdo das sementes de uma
primeira linha de milho puro gue compreende uma sequéncia
de nucledtidos selecionada entre o grupo gque consiste na
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, e SEQ ID NO: 4, e
sementes de uma segunda linha pura com um gendtipo
diferente; (b) o cultivo de plantas de milho resultantes da
referida plantacdo até a época da floracédo; (c) a
emasculacdo das referidas flores das plantas de uma das
linhas de milho puro; (d) o cruzamento sexual das duas

linhas puras diferentes, uma com a outra; e (e) a colheita



40

da semente hibrida produzida deste modo. Num aspeto dessa
forma de realizacdo, a primeira linha de milho puro fornece
0s progenitores-fémea. Num outro aspeto dessa forma de
realizacdo, a primeira linha de milho puro fornece os
progenitores-macho. A presente invencdo também abrange a
semente hibrida produzida pelo método incorporado e plantas

hibridas que cresceram a partir da semente.

Um perito na técnica reconhecerd que o gendtipo transgénico
da presente invencdo pode ser introgredido por reproducdo
em outras linhas de milho que compreendem diferentes
gendtipos transgénicos. Por exemplo, uma linha de milho que
compreende o gendtipo transgénico da presente invencdo pode
ser cruzada com uma linha de milho gue compreende o
gendtipo transgénico do evento Btll resistente aos
lepiddépteros, que é conhecido na técnica, produzindo assim
sementes de milho qgue compreendem tanto o gendtipo
transgénico da invencdo, como o gendtipo transgénico Btll.
Exemplos de outros eventos transgénicos que podem ser
cruzados com uma linhagem da presente invencdo, incluem oS
eventos tolerantes ao glifosato GA21 e NK603, o evento
MON802 tolerante ao glifosato/resistente aos 1insetos
lepidépteros, o evento DBT418 resistente aos lepiddbpteros,
o evento DAS-06275-8 resistente aos lepiddpteros, o evento
estéril masculino MS3, 0 evento Bl6 tolerante a
fosfinotricina, o evento MON 80100 resistente a 1insetos
lepidépteros, 0s eventos T14 e T25 tolerantes a
fosfinotricina, o) evento 176 resistente a insetos
lepidépteros, e o evento MON863 resistente a coledbdpteros,
todos eles conhecidos na técnica. Serd ainda reconhecido
que podem ser feitas outras combinacdes com o gendtipo
transgénico da invencdo e, desse modo estes exemplos ndo

devem ser vistos como limitativos.
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Um perito na técnica ird também reconhecer gue sementes
transgénicas de milho que compreendem o) gendtipo
transgénico da presente invencdo, podem ser tratadas com
varios produtos quimicos de tratamento de sementes,
incluindo inseticidas, ©para aumentar ou sSinergizar a
atividade inseticida da proteina Cry3A055. Por exemplo, as
sementes de milho transgénico da presente invencdo podem
ser tratadas com o inseticida comercial Cruiser®. Uma tal
combinacdo pode ser usada para aumentar o espetro de
atividade e para aumentar a eficdcia da proteina expressa e

do produto quimico.

Reproducdo

O gendtipo transgénico da presente invencdo pode ser
introgredido em gualquer milho puro ou hibrido wusando
técnicas de reproducdo reconhecidas na técnica. O objetivo
da reproducdo de plantas é combinar numa uUnica variedade ou
hibrido vArias caracteristicas desejaveis. Para colheitas
de campo, estas caracteristicas podem incluir resisténcia a
insetos e doencas, tolerédncia a herbicidas, toleréncia ao
calor e a seca, reduzindo o tempo para se atingir a
maturidade, um rendimento mais alto, e melhor qualidade
agrondémica. Com a colheita mecdnica de muitas culturas, é
importante a uniformidade das caracteristicas da planta
tais como a germinacdo e o estabelecimento de pléantulas,
taxa de crescimento, maturidade, e a altura da planta e da

espiga.

As colheitas de campo sdo criadas através de técnicas que
tiram proveito do método de polinizacdo da planta. Uma

planta ¢é autopolinizada se o pdlen de uma flor for
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transferido para a mesma ou para outra flor da mesma
planta. Uma planta é alogdmica se o pdlen for proveniente

de uma flor de uma planta diferente.

As plantas que foram autopolinizadas e selecionadas por
tipo em muitas geracdes tornam-se homozigdbticas
praticamente em todos os loci de genes e produzem uma
populacao uniforme de descendéncia de reproducdo
verdadeira. Um cruzamento entre duas linhas homozigdbdticas
diferentes produz uma populacdo uniforme de plantas
hibridas que podem ser heterozigdticas para muitos loci de
genes. Um cruzamento de duas plantas, cada uma delas
heterozigdtica num certo numero de loci de genes, produziréa
uma populacdo de plantas hibridas que diferem geneticamente

e ndo serd uniforme.

O milho ©pode ser reproduzido tanto por técnicas de
autopolinizacdo como de polinizacdo cruzada. O milho tem
flores-macho e fémea separadas na mesma planta, localizadas
na bandeira e na espiga, respetivamente. A polinizacédo
natural ocorre no milho gquando o vento sopra o pdlen das
bandeiras para as sedas dgue sobressaem dos topos das

espigas.

Um método fidvel de controlar a fertilidade masculina nas
plantas oferece a oportunidade de melhorar a reproducdo de
plantas. Isto é especialmente verdade para o)
desenvolvimento de hibridos de milho, gque depende de algum
tipo de sistema de esterilidade masculina. H& varias opcdes
disponiveis para os criadores para controlar a fertilidade
masculina, tais como a emasculacdo manual ou mecdnica (ou

despendoamento), esterilidade masculina citoplasmatica,
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esterilidade masculina genética, gametocidas e outras

semelhantes.

As sementes de milho hibrido sdo tipicamente produzidas por
um sistema de esterilidade masculina que incorpora o
despendoamento manual ou mecdnico. S&do plantadas faixas
alternadas de duas linhagens de milho num campo, e as
bandeiras com pdlen sdo removidas de uma das linhagens
(feminina) . Desde que exista suficiente isolamento de
fontes de pdlen estranho de milho, as espigas da linhagem
despendoada serdo fertilizadas apenas a partir da outra
linhagem (masculina), e a semente resultante &, ©por

conseguinte, hibrida e ird formar plantas hibridas.

O processo de despendoamento, laborioso e ocasionalmente
falivel, pode ser evitado usando um de muitos métodos na
técnica de conferir esterilidade masculina genética, cada
um com o0s seus préprios beneficios e desvantagens. Estes
métodos usam uma variedade de aproximacdes tais como a
administracdo & planta de um gene que codifica uma
substédncia citotdéxica associada a um promotor especifico de
tecido masculino ou a um sistema antissenso em gue se
identifica um gene critico para a fertilidade e se insere
um antissenso para esse gene na planta (ver: Fabinjanski,
et al. EPO 89/3010153.8 publicacdo n° 329,308 e pedido PCT
PCT/CA90/00037 publicado como WO 90/08828).

Desenvolvimento de Linhas de Milho Puro

O uso de linhagens estéreis masculinas é apenas um fator na
producdo de hibridos de milho. As técnicas de reproducdo de
plantas conhecidas na técnica e usadas num programa de

reproducdo de plantas de milho incluem, mas ndo estédo
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limitadas a, selecdo recorrente, retrocruzamento, selecéo,
selecdo reforcada do polimorfismo do comprimento de
restricdo, selecdo reforcada de marcadores genéticos e
transformacdo. O desenvolvimento de hibridos de milho num
programa de reproducdo de plantas de milho requer, em
geral, o desenvolvimento de linhas puras homozigdticas, o
cruzamento destas linhas, e a avaliacdo dos cruzamentos. Os
métodos de reproducdo por selecdo e selecdo recorrente sio
usados para desenvolver linhas puras a partir de populacdes
para reproducdo. Os programas de reproducdo de plantas de
milho combinam os antecedentes genéticos de duas ou mais
linhas puras ou varias outras fontes de germoplasma em
pools de reproducdo, a partir das quais novas linhas puras
sdo desenvolvidas por autopolinizacdo e selecdo de
fendtipos desejados. As novas linhagens s&o cruzadas com
outras linhas puras e o0s hibridos destes cruzamentos sé&o
avaliados ©para determinar quais deles tém ©potencial
comercial. A reprodugdo de plantas e o desenvolvimento
hibrido, tal como praticados num programa de reproducdo de

plantas de milho, sdo processos dispendiosos e morosos.

A selecdo inicia-se com o cruzamento de dois gendtipos,
cada um dos quais pode ter uma ou mais caracteristicas
desejaveis que falta no outro ou gque complementa o outro.
Se o0s dois progenitores originais ndo fornecerem todas as
caracteristicas desejadas, podem ser incluidas outras
fontes na populacdo para reproducdo. No método genealdgico,
as plantas superiores sdo autopolinizadas e selecionadas em
geracdes sucessivas. Nas geracdes seguintes, a condicéo
heterozigdética abre caminho para linhas homogéneas como
resultado de autopolinizacdo e selecdo. Tipicamente, no

método genealdgico de reproducdo praticam-se cinco ou mais
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geracdes de autopolinizacdo e selecdo: Fi1 - Fo; Fo - F3; Fj

- F4; Fo - F5; etc.

A reproducdo por selecdo recorrente, retrocruzamento por
exemplo, pode ser usada para melhorar uma linha pura e um
hibrido gque sdo produzidos wusando essas linhagens. O
retrocruzamento pode ser usado para transferir uma
caracteristica especifica desejdvel de uma linhagem ou
fonte para uma linhagem gque carece dessa caracteristica.
Isto pode ser realizado, por exemplo, cruzando em primeiro
lugar uma linhagem superior (progenitor recorrente) com uma
linhagem doadora (progenitor nao recorrente), que
transporta o(s) gene(s) apropriado(s) para a caracteristica
em guestdo. A descendéncia deste cruzamento € entdo cruzada
novamente com o0 progenitor recorrente superior, seguindo-se
a selecéo na descendéncia resultante para que a
caracteristica desejada seja transferida do progenitor né&o
recorrente. Depois de cinco ou mais geracdes de
retrocruzamento com selecdo da caracteristica desejada, a
descendéncia serd homozigdtica para os loci que controlam a
caracteristica a ser transferida, mas seré como o)
progenitor superior essencialmente para todos o0s outros
genes. A Ultima geracdo de retrocruzamento & entdo
autopolinizada para dar uma descendéncia de reproducdo pura
para o(s) gene(s) a ser(em) transferido(s). Um hibrido
desenvolvido a partir de linhagens contendo o(s) gene(s)
transferido(s) ¢é essencialmente o mesmo que um hibrido
desenvolvido a partir das mesmas linhagens sem o(s) gene(s)

transferido(s).

As linhas puras de elite, isto é, a reproducdo pura, linhas
puras homozigdticas, podem também ser usadas como materiais

de partida para reproducdo ou populacdes-fonte, a partir
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das quais se desenvolvem outras linhas puras. Estas linhas
puras derivadas de linhas ©puras de elite podem ser
desenvolvidas usando os métodos de reproducdo por selecdo e
selecdo recorrente descritos anteriormente. Como exemplo,
quando se usa a reprodugcdo por retrocruzamento para criar
estas linhas derivadas num programa de reproducdo de
plantas de milho, podem ser usadas linhagens de elite como
linha parental ou material de partida ou populacdo-fonte, e

podem servir tanto como progenitor doador como recorrente.

Desenvolvimento de Hibridos de Milho

Um hibrido de milho de cruzamento Gnico resulta do
cruzamento de duas linhas puras, cada uma das guais tem um
gendtipo que complementa o) gendtipo da outra. A
descendéncia hibrida da primeira geracdo é designada Fi;. No
desenvolvimento de hibridos comerciais num programa de
reproducdo de plantas de milho, apenas as plantas hibridas
F; s&o procuradas. Os hibridos F; preferidos sdo mais
vigorosos dque 08 seus progenitores puros. Este vigor
hibrido, ou heterose, pode manifestar-se em muitas
caracteristicas poligénicas, incluindo um aumento do

crescimento vegetativo e um aumento do rendimento.

O desenvolvimento de um hibrido de milho num programa de
reproducdo de plantas de milho envolve trés etapas: (1) a
selecdo de plantas de varias pools de germoplasma para
cruzamentos reprodutores iniciais; (2) a autopolinizacédo
das plantas selecionadas a partir dos cruzamentos
reprodutores para varias geracdes para produzir uma série
de 1linhas puras, as quais, embora diferentes umas das
outras, se reproduzem de forma verdadeira e sdo altamente

uniformes; e (3) o cruzamento das linhas puras selecionadas
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com diferentes linhas puras para produzir a descendéncia
hibrida (Fi1). Durante o processo de endogamia no milho, o
vigor das linhas diminui. O vigor é restaurado quando duas
linhas puras diferentes sdo cruzadas para produzirem a
descendéncia hibrida (Fi1). Uma consequéncia importante da
homozigosidade e homogeneidade das 1linhas puras é gue o
hibrido entre um par definido de linhagens serd sempre o
mesmo. Uma vez identificadas as 1linhagens qgque d&o um
hibrido superior, a semente hibrida pode ser reproduzida
indefinidamente desde gque a homogeneidade dos progenitores
puros seja mantida. Muito do vigor hibrido exibido pelos
hibridos F1 é perdido na geracdo seguinte (F2) .
Consequentemente, a semente de hibridos n&o é usada para

armazenamento de plantio.

A producdo de sementes hibridas requer a eliminacdo ou
inativacdo do pdlen produzido pelo progenitor feminino. A
remocdo incompleta ou inativacdo do pdlen proporciona o
potencial para autopolinizacéo. Esta semente
inadvertidamente autopolinizada pode ser colhida sem
intencdo e empacotada com a semente hibrida.

Uma vez plantada a semente, ¢é possivel identificar e
selecionar estas plantas autopolinizadas. Estas plantas
autopolinizadas serdo geneticamente eguivalentes a linha

pura feminina usada para produzir o hibrido.

Tal como é prontamente evidente para um perito na técnica,
0s modos acima expostos sdo apenas alguns dos varios modos
pelos quais a linhagem da presente invencido pode ser obtida
por agueles que procuram a introgressdo do gendtipo
transgénico da presente invencdo em outras linhas de milho.
Estdo disponiveis outros meios, e o0s exemplos acima séo

meramente ilustrativos.
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EXEMPLOS

A invencdo serd ainda descrita fazendo-se referéncia aos
exemplos detalhados que se seguem. Estes exemplos sao
fornecidos para finalidades de ilustracdo apenas, e ndo se
destinam a ser limitativos, salvo especificacdo em
contrario. As técnicas-padrdo de DNA recombinante e
clonagem molecular wusadas no presente documento sao bem
conhecidas na técnica e sdo descritas por Ausubel (ed.),
Current Protocols 1in Molecular Biology, John Wiley and
Sons, Inc. (19%4); J. Sambrook, et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 3% Ed., Cold Spring Harbor, NY: Cold
Spring Harbor Laboratory Press (2001); e por T.J. Silhavy,
M. L. Berman, e L. W. Enguist, Experiments with Gene
Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
NY (1984).

Exemplo 1. Transformacdo e Selecdo do Evento MIR604

0O evento MIR604 foi produzido por transformacdo mediada
pela Agrobactéria da linha de milho puro (Zea mays) Al88. O
calo embriogénico do Tipo I foi transformado essencialmente
tal como descrito em Negrotto et al. (Plant Cell Reports
19: 798-803, 2000), usando um fragmento de DNA do plasmideo
pZM26  (Figura 1). O pZM26 contém uma sequéncia de
nucledétidos que compreende cassetes de expressdo em tandem.
A primeira cassete de expressdo € composta por uma
sequéncia promotora MTL (Patente Us 6,018,099)
operacionalmente ligada a uma sequéncia codificadora do
cry3A055, ainda operacionalmente ligada a uma sequéncia de
terminacéo da transcricéo e de poliadenilacéo na

extremidade 3' da nopalina sintase. A segunda cassete de
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expressdo € composta por um promotor da ubiquitina do milho
(ZmUbiInt) (Christensen et al. 1992 PMB 18: 675)
operacionalmente ligado a uma sequéncia de codificacdo do
pmi, ainda operacionalmente ligado a uma sequéncia de
terminacédo da transcricdo e de poliadenilacéo na

extremidade 3' da nopalina sintase.

Os embrides imaturos foram removidos de espigas com 8 a 12
dias e lavados com meio fresco na preparacdo para a
transformacdo. Os embrides foram misturados com a suspensao
de células de Agrobactérias que possuem o vetor de
transformacdo pZM26, agitados durante 30 segundos, e
deixados a incubar durante mais 5 minutos. O excesso de
solucdo de Agrobactérias fol aspirado e os embrides de
seguida movidos para placas contendo um meio de cultura ndo
seletivo. Os embrides foram cocultivados com as
Agrobactérias restantes a 22 °C durante 2-3 dias no escuro.
Os embrides foram transferidos para meio de cultura
complementado com ticarcilina (100 mg/mL) e nitrato de
prata (1,6 mg/L), e incubados no escuro durante 10 dias. Os
embrides que produzem calos embriogénicos foram

transferidos para meio de cultura celular contendo manose.

Testaram-se brotos regenerados por andlise TAQMAN® PCR (ver

Exemplo 2) gquanto a presenca tanto do gene pmi como
cry3A055, bem como guanto a auséncia do gene
espectinomicina (spec) resistente a antibidticos. As

plantas positivas para ambos o0s transgenes, e negativas
para o gene spec, foram transferidas para a estufa para
propagacao adicional. Os eventos positivos foram
identificados e triados usando biocensaios de insetos contra
a lagarta da raiz do milho. Os eventos inseticidas foram

caracterizados gquanto ao numero de cdbdpias por anédlise
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TAQMAN®. O MIR604 foi escolhido para anédlise adicional
baseado em ter uma Unica cépia dos transgenes, boa
expressdo proteica tal como identificada por ELISA, e boa

atividade inseticida contra a lagarta da raiz do milho.

A populacdo Ty do MIR604 foi retrocruzada com a linha de
milho puro CG00526, criando a populacdo T;. As plantas T,
foram autopolinizadas para criar a geracdo T,, e este
processo foil repetido para criar uma geracdo Ti3. Empregou-
se o teste da descendéncia das plantas T3 para identificar
as familias homozigdticas (convertidas). A linhagem CG00526
convertida do MIR6004 foi cruzada com outras linhas puras

de elite para criar hibridos usados em estudos adicionais.

Exemplo 2. Detecdo do MIR604 por PCR TAQMAN®

A andlise TAQMAN® foi essencialmente levada a cabo tal como
descrita no artigo Ingham et al. (Biotechniques, 31:132-
140, 2001). Resumidamente, o DNA gendémico foi isolado a
partir de folhas de plantas de milho transgénico e né&o
transgénico wusando o kit de Extracdo de DNA Gendbmico
Puregene® (Gentra Systems, Minneapolis, MN), essencialmente
de acordo com as instrucdes do fabricante, exceto que todas
as etapas foram conduzidas em placas de 96 pocos de 1,2 mL.
A pelota seca de DNA foi novamente suspensa em tampdo TE

(Tris-HC1 10 Mm, pH 8,0, EDTA 1 mM).

As reacdes PCR TAQMAN® foram levadas a cabo em placas de 96
pocos. Para o controlo do gene do milho endbdgeno, foram
concebidos iniciadores e sondas especificas do gene &lcool
desidrogenase (adh) Zea mays (n°® de acesso ao Genbank
AF044295). Serd reconhecido pelo perito que podem ser

usados outros genes do milho como controlos enddgenos. As
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reacles foram multiplexadas para amplificarem em simulténeo
o cry3A055 e o adh, ou o pmi e o adh. Para cada amostra,
gerou-se uma mistura principal combinando 20 uL de DNA
gendmico extraido com 35 plL de 2x Mistura Principal para
PCR Universal TAQMAN (Applied Biosystems) complementada com
iniciadores, de modo a se obter uma concentracdo final de
900 nM em cada um, sondas a uma concentracdo final de 100
nM cada uma, e agua de modo a perfazer um volume final de
70 uL. Esta mistura foi distribuida em trés réplicas de 20
uL cada, em placas de amplificacdo de 96 cavidades e
seladas com pelicula de selagem a qguente oticamente
transparente (Marsh Bio Products). A PCR foi efetuada num
instrumento ABI Prism 7700 usando o0s parédmetros de
amplificacdo que se seguem: 2 min a 50 °C e 10 min a 95 °C,

seguidos por 35 ciclos de 15 s a 95 °C e 1 min a 60 °C.

Os resultados da andlise TAQMAN® demonstraram gque o evento
MIR604 tinha uma cdédpia do gene cry3A055 e uma cdédpia do gene

pmi.

Exemplos de combinacdes de sequéncias de iniciadores/sondas

adequadas que foram usadas sao:

‘Nome do Iniciador Sequéncia do Iniciador SEQ ID NO:
fdireto Cry3A055 5'-TACGAGAGCTGGGTGAACTTCA-3" SEQ ID NO: 47
Ereverso Cry3A055 i5'-CGATCAGGTCCAGCACGG-3" SEQ ID NO: 48
ésonda Cry3A055 5'-CCGCTACCGCCGCGAGATGA=-3"' SEQ ID NO: 49§
(marcador 5' = FAM, marcador 3' = TAMRA)
Edireto PMI 5"-CCGGGTGAATCAGCGTTT-3"' SEQ ID NO: 50
éreverso PMI 5'"-GCCGTGGCCTTTGACAGT-3"' SEQ ID NO: 51§
jsonda PMI 5"-TGCCGCCAACGAATCACCGG-3" ‘SE‘.Q ID NO: 52
(marcador 5' = FAM, marcador 3' = TAMRA)
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‘;Nome do Iniciador Sequéncia do Iniciador SEQ ID NO:

zdireto ZmADH-267 5'-GAACGTGTGTTGGGTTTGCAT-3"' SEQ ID NO: 53

‘reverso ZmADH-337 i5'-TCCAGCAATCCTTGCACCTT-3" SEQ ID NO: 54

;sonda ZmADH-316 5'"-TGCAGCCTAACCATGCGCAGGGTA-3" SEQ ID NO: 55
(marcador 5' = TET, marcador 3' = TAMRA)

Exemplo 3. Detecdo do MIR604 por Southern Blot

O DNA gendmico usado para andlise southern foi isolado a
partir de tecidos de folhas reunidas de dez plantas dque
representam a sexta geracdo do retrocruzamento (BC6) do
MIR604 usando essencialmente o método do artigo Thomas et
al. (Theor. Appl. Genet. 86:173-180, 1993). Todas as
plantas usadas para isolamento do DNA foram individualmente
analisadas usando PCR TAQMAN® (tal como descrita no Exemplo
2) para confirmar a presenca de uma uUnica cdédépia do gene
cry3A055 e do gene pmi. Para os controlos segregantes
negativos, o DNA foi isolado a partir de tecidos de folhas
reunidos de cinco plantas que representam a geracdo BC4 do
evento MIR604. Estas plantas segregantes negativas foram
individualmente analisadas usando PCR TAQMAN e os ensaios
deram negativos quanto a presenca do gene cry3A055 e do
gene pmi, mas foram, tal como esperado, positivos para o

ensaio do controlo interno, o gene do milho enddgeno adh.

A andlise Southern foi levada a cabo wusando técnicas
convencionais de biologia molecular. O DNA gendmico (7,5
ng) foi digerido com a enzima de restricdo KpnI, que tem um
tnico sitio de reconhecimento na insercdo T-DNA do MIR604
do plasmideo pZM26 (Figura 1). Esta aproximacdo permite a
determinacéo do nimero de copias dos elementos,

correspondentes & sonda especifica usada para cada
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Southern, que foram incorporadas no MIR604. Isto resulta
numa banda de hibridizacdo por cdpia do elemento presente
no MIR604. Depois da eletroforese em gel de agarose e
transferéncia alcalina para uma membrana Nytran®, as
hibridizacdes foram levadas a cabo usando sondas geradas
por PCR de comprimento total, especificas do elemento. A
sonda usada nos Southern blots para o cry3A055 e o pmi
compreende as sequéncias de nucledtidos estabelecida nas
SEQ ID NO: 58 e SEQ ID NO: 61, respetivamente. As sondas
foram marcadas com °°P via iniciacdo aleatéria usando o
sistema Rediprime™ II (Amersham Biosciences, N° de Cat.

RPN1633).

Foram usadas as condic¢des de hibridizacdo de alta
estringéncia gque se sequem: adicionam-se 1-2 milhdes de
cpm/mL a PerfectHyb (Sigma) complementado com DNA de timo
de vitela a 100 pg/mL (Invitrogen), pré-aquecido a 65 °C. A
pré-hibridizacdo toma lugar na mesma solucdo gue acima, a
mesma temperatura, de um dia para o outro, ou durante pelo
menos uma hora. A hibridizacdo foi levada a cabo a 65 °C
durante 3 horas, seguida de lavagem 2X com 2X SSC, SDS a
0,1% durante 20 minutos a 65 °C e 2X com 0,1X SSC, SDS a

0,1% durante 20 minutos a 65 °C.

Incluidas em cada Southern, estavam trés amostras de
controlo: (1) DNA de um  segregante negativo (ndo
transformado) usado para identificar quaisquer sequéncias
enddgenas de Zea mays dque Sse possam hibridizar por
cruzamento com a sonda especifica para o elemento; (2) DNA
de um segregante negativo no qual ¢é introduzida uma
gquantidade de pZM26 digerido com KpnI que € igual a um
numero de cdépia baseado no comprimento da sonda, para

demonstrar a sensibilidade da experiéncia na detecdo da
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cépia uUnica de um gene no genoma do Zea mays; e (3)
plasmideo pZM26 digerido com KpnI que é igual a um numero
de cédpia baseado no comprimento da sonda, como controlo
positivo para a hibridizacdo, bem como para demonstrar a

sensibilidade da experiéncia.

Os dados de hibridizacdo fornecem evidéncia confirmatdria
para apoiar a andlise PCR TAQMAN® de que o MIR604 contém
uma Unica cdépia dos genes cry3A055 e pmi, e de que o MIR604
ndo contém nenhuma das sequéncias estruturais do vetor
presente no pzZM26. Tal como esperado para ambas as sondas
cry3A055 e pmi, a digestdo com KpnI resultou numa uUnica
banda de hibridizacdo de tamanho correto, demonstrando que
estd presente uma Unica cédépia de cada gene no evento
MIR604. Para além disso, para a sonda estrutural, uma falta
de hibridizacéo demonstra a auséncia de quaisquer
sequéncias estruturais do vetor pZM26a a ser incorporadas

no MIR604 durante o processo de transformacio.

Exemplo 4. Sequenciacdo da Insercdo de T-DNA

A sequéncia de nucledtidos da insercdo completa de DNA
transgénico presente no evento MIR604 foi determinada para
demonstrar a integridade global da insercdo, a contiguidade
dos elementos  funcionais, e para detetar quaisquer
modificacdes de pares de bases individuais. A insercéo
MIR604 foi amplificada por PCR a partir de DNA derivado da
geracdo BCS como dois fragmentos individuais sobrepostos.
Cada fragmento foi amplificado usando um iniciador de
polinuclebdtidos homdélogo de sequéncias gendmicas da planta
gque flanqueiam a 1insercdo MIR604 e um iniciador de

polinuclebdétidos homélogo do gene cry3A055. Para gerar o
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fragmento 57, combinou-se um primeiro iniciador de
polinucledétidos homdélogo da sequéncia de flanqueamento 5',
5'S1T (SEQ ID NO: 15), com um segundo iniciador de
polinucledtidos homdélogo do DNA inserido no gene cry3A055,
5'AS1 (SEQ ID NO: 28). Para gerar o fragmento 3', combinou-
se um primeiro iniciador de polinucledtidos homblogo da
sequéncia de flanqueamento 3', 9268AS (SEQ ID NO: 45), com
um segundo iniciador de polinucledtidos homdlogo do DNA

inserido no gene cry3A055, 5161S (SEQ ID NO: 27).

A amplificacdo por PCR foi levada a cabo usando o sistema
Expand High Fidelity PCR (Roche, N° de Cat. 1732650) e o0s
parametros de amplificacdo que se seguem: 2 min a 94 °C
para 1 ciclo, seguidos de 10 ciclos de 15 s a 94 °C, 30 s a
55-65 °C e 5 min a 68 °C, seguidos de 20 ciclos de 15 s 94
°C, 30 s a 55-65 °C, e 5 min + 5 s/ciclo de 72 °C, seguidos
de 1 ciclo de 7 min a 72 °C.

O amplicdo resultante da amplificacdo por PCR usando a SEQ
ID NO: 15 e a SEQ ID NO: 28 compreendia a sequéncia de
juncdo 5! (SEQ ID NO: 1). O amplicdo resultante da
amplificacd&o por PCR usando a SEQ ID NO: 45 e a SEQ ID NO:
27 compreendia a sequéncia de juncdo 3' (SEQ ID NO: 2).
Cada fragmento de sequenciacdo foi individualmente clonado
no vetor pCR®-XL-TOPO (Invitrogen, N° de Cat. K4700-20), e
foram identificados e sequenciados trés clones separados
para cada fragmento. A sequenciacdo foi levada a cabo
usando o analisador ABI3730XL, utilizando a gquimica do ARI
BigDye® 1.1 ou Big Dye 3.1 dGTP (para modelos ricos em GC).
A andlise de sequéncias foi efetuada usando o pacote Phred,
Phrap, e Consed da Universidade de Washington, e foi levada
a cabo com uma taxa de erro inferior a 1 em 10.000 bases

(Ewing e Green, 1998). A sequéncia de consenso final foi
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determinada combinando os dados das sequéncias dos seis
clones individuais (trés para cada fragmento de
sequenciacdo) para gerar uma sequéncia de consenso da
insercdo MIR604. Para validar adicionalmente quaisquer
discrepéncias de ©pares de bases individuais entre a
insercdo MIR604 e o plasmideo pZM26, amplificaram-se
produtos de PCR pequenos (com aproximadamente 300-500 bp)
especificos de quaisquer regides em que tenha sido
verificada uma discrepéncia de pares de bases na sequéncia
de consenso inicial, usando a mesma metodologia acima. Para
todas as discrepidncias putativas de pares de bases na
insercdo MIR604, a sequenciacdo do produto da PCR direta
resultou em picos Unicos bem definidos para todos os pares
de bases em qguestdo, indicando gue estas discrepancias
estdo provavelmente presentes na insercdo MIR604. 0
alinhamento foi efetuado usando o programa ClustalW, com o0s
seguintes paré@metros: matriz de pontuacdo blosum 55,
penalidade de abertura de lacunas 15, penalidade de
extensdo de lacunas 6,66 (Thompson et al., 1994, Nucleic
Acids Research, 22, 4673-4680).

Os dados da sequéncia de consenso para a insercdo de T-DNA
do MIR604 demonstram que a integridade global da insercdo e
a contiguidade dos elementos funcionais na insercdo tal
como se pretendia em pZM26 foram mantidas. A andlise de
sequéncias revelou gue ocorreu alguma truncagem nas
extremidades da fronteira direita (RB) (SEQ ID NO: 57) e
fronteira esquerda (LB) (SEQ ID NO: 62) da insercdo de T-
DNA durante o processo de transformacdo que resultou no
evento MIR604. A parte RB da insercdo de T-DNA foi truncada
por 44 bp e a extremidade LB da insercdo de T-DNA foi
truncada por 43 bp. Estas supressdes ndo tém qualqguer
efeito na eficédcia da insercdo de T-DNA e este fendmeno foi

anteriormente observado na transformacdo de Agrobactérias
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(Tinland & Hohn, 1995. Genetic Engineering, 17: 209-229).
Adicionalmente, foram notadas modificacdes em trés pares de
bases na insercdo de T-DNA do MIR604. Ocorreu uma
discrepédncia no promotor MTL, uma regido regulatdédria gque
ndo codifica uma proteina. As duas discrepéncias restantes
ocorreram na sequéncia de codificacdo do pmi e resultaram
em modificacdes em dois aminodcidos; a valina na posicdo 6l
foi substituida por alanina (V6lA), e a glutamina na
posicdo 210 foi substituida por histidina (Q210H). A
alanina e a wvalina sdo ambas aminocdcidos alifdticos que
resultam numa substituicdo conservativa. A substituicdo da
glutamina por histidina resulta na substituicdo de um

residuo acido por um residuo basico.

Exemplo 5. Andlise da Seguéncia de DNA de Flangqueamento

A sequéncia de DNA gendmico do milho que flanqueia o DNA
heterélogo inserido no genoma da planta de milho do evento
MIR604 foi obtida usando a Tecnologia OmniPlex™,
essencialmente como descrita no artigo Kamberov et al
(Proceedings of SPIE, Tools for Molecular Analysis and

High-Throughput Screening, 4626:1-12, 2002).

As sequéncias de flanqueamento 5' e 3' e as sequéncias de
juncdo foram confirmadas usando procedimentos PCR padréo.
As sequéncias de flangqueamento 5' e de Jjuncdo foram
confirmadas usando um primeiro iniciador de polinucledtidos
estabelecido nas SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9,
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 ou na SEQ 1ID
NO: 13, combinado com um segundo iniciador de
polinuclebdtidos estabelecido na SEQ ID NO: 16 ou na SEQ ID
NO: 17. As sequéncias de flanqueamento 3' e de juncdo foram

confirmadas usando um primeiro iniciador de polinucledtidos
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estabelecido na SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO:
41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43 ou na SEQ ID NO: 44,
combinado com um segundo iniciador de polinucledtidos
estabelecido na SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO:
33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35 ou na SEQ ID NO: 36. Seré
reconhecido pelo especialista gque podem ser utilizadas
outras sequéncias de iniciadores para confirmar as

sequéncias de flangueamento e juncéio.

Verificou-se gque a insercdo MIR604 ¢é flangqueada na
fronteira direita (sequéncia de flanqueamento 5') pela
sequéncia gendmica do milho apresentada na SEQ ID NO: 5 e
flanqueada na fronteira esquerda (sequéncia de
flanqueamento 3'") pela sequéncia gendémica do milho
apresentada na SEQ ID NO: 6. A sequéncia de juncdo 5' esté
estabelecida na SEQ ID NO: 1. A sequéncia de juncdo 3' estéa

estabelecida na SEQ ID NO: 2.

Exemplo 6. Detecdo da proteina MIR604 por ELISA

Para caracterizar o intervalo de expressdo das proteinas
Cry3A055 (o principio inseticida ativo) e fosfomanose
isomerase (PMTI) (0 marcador seleciondvel) em plantas
MIR604, as concentracdes da proteina Cry3A055 e da PMI
foram determinadas por ELISA em varios tecidos de plantas e
plantas completas em quatro fases do crescimento
(verticilo, antese, maturidade da semente e senescéncia) em
dois hibridos (MIR604-B e MIR604-C) e numa planta pura
(MIR604-A) . Os hibridos eram homozigdéticos para o0s
transgenes no evento MIR604, enquanto que a linha pura era

homozigdtica para os transgenes.
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As plantas completas e partes individuais (exceto o pdlen)
foram reduzidas a um pd fino por processamento usando um
moinho de café, um misturador, um moedor Grindomix™
(Brinkmann Instruments; Westbury, NY, USA), um almofariz
com um pildo ou um moinho, ou uma combinacdo destes
dispositivos. Todo o processamento foi efetuado na presenca
de gelo seco ou azoto liquido. As amostras foram bem
misturadas para assegurar a homogeneidade. A amostra de
tecido da planta completa, ou uma subamostra
representativa, foi retida para andlise, permitindo um
tamanho de amostra suficiente ©para armazenamento de
arquivos de amostras de tecidos de reserva da planta. Foi
determinada a percentagem de peso seco de cada amostra e as
amostras processadas foram armazenadas a cerca de -80 °C

até a liofilizacéo.

Extrairam-se amostras de tecido fresco (exceto pdlen e
silagem) e de planta completa. Para cada amostra analisada,
pesou-se uma aliquota de 1,0 g de material fresco sob a
forma de pd para dentro de um tubo de polipropileno de 15
mL, suspendeu-se em 3 mL de tampdo de extracao [CAPS 50 mM,
NaCl 0,1 M, EDTA 2 mM, ditiotreitol 1 mM, fluoreto de 4-(1-
aminoetil)benzenossulfonilo-HCl 1 mM, leupeptina 1 mM, pH
10], e extraiu-se usando um homogeneizador Autogizer®
(Tomtek; Hamden, CT, EUA). Apds centrifugacdo durante 15
min a 10.000 x g a 4 °C, wusou-se o sobrenadante para
andlise de Cry3A055 e PMI por ELISA. Depois de tratamento
com iodoacetamida, tal como descrito por Hill e Straka
(1988), gquantificou-se a proteina total nos extratos usando
0 Reagente de Ensaio de Proteinas BCA TN (Pierce; Rockford,

IL, USA).
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Prepararam-se extratos de pdlen por suspensido do pdlen 1:30
(p/v) em tampdo de extracdo. Apds 30 min. em gelo, as
suspensdes de pdlen foram destruidas por meio de trés
passagens através de uma célula de pressdo francesa a cerca
de 15.000 psi, seguidas de centrifugacdo a 14.000 x g
durante 5 min a 4 °C. As anadlises da Cry32055 e da PMI por
ELISA foram efetuadas nos sobrenadantes tal como se
descreve abaixo. A proteina total foi quantificada tal como

se descreve acima.

Prepararam-se extratos de silagem por suspensdo da silagem
1:25 (p/v) em 2X tampdoc de extracdo. Depois de 30 min. em
gelo, as suspensdes de silagem foram extraidas usando um
Homogeneizador Brinkmann Polytron® (Brinkmann; Westbury,
NY, EUA). Apds centrifugacdo durante 15 min. a 10.000 x g a
4 °C, usou-se o sobrenadante para analise da Cry3A055 e PMI
por ELISA. A proteina total foi quantificada tal como se

descreve acima.

Quantificacdo da Cry3A055

Os extratos preparados como descritos acima foram
analisados guantitativamente quanto a proteina Cry3A055 por
ELISA (Tijssen, 1985) usando anticorpos policlonais anti-
Cry3A055 de coelho purificados ©por imuncafinidade e
anticorpos policlonais anti-Btt (Cry3A nativa de Bacillus
thuringiensis, subespécie tenebrionis) de cabra purificados
por imuncafinidade. O limite inferior de guantificacdo da
ELISA de dupla sanduiche foi estimado com Dbase na
concentracdo mais baixa de proteina de referéncia pura gque
se encontra na parte linear da curva-padrdo, no volume

maximo de um extrato de controlo gque pode ser analisado sem
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interferéncia do ruido de fundo, e no peso correspondente

da amostra que a aliquota representa.

Foram detetados niveis quantificédveis de proteina Cry3A055
em todos os tecidos de plantas derivados do MIR604
analisados, exceto no pdlen. Na maior parte dos casos, 0s
resultados estdo apresentados como as médias das cinco
repeticdes das amostras de tecidos. Para a silagem, foi
analisada uma amostra; por conseguinte, ndo se pode
calcular qualquer média. Os niveis das amostras de controlo
ficaram abaixo do limite de quantificacdo para todas as

fases e tecidos.

Através de todas as fases de crescimento, os niveis médios
de Cry3A055 medidos nas folhas, raizes e plantas completas
variaram de cerca de 3 a 23 ng/g de peso fresco (4 - 94
ng/g de peso seco), cerca de 2 a 14 ng/g de peso fresco (7
- 62 ug/g de peso seco), e cerca de 0,9 a 11 ug/g de peso
fresco (3 - 28 ng/g de peso seco), respetivamente. Os
niveis médios de Cry3A055 medidos nos grdos na maturidade
da semente e senescéncia variaram de cerca de 0,6 a 1,4
ng/g de peso fresco (0,8 - 2,0 ng/g de peso seco). Os
niveis médios de Cry3A055 medidos nos tecidos das sedas na
antese ficaram abaixo do limite inferior de quantificacédo
(LOQ), <0,1 ng/g de peso fresco (1,0 ug/g de peso seco).
Os niveis médios de Cry3A055 medidos nos tecidos das sedas
na maturidade da semente variaram de cerca de 0,6 a 1,9
ng/g de peso fresco (1 - 3 ug/g de peso seco). Nado foi
detetada qualgquer proteina Cry3A055 no pdlen qguer de
MIR604-A puro, quer de hibridos MIR604-B e MIR604-C [limite
de detecdo (LOD) = 0,07 ng/g de peso fresco, 0,15 ug/g de

peso seco].
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Os niveis de Cry3A055 foram em geral semelhantes entre
hibridos para cada tipo de tecido em cada ponto do tempo.
Para a linha pura, a expressdo da proteina Cry3A055 foi em
geral superior a dos hibridos nas folhas, raizes e plantas
completas nas fases de verticilo e antese, e nas raizes na
maturidade da semente. 0Os niveis de Cry3A055 medidos em
tecidos de silagem foram em média de 2,5 ng/g de peso
fresco (7,3 ug/g de peso seco) aos 15, 29 e 75 dias. Em
comparacdo, o nivel de Cry3A055 medido no material de
planta picada antes da ensilagem (Dia 0 pré-ensilagem) foi

de cerca de 8 ung/g de peso fresco (20 png/g de peso seco).

Quantificacdo da PMI

Os extratos preparados como descritos acima foram
analisados guantitativamente gquanto & PMI por ELISA
(Tjissen, 1985) wusando anticorpos de coelho policlonais
purificados com Proteina A e anticorpos de cabra
policlonais purificados por imunocafinidade, especificos
para a PMI. O limite inferior de quantificacdo da ELISA de
dupla sanduiche foi estimado com base na concentracdo mais
baixa de proteina de referéncia pura que se encontra na
parte linear da curva-padrdo, no volume maximo de um
extrato de controlo que pode ser analisado sem
interferéncia do ruido de fundo, e no peso correspondente

da amostra que a aliquota representa.

A proteina PMI foi detetada na maior parte dos tecidos de
plantas derivadas do MIR604 analisados, embora em baixos
niveis. Na maioria dos casos, 0s resultados estdo
apresentados como as médias das cinco repeticdes das
amostras de tecidos. Para a silagem, foi analisada uma

réplica; por conseguinte, ndo se pode calcular qualqgquer
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média. Os niveis das amostras de controlo ficaram abaixo do

limite de quantificacido para todas as fases e tecidos.

Ao longo de todas as fases da planta, os niveis médios de
PMI medidos nas folhas, raizes e plantas completas variaram
de ndo detetéveis (ND) a cerca de 0,4 ng/g de peso fresco
(ND - 2,1 ng/g de peso seco), abaixo do LOQ (0,03 ug/g de
peso fresco) a cerca de 0,2 ng/g de peso fresco (<0,1 - 1,0
ng/g de peso seco), e abaixo do LOQ (0,02 ng/g de peso
fresco) a cerca de 0,3 pg/g de peso fresco (<0,04 - 2 ug/g
de peso seco), respetivamente. O0Os niveis médios de PMI
medidos nos grdos na maturidade da semente e senescéncia
variaram de abaixo do LOQ (<0,06 ng/g de peso fresco) a
cerca de 0,4 nug/g de peso fresco (<0,07 - 0,5 ng/g de peso
seco). Os niveis médios de PMI medidos em tecidos das sedas
na antese e na maturidade da semente variaram de abaixo do
LOQ (<0,1 ng/g de peso fresco) a cerca de 0,8 ung/g de peso
fresco (<0,2 - 6,8 ung/g de peso seco). A PMI no pdlen
variou de cerca de 1,9 a 2,6 ng/g de peso fresco (3,9 - 5,2
ng/g de peso seco).

Os niveis de PMI foram em geral semelhantes entre os
gendtipos puros e hibridos para cada tipo de tecido em cada
ponto do tempo. A PMI ndo foi detetdvel na silagem em
nenhum dos trés tempos de amostragem (dia 15, 29 e 75),
enquanto que o nivel medido no material de plantas picadas
antes da ensilagem (Dia 0 pré-ensilagem) foi de cerca de

0,3 ng/g de peso fresco (0,7 ng/g peso seco).

Niveis totais estimados de proteina Cry3A055 por acre e por

hectare

Para a linha pura (MIR604-A) e ambos os hibridos (MIR604-B

e MIR604-C), as plantas atingiram a sua biomassa mais
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elevada na maturidade da semente. As plantas alcancaram
também os seus niveis médios estimados mais elevados de
Cry3A055 numa base por acre (e por hectare) na maturidade
da semente, e estimou-se conterem cerca de 78, 141 e 240 g
de Cry3A055/acre (193, 348 e 592 g/hectare) para o MIR604-
A, MIR604-B e o MIR604-C, respetivamente. Durante a estacdo
do crescimento e em todos os gendtipos, as estimativas da
Cry3A055 em plantas derivadas do MIR604 variaram de niveis
médios de <cerca de 8 g de Cry3A055/acre (21 g de
Cry3A055/hectare) na fase da senescéncia a cerca de 240 g
de Cry3A055/acre (592 g de Cry3A055/hectare) na maturidade
da semente, assumindo uma densidade da plantacdo de 26.500

plantas por acre (65.500 plantas/hectare).

Exemplo 7. Eficidcia de Campo do MIR604

Lagarta da Raiz do Milho Ocidental e do Norte

As plantas MIR604 foram testadas gquanto a eficédcia contra a
lagarta da raiz do milho ocidental e do norte em 12
localizacgdes nos Estados Unidos. O MIR604 foi testado com e
sem a adicdo do tratamento das sementes com © inseticida
Crusier®. Os grupos de controlo consistiram em sementes
tratadas com duas proporcdes diferentes de Cruiser® e um
controlo ndo tratado. Os tratamentos consistiram em quatro
repeticdes de duas filas de 17,5-20 pés espacadas de 30" no
centro, concebidas num bloco completo aleatédrio.
Escolheram-se dez plantas por tratamento aleatoriamente e
avaliaram-se quanto a eficédcia usando uma escala de 0 a 3,
em que 0 = Nenhum dano por alimentacdo (classificacdo mais
baixa qgue pode ser dada); 1 = Um ndédulo (circulo de
raizes), ou o equivalente a um ndédulo inteiro, comido em

aproximadamente duas polegadas do talo (linha do solo no 7°
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nédulo); 2 = Dois nddulos completos comidos; 3 = Trés ou
mais nédulos comidos (classificacdo méxima gque pode ser
dada). Os danos entre ndédulos completos comidos foram
anotados como a percentagem do nddulo em falta, isto &,

1,50 = 1 ¥ nédulos comidos, 0,25 = * de ndédulo comido.

Os resultados, apresentados na Tabela 1, demonstram gque as
raizes das duas 1linhas irmds do MIR604, 3-11 e 3-12,
sofreram significativamente menos danos por alimentacdo do
que as raizes com tratamento com Cruiser® ou as raizes do
controlo nd@o tratado. As linhas MIR604-3-11 e MIR604-3-12
tiveram classificacbes de danos das raizes de 0,44 e 0,42,
respetivamente, em comparacdo com 0,25 e 1,25 mgA/Semente
para 0s tratamentos com Cruiser®, que tiveram
classificacdes de danos de 1,6 e 0,9, respetivamente, e a
linha de controlo com uma classificacdo de danos de 2,14.
Houve uma tendéncia no sentido de classificacdes de danos
nas raizes mais baixos nas plantas MIR604 cujas sementes
foram tratadas com Cruiser®, sugerindo que o Crusier®
aumentou a proteina Cry3A055 ou gue houve uma possivel
sinergia entre o Crusier® e a Cry3A055. Isto foi
particularmente evidente nos tratamentos das sementes a 1,0

e 1,25 mgA/MIR604, com classificacgdes dos danos nas railzes

de 0,33 e 0,29, respetivamente.

Tabela 1. Eficdcia do MIR604 com e sem tratamento da

semente com Crus ier®

Linha de Tratamento com Cruiser® Classificacdo dos Danos nas
Milho (mgA/Semente) Raizes (Escala CRW 0-3)
MIR604-3-11 0 0,44

MIR604-3-12 0 0,42




66

Linha de Tratamento com Cruiser® Classificagdo dos Danos nas
Milho (mgA/Semente) Raizes (Escala CRW 0-3)
MIR604 0,25 0,43
MIR604 0,50 0,39
MIR604 1,0 0,33
MIR604 1,25 0,29

Hibrido de

Controlo 0,25 1,60
Hibrido de

Controlo 1,25 0,99
Hibrido de

Controlo 0 2,14

A eficdcia do MIR604 foi comparada com padrdes comerciais
de inseticida em grdnulos aplicados nos sulcos. A concecédo
experimental foi tal como descrita acima. Os resultados na
Tabela 2 demonstram gque a eficadcia do MIR604 foi comparavel
aos padrdes comerciais na protecdo das plantas contra os

danos por alimentacdo da lagarta da raiz do milho.

Tabela 2. Comparacdo da eficacia do MIR604 com inseticidas

comerciais aplicados nos sulcos.

Tratamento § Classificagdo dos Danos nas Raizes (Escala CRW 0-3)
MIR604 % 0,43
Force® 3G ; 0,44
Aztec® 6.7G 0,32
Lorsban® 15 G 0,75
" Controlo ndo tratado 2,14

Lagarta da Raiz do Milho Mexicana



67

As plantas MIR604 foram avaliadas quanto a resisténcia a
lagarta da raiz do milho mexicana em duas localizag¢des no
Texas. A concecdo experimental foi essencialmente a mesma

que descrita acima.

Os resultados apresentados na Tabela 3 demonstram que ambas
as linhas-irm&s MIR604 sofreram menos danos por alimentacéo
do que os controlos ndo tratados. Houve uma resposta
positiva para o controlo da lagarta da raiz do milho
mexicano quando se adicionou Cruiser® a semente MIR604. Foi
evidente uma resposta clara a proporcdo de inseticida. Os
resultados na Tabela 4 demonstram que a eficédcia do MIR604
foi comparavel aos padrdes comerciais na protecdo das
plantas contra os danos por alimentacdo da lagarta da raiz

do milho mexicana.



Tabela 3. Eficacia do MIR604, com e sem tratamento das
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sementes com Cruiser®, contra a lagarta da raiz do milho

mexicana.

Tratamento | Proporcdo de Cruiser® Classificacgéo dos Danos nas Railzes
(mgA/Semente) (Escala CRW 0-3)

MIR604-3-
11 0 1,14
0,125 0,19
0,25 0,18
0,50 0,09
1,25 0,02

MIR604-3-
12 0 0,68
0,125 0,46
0,25 0,18
0,50 0,21
1,25 0,04

Hibrido de
Controlo 0,125 1,59
1,25 0,71
0 2,76

Tabela 4. Eficadcia do MIR604 comparada com inseticidas

comerciais aplicados nos sulcos contra a lagarta da raiz do

milho mexicana.

tratado

Tratamento Classificacdo dos Danos nas Raizes (Escala CRW 0-3)
MIR604 0,68
Force® 3G 0,66
Aztec® 6.7G 0,88
Lorsban® 15 G 0,81
Controlo né&o 2,76
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Embora a invencdo precedente tenha sido descrita em detalhe
a titulo de ilustracdo e exemplo para fins de clareza de
compreensio, seréa bbvio que certas alteracdes e
modificacdes podem ser praticadas dentro do Aambito da

presente invencédo.

Formas de realizacdo da Invencdo:

Numa primeira forma de realizacdo, a invencdo refere-se a
uma molécula de &cido nucleico isolado compreendendo uma
sequéncia de nucledtidos que compreende pelo menos uma
sequéncia de juncdo do evento MIR604 selecionada entre o
grupo dque consiste na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2, e

sequéncias complementares das mesmas.

A forma de realizacdo 2 refere-se a uma molécula de A&cido
nucleico isolado compreendendo pelo menos 10 nucledtidos
contiguos da sequéncia de DNA de insercdo heterdloga do
evento de milho MIR604 e pelo menos 10 nucledtidos
contiguos de DNA do genoma de plantas de milho que
flanqueiam a referida sequéncia de DNA de insercdo do

evento de milho MIR604.

A forma de realizacdo 3 refere-se a molécula de A&cido
nucleico isolado da forma de realizacdo 2, compreendendo
prelo menos 20 nucledtidos contiguos da sequéncia de DNA de
insercdo heterdloga do evento de milho MIR604 e pelo menos
20 nucledtidos contiguos de DNA do genoma de plantas de
milho que flanqueiam a referida sequéncia de DNA de

insercdo do evento de milho MIR604.

A forma de realizacdo 4 refere-se a molécula de A&cido

nucleico isolado da forma de realizacdo 2, compreendendo



70

pelo menos 50 nucledtidos contiguos da sequéncia de DNA de
insercdo heterdloga do evento de milho MIR604 e pelo menos
50 nucledtidos contiguos de DNA do genoma de plantas de
milho que flanqueiam a vreferida sequéncia de DNA de

insercdo do evento de milho MIR604.

A forma de realizacdo 5 refere-se a uma molécula de &cido
nucleico isolado compreendendo uma sequéncia de nucledtidos
selecionada entre o grupo gque consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2, SEQ 1ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, e sequéncias

complementares das mesmas.

A forma de realizacdo 6 refere-se a um &cido nucleico
isolado que liga uma molécula de DNA heterdlogo ao genoma
da planta do milho, no evento de milho MIR604 que
compreende uma sequéncia de cerca de 11 a cerca de 20
nucledétidos contiguos selecionados entre o grupo Jque
consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, e seqguéncias

complementares das mesmas.

A forma de realizacdo 7 refere-se a um amplicéo
compreendendo a molécula de acido nucleico de qualguer uma

das formas de realizacdo 1 a 6.

A forma de realizacdo 8 refere-se a uma sequéncia de
iniciador de polinucledétidos para detetar o DNA do evento
de milho MIR604 numa amostra, compreendendo pelo menos 10
nucledtidos contiguos da posicdo 1-801 como se estabelece

na SEQ ID NO: 3, ou sequéncias complementares da mesma.

A forma de realizacdo 9 refere-se ao iniciador de acordo
com a forma de realizacdo 8, que compreende uma sequéncia

de nucledétidos selecionada entre o grupo gue consiste na
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SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 15, e sequéncias complementares

das mesmas.

A forma de realizacdo 10 refere-se a um iniciador de
polinuclebdtidos compreendendo uma sequéncia de nucledtidos
que compreende pelo menos 10 nucledtidos contiguos da
posicdo 507-1570 como se estabelece na SEQ ID NO: 4, ou

sequéncias complementares das mesmas.

A forma de realizacdo 11 refere-se ao iniciador de acordo
com a forma de realizacdo 10, que compreende uma segquéncia
de nucledtidos selecionada entre o grupo gue consiste na
SEQ ID NO: 39 a SEQ ID NO: 46, e sequéncias complementares

das mesmas.

A forma de realizacdo 12 refere-se a um par de iniciadores
de polinucledtidos que compreende um primeiro iniciador de
polinucledétido e um segundo iniciador de polinucledbdtidos,
gue funcionam conjuntamente na presenca de um modelo de DNA
do evento de milho MIR604 numa amostra, para produzirem um
amplicdo diagnéstico do evento de milho MIR604, em que a
primeira sequéncia de iniciadores é o genoma de uma planta
de milho, ou uma sequéncia complementar do mesmo, gque
flanqueia o ponto de insercdo de uma sequéncia de DNA
heterdlogo inserida no genoma da planta de milho do evento
de milho MIR604, e a segunda sequéncia de iniciadores de
polinuclebtidos é a sequéncia do DNA heterdlogo, ou é uma
sequéncia complementar da mesma, inserida no genoma da

planta de milho do evento de milho MIR604.

A forma de realizacdo 13 refere-se ao par de iniciadores de
polinucledétidos de acordo com a forma de realizacdo 12, em

que o primeiro iniciador de polinucledtidos compreende pelo
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menos 10 nucledtidos contiguos da posicdo 1-801, conforme
se estabelece na SEQ ID NO: 3, ou sequéncias complementares

da mesma.

A forma de realizacdo 14 refere-se com o par de iniciadores
de polinucledbtidos de acordo com a forma de realizacdo 13,
em que o primeiro iniciador de polinucledtidos compreende
uma sequéncia de nucledtidos selecionada entre o grupo que
consiste na SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 15, e sequéncias

complementares das mesmas.

A forma de realizacdo 15 refere-se ao par de iniciadores de
polinucledétidos de acordo com a forma de realizacdo 12, em
que o primeiro iniciador de polinucledtidos compreende pelo
menos 10 nucledtidos contiguos da posicdo 507-1570,
conforme se estabelece na SEQ ID NO: 4, ou sequéncias

complementares da mesma.

A forma de realizacdo 16 refere-se ao par de iniciadores de
polinucledétidos de acordo com a forma de realizacdo 15, em
gque o primeiro iniciador de polinucledtidos compreende uma
sequéncia de nucledtidos selecionada entre o grupo dque
consiste na SEQ ID NO: 39 a SEQ ID NO: 46, e sequéncias

complementares das mesmas.

A forma de realizacdo 17 refere-se ao par de iniciadores de
polinucledétidos de acordo com a forma de realizacdo 12, em
que o segundo iniciador de polinucledtidos compreende pelo
menos 10 nucledtidos contiguos da SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO:
59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, ou SEQ ID

NO: 63, ou sequéncias complementares das mesmas.
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A forma de realizacdo 18 refere-se ao par de iniciadores de
polinucledétidos de acordo com a forma de realizacdo 17, em
que o segundo iniciador de polinucledtidos compreende uma
sequéncia de nucledtidos selecionada entre o grupo dJue
consiste na SEQ ID NO: 16 a SEQ ID NO: 38, e sequéncias

complementares das mesmas.

A forma de realizacdo 19 refere-se ao par de iniciadores de
polinucledétidos de acordo com a forma de realizacdo 12, em
que o primeiro iniciador de polinucledbdtidos se estabelece
na SEQ ID NO: 15 e o segundo iniciador de polinucledtidos

se estabelece na SEQ ID NO: 28.

A forma de realizacdo 20 refere-se ao par de iniciadores de
polinucledétidos de acordo com a forma de realizacdo 12, em
que o primeiro iniciador de polinucledbdtidos se estabelece
na SEQ ID NO: 45 e o segundo iniciador de polinucledtidos

se estabelece na SEQ ID NO: 27.

A forma de realizacdo 21 refere-se a um método de detecdo

de uma sequéncia de DNA numa amostra, compreendendo:

(a) colocar a amostra em contacto com um par de
iniciadores que, gquando usados numa reacido de amplificacéo
de &acido nucleico com DNA do evento de milho MIR604 produz
um amplicdo que é diagndstico para o evento de milho;

(b) realizar uma reacdo de amplificacdo de &cido nucleico,
produzindo, desse modo, o amplicdo; e

(c) detetar o amplicéo.

A forma de realizacdo 22 refere-se a um método da forma de
realizacdo 21, em que o referido fragmento amplificado

compreende uma sequéncia de nucledtidos selecionada entre o
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grupo que consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ 1ID
NO: 3, SEQ 1ID NO: 4, e sequéncias complementares das

mesmas.

A forma de realizacdo 23 refere-se a um método para detetar
a presenca de um DNA gque corresponde ao evento MIR604 numa

amostra, o método compreendendo:

(a) colocar a amostra em contacto com uma sonda que se
hibridiza em condicdes de alta estringéncia com DNA
gendmico do evento de milho MIR604 e ndo se hibridiza em
condicdes de alta estringéncia com o DNA de uma planta de
milho de controlo;

(b) submeter a amostra e a sonda a condicdes de
hibridizacdo de alta estringéncia; e

(c) detetar a hibridizacdo da sonda com o DNA.

A forma de realizacdo 24 refere-se a um kit para a detecédo
da presenca de &cidos nucleicos de MIR604 numa amostra
bioldgica, o kit compreendendo, pelo menos, uma molécula de
DNA que compreende um comprimento suficiente de nucledtidos
contiguos que é a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
ou SEQ ID NO: 4, ou uma sequéncia complementar das mesmas,
que funciona como um iniciador ou sonda de DNA especifica

para o evento de milho MIR604.

A forma de realizacdo 25 refere-se a um método para a
detecdo a proteina do evento de milho MIR604 numa amostra
bioldgica compreendendo: (a) a extracdo da proteina de uma
amostra de tecido de evento de milho MIR604; (b) a andlise
da proteina extraida usando um método imunoldgico que
compreende um anticorpo especifico para a proteina

inseticida ou marcadora selecionadvel produzida pelo evento
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MIR604; e (c) a detecdo da ligacdo do referido anticorpo a

proteina inseticida ou marcadora selecionédvel.

A forma de realizacdo 26 refere-se a uma planta de milho,
compreendendo uma sequéncia de nuclebdtidos estabelecida na
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, ou

sequéncias complementares das mesmas.

A forma de realizacdo 27 refere-se a planta de milho de
acordo com a forma de realizacdo 26, em gque a digestédo do
DNA gendmico da planta com a endonuclease de restricdo KpnI
resulta numa uUnica banda de hibridizacdo cry3A055 usando
uma sonda especifica do c¢ry3A055 em condicdes de alta

estringéncia.

A forma de realizacdo 28 refere-se a planta de milho da
forma de realizacdo 27, em que a referida sonda compreende
a sequéncia de nucledbtidos estabelecida na SEQ ID NO: 56 ou

SEQ ID NO: 59.

A forma de realizacdo 29 refere-se a planta de milho de
acordo com a forma de realizacdo 26, em gue a digestdo do
DNA gendmico da planta com a endonuclease de restricdo KpnI
resulta numa Unica banda de hibridacdo pmi usando uma sonda

especifica para o pmi em condicdes de alta estringéncia.

A forma de realizacdo 30 refere-se a planta de milho da
forma de realizacdo 29, em gque a sonda compreende a

sequéncia de nucledtidos estabelecida na SEQ ID NO: 62.

A forma de realizacdo 31 refere-se a planta de milho de
acordo com a forma de realizacdo 26, que é derivada do

evento MIR604.



76

A forma de realizacdo 32 refere-se a um kit para a detecdo
da presenca do DNA do evento de milho MIR604 numa amostra
biolbgica compreendendo uma primeira molécula sonda que
compreende pelo menos 11 nucledtidos contiguos que € uma
sequéncia de nucledtidos ou é complementar da mesma entre o
grupo que consiste na SEQ ID NO: 3 de cerca da posicdo do
nucledétido 792 até a posicdo do nucledtido 811 e uma
segunda molécula sonda que compreende pelo menos cerca de
11 nucledédtidos contiguos que & uma sequéncia de nucledtidos
ou é complementar da mesma selecionada entre o grupo gue
consiste na SEQ ID NO: 4 de cerca da posicdo do nucledtido
497 até a posicdo do nucledtido 516, em que a referida
molécula se hibridiza especificamente com a sequéncia de

nucledtidos em condigdes de hibridacdo de elevado rigor.

A forma de realizacdo 33 refere-se a um método para detetar
a presenca do DNA do evento de milho MIR604 de numa amostra

bioldgica, compreendendo:

(a) colocar a amostra em contacto com um iniciador de
polinuclebdtidos e um segundo iniciador de polinucledtidos
gue funcionam conjuntamente numa reacdo de amplificacdo de
4dcido nucleico na presenca de um modelo de DNA do evento de
milho MIR604 para produzirem um amplicdo diagnéstico para o
evento de milho;

(b) realizar uma reacdo de amplificacdo de &cido nucleico,
produzindo, desse modo, o amplicdo; e

(c) detetar o amplicéo.

A forma de realizacdo 34 refere-se ao método da forma de
realizacdo 33, em que o amplicdo compreende uma segquéncia

de nucledtidos selecionada entre o grupo gue consiste na
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SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, e

sequéncias complementares da mesma.

A forma de realizacdo 35 refere-se ao método da forma de
realizacdo 33, em que o amplicdo compreende a SEQ ID NO: 1,
em que a primeira sequéncia de iniciadores de
polinucledbtidos € selecionada entre o grupo que consiste na
SEQ ID NO: 7 a SEQ ID NO: 15, e sequéncias complementares
da mesma, e em gue a segunda sequéncia de iniciadores de
polinucledtidos é selecionada entre o grupo gue consiste na
SEQ ID NO: 16 a SEQ ID NO: 38, e sequéncias complementares

da mesma.

A forma de realizacdo 36 refere-se ao método da forma de
realizacdo 33, em que o amplicdo compreende a SEQ ID NO: 2,
em que a primeira sequéncia de iniciadores de
polinuclebdtidos € selecionada entre o grupo que consiste na
SEQ ID NO: 39 a SEQ ID NO: 46, e sequéncias complementares
da mesma, e em gue a segunda sequéncia de iniciadores de
polinucledtido é selecionada entre o grupo gue consiste na
SEQ ID NO: 16 a SEQ ID NO: 38, e sequéncias complementares

da mesma.

A forma de realizacdo 37 refere-se a um método para detetar
o DNA de evento de milho MIR604 numa amostra bioldgica,

compreendendo:

(a) colocar uma amostra que compreende o DNA em contacto
com uma sonda de polinucledétido que hibridiza em condicdes
de alta estringéncia e lavagem com o DNA de MIR604 e que
ndo hibridiza em condigcdes de alta estringéncia e lavagem

com o DNA de uma planta de milho gque ndo seja MIR604;
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(b) submeter a amostra e a sonda a hibridizacdo de alta
estringéncia e lavagem; e
(c) detetar a hibridizacdo da sonda ao DNA do evento

MIR604.

A forma de realizacdo 38 refere-se a uma amostra bioldgica
derivada de uma planta, tecido, ou sementes de milho do
evento MIR604, em que a amostra compreende uma sequéncia de
nucledétidos que ¢é uma seqgquéncia de nucledtidos ou é
complementar da mesma selecionada entre o grupo gue
consiste na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2, e em dJue a
sequéncia é detetdvel no extrato usando um método de
amplificacdo de acidos nucleicos ou de hibridizacdo de

dcidos nucleicos.

A forma de realizacdo 39 refere-se a amostra bioldgica da
forma de realizacdo 38, em gque a amostra é selecionada de
entre o grupo gue consiste em farinha de milho, fub4,
xarope de milho, &6leo de milho, amido de milho, e cereais
fabricados no seu todo ou em parte de modo a conterem

subprodutos de milho.

A forma de realizacdo 40 refere-se a um extracto derivado
de uma planta, tecido, ou sementes de milho do evento
MIR604 que compreende uma sequéncia de nucledtidos homdloga
ou complementar a uma sequéncia de nucledtidos selecionada

entre o grupo gque consiste na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2.

A forma de realizacdo 41 refere-se ao extracto da forma de
realizacdo 40, em gque a sequéncia é detetdvel no extrato
usando um método de amplificacdo de acidos nucleicos ou de

hibridizac&o de &cidos nucleicos.
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A forma de realizacdo 42 refere-se ao extracto da forma de
realizacdo 41, em gque a amostra é selecionada entre o grupo
que consiste em farinha de milho, fubé&, xarope de milho,
6leo de milho, amido de milho, e cereais fabricados no seu

todo ou em parte de modo a conterem subprodutos de milho.

A forma de realizacdo 43 refere-se a um método para
produzir uma planta de milho resistente pelo menos a
infestacdo pela lagarta da raiz do milho, que compreende:
(a) cruzar sexualmente uma primeira planta de milho
progenitora com uma segunda planta de milho progenitora, em
que a referida primeira ou segunda planta de milho
progenitora compreende DNA do evento de milho MIR604,
produzindo-se assim uma pluralidade de plantas descendentes
de primeira geracédo;

(b) selecionar uma planta descendente de primeira geracdo
que é resistente pelo menos a infestacdo pela lagarta da
raiz do milho;

(c) autofecundar a planta descendente de primeira geracéao,
produzindo-se deste modo uma pluralidade de ©plantas
descendentes de segunda geracdo;

(d) selecionar entre as plantas descendentes de segunda
geracdo, uma planta gque seja resistente pelo menos a

infestacdo pela lagarta da raiz do milho;

em que as plantas descendentes de segunda geracao
compreendem uma sequéncia de nucledtidos selecionada entre
0 grupo que consiste na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2.

LISTAGEM DAS SEQUENCIAS
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<400> 17
ctaagagatg ttcacgcttt gag

21

20

23

23

23

86



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

<220>
<223>

<400>

18

20

DNA

Sequéncia Artificial

iniciador MTL AS

18

gactcaacga aggctgctgc

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

<220>
<223>

<400>

19

20

DNA

Sequéncia Artificial

iniciador WRSEN-1

19

gcatgtctct gtgtcctegt

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

<220>
<223>

<400>

20

20

DNA

Sequéncia Artificial

iniciador WRAS-1

20

aggcacgcta tcggaggtta

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

<220>
<223>

<400>

21

20

DNA

Sequéncia artificial

iniciador WR-1

21

ggacatcgcc gagttctaca

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

22

20

DNA

Sequéncia artificial

87

20

20

20

20



<220>
<223> iniciador WR-2

<400> 22
gatgtgcttc ctgatgcagg

<210> 23

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador WRSEN-2

<400> 23
caagcaaata agacgacttg

<210> 24

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador WRAS-2

<400> 24
agcaccacca aggacgtgat

<210> 25

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador WRSEN-3

<400> 25
tacaacagct tcaacctggc

<210> 26

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador WRAS-3

<400> 26
ccgtgaacta gatctgagcect

20

20

20

20

20

88



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

<220>
<223>

<400>

27

22

DNA

Sequéncia Artificial

iniciador 51618

277

tcaaccaata ctacttcgac aa

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

<220>
<223>

<400>

28

23

DNA

Sequéncia Artificial

iniciador 5'AS1

28

acaagaccat caacaagggc gac

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

<220>
<223>

<400>

29

22

DNA

Sequéncia Artificial

iniciador WRSEN-4

29

atcggcgttc cggtccatgg tt

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

<220>
<223>

<400>

30

20

DNA

Sequéncia Artificial

iniciador WRAS-4

30

ggaatcctgg gatggctcta

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

31

20

DNA

Sequéncia artificial

89

22

23

22

20



<220>
<223> PMI-1

<400> 31
gatgtgcttc ctgatgcagg

<210> 32

<211> 18

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> iniciador PMI-2

<400> 32
ctggaagtga tggcaaac

<210> 33

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> iniciador PMI (6)

<400> 33
cgctgcatga ccttagtgat a

<210> 34

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> iniciador PMI (7)

<400> 34
cgggtgaatc agcgtttatt g

<210> 35

<211> 18

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> iniciador PMI (5)

<400> 35
ttgccgccaa cgaatcac 18

20

18

21

21

90



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

<220>
<223>

<400>

36

23

DNA

Sequéncia artificial

iniciador PMI (16)

36

agtcccgcaa ttatacattt aat

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

<220>
<223>

<400>

37

20

DNA

Sequéncia Artificial

iniciador WRSEN-5

37

gaaaatgccg caggtatccc

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

<220>
<223>

<400>

38

20

DNA

Sequéncia Artificial

iniciador WRAS-5

38

caggtgcaca tccggcgatt

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

<220>
<223>

<400>

39

20

DNA

Sequéncia artificial

iniciador MIR604 (20)

39

gctcctgcac ggatgtagcect

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

40

23

DNA

Sequéncia artificial

91

23

20

20

20



<220>
<223>

<400>

iniciador MIR604 (21)

40

gctttggatt gctggataat gtc

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

<220>
<223>

<400>

41

23

DNA

Sequéncia artificial

MIR604 (31)

41

ccaccacagg agcgaaagaa aaa

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

<220>
<223>

<400>

42

22

DNA

Sequéncia artificial

iniciador MIR604 (30)

42

gggctatgga gaaatggtgt tg

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

<220>
<223>

<400>

43

19

DNA

Sequéncia artificial

iniciador MIR604 (40)

43

cttcaccaag ggcacacgg

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

<220>
<223>

<400>

44

19

DNA

Sequéncia artificial

iniciador MIR604 (41)

44

atgtgaggat gcgtcgtcg

23

23

22

19

19

92



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

<220>
<223>

<400>

45

20

DNA

Sequéncia Artificial

iniciador 9268AS

45

cacggatgta gctttggatt

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

<220>
<223>

<400>

46

20

DNA

Sequéncia Artificial

iniciador WRAS-6

46

tccaccacag gagcgaaaga

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

<220>
<223>

<400>

47
22
DNA

Sequéncia Artificial

TagMan cry3A055 direta

47

atcgagagct gggtgaactt ca

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

<220>
<223>

<400>

48

18

DNA

Sequéncia Artificial

TagMan cry3A055 reversa

48

cgatcaggtc cagcacgg

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

49

20

DNA

Sequéncia Artificial

93

20

20

22

18



<220>
<223> sonda para cry3A055 TagMan

<400> 49
ccgctaccge cgcgagatga

<210> 50

<211> 18

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> TagMan pmi direta

<400> 50
ccgggtgaat cagcgttt

<210> 51

<211> 18

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> TagMan pmi reversa

<400> 51
gccgtggect ttgacagt

<210> 52

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> sonda para pmi TagMan

<400> 52
tgccgccaac gaatcaccgg

<210> 53

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador ZmADH-267

<400> 53
gaacgtgtgt tgggtttgca t

20

18

18

20

21

94



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

<220>
<223>

<400>

95

54

20

DNA

Sequéncia Artificial

iniciador zmADH-337

54

tccagcaatc cttgcacctt 20

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

<220>
<223>

<400>

55

24

DNA

Sequéncia Artificial

sonda ZmADH-316

55

tgcagcctaa ccatgcgcag ggta 24

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

<220>
<223>

<400>

56

779

DNA

Sequéncia artificial

sonda para MIR604

fectgsigoagy.



<210> 57

<211> 183

<212> DNA

<213> Agrobacterium tumifaciens

<220>

<221> caracteristica mista

<222> (1)..(183)

< 223> Regido de fronteira direita

<400> 57

<210> 58

<211> 2556
<212> DNA
<213> Zea mays

<220>

<221> caracteristica mista
<222> (1)..(2556)

<223> promotor MTL

<400>58

96
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

59

1797

DNA

Sequéncia Artificial

gene cry3A055

59

98
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<210> 60

<211> 253

<212> DNA

<213> Agrobacterium tumifaciens

<220>
<221> caracteristica mista
<222> (1) ..(253)



<223>

<400>

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

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

<400>

terminador NOS

60

Zea mays

caracteristica mista
(1)..(1993)
promotor ZmUbInt

61

100
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<210> 62
<211> 1176
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<212> DNA
<213> E.colil

<221> caracteristica mista
<222> (1)..(1176)
<223> gene pmi

TR ROCCOUTERA AUSIQUTACR QRACTEESCT LOCRERTILS sgiggatget

HECATTEGE THLQEUtegs 3DRCORTHCE RACYRLOLOPS Anggitetea ﬁmgtt& N "
CLEASACCOY STERITCANE GLETATTELE GECBRCOEAT CAtCOoteas etonasgue
TALGRERTE o e g

'7.£t§£&§aa§§;§§g§§§-

<210> 63

<211> 323

<212> DNA

<213> Agrobacterium tumifaciens

<220>

<221> caracteristica mista

<222> (1)..(323)

<223> Regido de fronteira esquerda
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<400> 63

Lisboa, 6 de outubro de 2016



REIVINDICAGOES
1. Método para identificar uma planta de milho
compreendendo o inserto heterdlogo de MIR604

compreendendo um gene cry3A055 de SEQ ID NO: 59

flanqueado por sequéncias de nucledtidos apresentadas em

SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 3, e SEQ ID NO: 2 e SEQ ID NO:

4, respetivamente, ou por seus complementos, dentre

outras plantas de milho que n&o compreendem o referido

inserto heterdélogo, compreendendo as etapas de:

(a) amplificacdo de uma sequéncia de DNA alvo da planta
de milho a ser identificada wutilizando iniciadores
de nucledtidos compreendendo uma primeira sequéncia
de DNA compreendendo pelo menos cerca de 11
nucledtidos contiguos selecionados do grupo
consistindo dos nucledbdtidos 792-811 de SEQ ID NO: 3;
nucledtidos 497-516 de SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 5;
SEQ ID NO: 6; e seus complementos, e uma segunda
sequéncia de DNA, gque estd compreendida na seguéncia
de DNA do inserto heterdlogo selecionada do grupo
consistindo em SEQ ID NO: 57; SEQ ID NO: 58; SEQ ID
NO: 59; SEQ ID NO: 60; SEQ ID NO: 61; SEQ ID NO: 62;:
SEQ ID NO: 63, e seus complementos; e

(b) identificacdo da planta de milho compreendendo o
inserto heterdlogo de MIR604 dentre outras plantas

de milho.

2.Uso de uma planta de milho identificada no método da
reivindicacdo 1 compreendendo o inserto heterdlogo de

MIR604 para o controlo de pragas de insetos.



3.Uso, de acordo com a reivindicacdo 2, em que a praga de
inseto coledptero é selecionada do grupo consistindo na
Diabrotica virgifera virgifera, a lagarta da raiz do
milho ocidental, Diabrotica virgifera zeae, a lagarta da
raiz do milho mexicana, e a Diabrotica Jlongicornis

barberi, a lagarta da raiz do milho do norte.

4. Uso, de acordo com qualguer uma das reivindicac®es 2 ou
3, em que as sementes da referida planta de milho sé&o
tratadas com produtos guimicos de tratamento de

sementes.

5. Uso, de acordo com a reivindicacdo 4, em que o referido

produto guimico é um inseticida.

6. Uso, de acordo com a reivindicacdo 5, em que o referido

inseticida € Cruiser®.

7.Uso, de acordo com a reivindicac&o 4, para promover um
aumento ou sinergia da atividade inseticida da proteina

Cry3A055.
8. Uso, de acordo com gqualquer uma das reivindicac®es 4 a

6, para aumentar o espetro de atividade e a eficacia da

proteina expressa e do produto gquimico.

Lisboa, 6 de outubro de 2016
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repA (1074 bp) VS1ori (405 bp)

VifG (726 bp )il ' . ColE1ori (807 bp)
MTL (2556 bp)

Intron (1010 bp) . N cry3A055 (1797 bp)
ZmUbiint (1993 bp) '

NOS (253 bp)
Kpnl
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