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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "OCORRENCIA
DE SOJA MON8978 E METODOS PARA DETECCAO DA MESMA".

Antecedentes da Invencao

Esse pedido de patente reivindica prioridade do Pedido de pa-
tente Provisério U.S. N2 60/685.584, depositado em 27 de maio de 2005,
cuja descrigao completa esta incorporada aqui por referéncia.

1. Campo da Invencao

A presente invengao refere-se a um novo e caracteristico evento
de transformacdo de soja transgénico, chamado MON89788, um cultivar de
soja derivado dele, e partes de planta, semente e produtos desse. A inven-
cao também refere-se a testes para detectar a presenga de uma molécula de
DNA especifica para MON89788 em um extrato de parte de planta ou extra-
to de semente.

2. Descricao da Técnica Relacionada

Soja (Glycine max) é um cultivo importante em varias areas do
mundo. Os métodos de biotecnologia tém sido aplicados a soja para melhora
das caracteristicas agronémicas e da qualidadé do produto. Uma tal caracte-
ristica agrondmica importante na produgao de soja € a tolerancia a herbicida,
em particular, tolerancia ao herbicida glifosato. Um evento de soja tolerante
a herbicida seria uma caracteristica util para controlar plantas daninhas.

N-fosfonometilglicina, também conhecido como glifosato, € um
herbicida bem-conhecido que tem atividade em um amplo espectro de espe-
cies de planta. O glifosato € o ingrediente ativo de Roundup® (Monsanto
Co., St. Louis, MO), um herbicida seguro que tem meia vida desejavelmente
curta no meio ambiente. Quando aplicado a superficie de uma planta, o glifosa-
to se move sistemicamente através da planta. O glifosato é fitotoxico devido
a sua inibicdo da via do acido chiquimico, que fornece um precursor para a
sintese de aminoacidos aromaticos. O glifosato inibe a enzima 5-enolpiruvil-
3-fosfochiguimato sintase (EPSPS) encontrada em plantas.

A tolerancia ao glifosato pode ser alcangada pela expressao de
variantes de EPSPS que tém menor afinidade por glifosato e portanto retém
sua atividade catalitica na presenca de glifosato (Patente U.S. N® 5.633.435;
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5.094._945;_ 4.535.060, e 6.040.497). Enzimas que degradam o glifosato em
tecidos de planta (Patente U.S. N® 5.463.175) também sdo capazes de con-
ferir tolerancia celular ao glifosato. Tais genes sédo usados para a produgao de
cultivos transgénicos que sao tolerantes ao glifosato, assim permitindo que o
glifosato seja usado para controle eficaz de plantas daninhas com preocupa-
¢ao minima de danos ao cultivo. Por exemplo, tolerancia ao glifosato foi ma-
nipulada geneticamente em milhd (Patente U.S. 5.554.798), trigo (Patente
U.S. 6.689.880), algodao (Patente U.S. .6.740.488), soja (WO 9200377) e
canola (Pedido de Patente U.S. 20040018518). Os transgenes para toleran-
cia ao glifosato e os transgenes para tolerancia a outros herbicidas, por e-
xemplo, o gene bar, (Toki et al., 1992; Thompson et al., 1987; fosfinotricina
acetiltransferase (DeBlock et al., 1987), para toleréncia ao herbicida glufosi-
nato) também sao Uteis como marcadores selecionaveis e marcadores clas-
sificaveis e pode fornecer um fendtipo util para sele¢ao de plantas ligadas
com outras caracteristicas agronomicamente uteis.

A éxpresséo de genes estranhos em plantas é conhecida por
ser influenciada por sua posi¢cao cromossdémica, talvez devido a estrutura da
cromatina (por exemplo, heterocromatina) ou a proximidade de elementos de

regulacao transcricional (por eXempIo, intensificadores) préximos ao sitio de

_integracao (Weising et al., 1988). Por essa razao, é frequentemente neces-

sario rastrear um grande numero de eventos a fim de identificar um evento
caracterizado por expressao 6tima de um gene de interesse introduzido. Por
exemplo, foi observado em plantas e em outros organismos que pode haver
uma grande variacao nos niveis de expressao de um gene introduzido entre
eventos. Também pode haver diferengcas nos padroes espaciais ou tempo-

rais de expressao, por exemplo, diferengas na expressao relativa de um

- transgene em varios tecidos de planta, que pode nao corresponder aos pa-

drOes esperados a partir de elementos regulatérios transcricionais presentes
no construto génico introduzido. Por essa razao € comum produzir centenas
a milhares de eventos diferentes e rastrear esses eventos por um unico ven-
to que .tenha 0s niveis e padroes de expressao do transgene para fins co-

merciais desejados. Um evento que tem 0s niveis ou padroes de expressao
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" de transgene desejados € Util para introgredir o transgene em outro perfil

genético por cruzamento sexual usando meétodos de reprodugcdo convencio-
nais. A progénie de tais cruzamentos mantém as caracteristicas de expres-
sdo do transgene do transformante original. Essa estratégia € usada para
garantir expressao génica confiavel em diversas variedades que estao bem
adaptadas as condigdes de crescimento locais. ’

Seria vantajoso ser capaz de detectar a presenga de um evento
particular a fim de determinar se a progénie de um cruzamento sexual con-
tém um transgene de interesse. Além disso, um método para detectar um
evento particular seria Util para cumprir os regulamentos que requerem a
pré-aprovagdo do mercado e rotulagem de alimentos derivados de plantas
de cultivos transgénicos, por exemplo. E possivel detectar a presenga de um
transgene por qualquer método de detecgéo de éacido polinucléico bem-
conhecido tal como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou hibridiza-
cdo de DNA usando sondas de &cido polinucléico. Esses métodds de detec-
cao geralmente focam ém elementos genéticos usados freqlientemente, tais
como promotores, terrhinadores, genes marcadores, etc. Como um resulta-
do, tais métodos podem ndo ser Uteis para discriminar entre eventos diferen-
tes, particularmente aqueles produzidos usando 0 mesmo construto de DNA
a menos que a sequéncia de DNA cromossémico (‘DNA flanqueador”) adja-
cente ao DNA do transgene inserido seja conhecida. Um teste de PCR even-
to-especifico é discutido, por exemplo, por Windels et al. (1999), que identifi-
cou 0 evento de soja tolerante ao glifosato 40-3-2 por PCR usando um con-

25

30

junto de iniciadores que ocupa a jungao entre o inserto do transgene e um
DNA flanqueador, especificamente um iniciador que incluia a seqliéncia do
inserto e um segundo iniciador que incluia sequéncia do DNA flanqueador.
Métodos de detecgdo de DNA especifico de evento de planta transgénico
também foram descritos nas Patentes U.S. Nos. 6.893.826; 6.825.400;
6.740.488; 6.733.974 e 6.689.880; 6.900.014 and 6.818.807, aqui incorpora-
das por referéncia nas suas totalidades.

A invencéo refere-se ao evento de soja tolerante ao glifosato
MONS89788 (também referido como MON19788 ou GM_A19788) e as mole-
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culas de DNA contidas nessas plantas de soja que séo Uteis em métodos de
deteccdo para a planta e progénie dessa e tecidos de planta derivados de
MON89788.

Sumario da Invencao

A presente invengdo fornece um evento transgénico de soja
chamado MON89788 (também referido como MON19788) e progénie desse
que tem semente representante depositada com a American Type Culture
Collection (ATCC) com N de acesso PTA-6708. Outro aspecto da invengao
sdo as células de planta ou partes regeneraveis da planta e sementes do
evento de soja MON89788. A invencado também inclui partes de planta do
evento de soja MON89788 que incluem, mas nao estao limitadas a uma ce-
lula, pdlen, évulo, flores, ramos, folhas, e produtos derivados de MON89788,
por exemplo, farelo, farinha e 6leo de soja.

Um aspecto da invengao fornece composicdes € métodos para

detectar a presenga de uma regiao de jungcao de DNA de transgene/gendmico

-de uma planta ou semente de evento de soja MON89788 ou produtos deriva-

dos das partes de planta ou semente. Sao fornecidas moléculas de DNA que
compreendem pelo menos uma molécula de DNA da juncio transgene/ ge-
némico selecibnada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 1 e SEQ
ID NO: 2, e complementos dessas, em que a molécula de jungéo' ocupa o
sitio de inéergéovque compreéhde. um DNA ’heterélogo inserido no genoma
da célula de soja e 0 DNA genémiCo da célula de soja flanqueando o sitio de
insercao do evento de soja MON89788. Tais sequéncias de juncdo podem,
em um aspecto da invengédo, ser definidas como compreendendo os nucleo-
tideos 1093-1113 ou 5396-5416 de SEQ ID NO: 9, respectivamente. Em ou-
tros aspectos da invencao, as jungdes podem ser definidas como incluindo
por¢coes adicionais do genoma flanqueador e do transgene, por exemplo, e
podem ser definidas como compreendendo uma ou mais sequéncias como
dadas pelos nucleotideos 1073-1113, 1043-1113, 1093-1133, 1093-1163,
1043-1163, 5376-5416, 5346-5416, 5396-5436, 5396-5416, 5396-5466, ou
5346-5466 de SEQ ID NO: 9. Tais seqliéncias e plantas e sementes que

compreendem essas sequéncias formam, portanto um aspecto da invengao.
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E fornecida uma nova molécula de DNA que é uma regido de
DNA de transgene/genémico SEQ ID NO: 3 ou o complemento dessa, do
evento de soja MON89788. Uma planta de soja e semente que compreende
SEQ ID NO: 3 no seu genoma € um aspecto dessa invengao. SEQ ID NO: 3
ainda compreende SEQ ID NO: 1 na sua totalidade.

De acordo com outro aspecto da invengao, é fornecida uma mo-
lécula de DNA que é uma regiao de DNA de transgene/genémico SEQ ID
NO: 4, ou o complemento dessa, em que essa molécula de DNA é nova no
evento de soja MON89788. Uma planta de soja e semente que compreende
SEQ ID NO: 4 no seu genoma € um aspecto dessa invencao. SEQ ID NO: 4
ainda compreende SEQ ID NO: 2 na sua totalidade.

De acordo com outro aspecto da invehgéo, duas moléculas de
acido nucleico séo fornecidas para uso em um metodo de detecgao de DNA,
em que a primeira molécula de acido nucleico compreende pelo menos 11
ou mais polinucleotideos contiguos de qualquer por¢ao da regido do trans-
gene da molécula de DNA de SEQ ID NO: 3 e 0 segundo acido nucleico é
uma molécula de extensdo similar de qualquer porgcao de uma regiao de
DNA gendmico de soja flanqueadora 5’ de SEQ ID NO: 3, em que essas mo-
léculas de acido nucleico quando usadas juntas s&o uteis como iniciadores
em um método de amphflcagao de DNA que produz um amplicon. O ampli-
con produ2|do usando esses iniciadores no método de ampllflcagao de DNA
€ diagnostico para o DNA do evento de soja MON89788. O amplicon produ-
zido pelos iniciadores descritos que é homdlogo ou complementar a uma
porcao de SEQ ID NO: 3 compreendendo SEQ ID NO: 1 é um aspecto da
invengao.

De acordo com outro aspecto da invencdo, duas moléculas de
acido nucleico sao fornecidas para uso em um método de detecgao de DNA,
em que a primeira molééula de acido nucleico compreende pelo menos 11
ou mais polinucleotideos contiguos de qualquer por¢céo da regiao do trans-
gene da molécula de DNA de SEQ ID NO: 4 e uma segunda molécula de
acido nucleico de extensao similar de qualquer por¢cao de um DNA gendmico

de soja flanqueador 3’ de SEQ ID NO: 4, em que essas moléculas de acido
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nucleico quando usadas juntas sdo Uteis como iniciadores em um método de
amplificagdo de DNA que produz um amplicon. O amplicon produzido usan-
do esses iniciadores no método de amplificagdo de DNA é diagnéstico para
o DNA do evento de soja MON89788. O amplicon produzido pelos iniciado-
res descritos que é homélogo ou complementar a uma porgao de SEQ ID
NO: 4 que compreende SEQ ID NO: 2 é um aspecto da invencéao.

Qualquer par de iniciédores de acido nucleico derivado de SEQ
ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4, ou SEQ ID NO: 9 ou 0os complementos desses,
que quando usados em uma reagéb de amplificacao de DNA produz um am-
plicon diagnostico para tecido derivado do evento de soja MON89788 tal
como um amplicon que compreende SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2 ou
qualquer porgdo de SEQ ID NO: 9, respectivamente, é outra modalidade da
invengdo. Em uma modalidade particular, o par de iniciadores pode consistir
em um iniciador A (SEQ ID NO: 5) e iniciador D (SEQ ID NO: 8).

Outro aspecto da invengao € uma planta de soja ou semente, ou

“produto derivado de uma planta ou semente que compreende o evento

MONB89788, no qual o DNA genémico quando isolado da planta de soja, ou
semente, ou produto, produz um amplicon em um método de amplificagdo
de DNA que compreende SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2.

/ Ainda outro aspecto da invengdo é uma planta de soja, ou se-
mente, ou produto derivado de uma planta ou semente que compreende
MONB89788, no qual o DNA gendémico quando isolado da planta de soja, ou
semente, ou produto produz um amplicon em um método de amplificagao de
DNA, em que as moléculas iniciadoras de DNA SEQ ID NO: 5 e SEQ ID NO:
6 sdo usadas no método de amplificacao de DNA.

Ainda outro aspecto da invengao é uma planta de soja, semente,
produto ou mercadoria derivada da planta ou semente, que compreende
MONB89788, no qual o DNA gendémico quando isolado da planta de soja, ou
semente, ou produto produz um amplicon em um método de amplificagéo de
DNA, em que as moléculas iniciadoras de DNA SEQ ID NO: 7 e SEQ ID NO:
8 sédo usadas no método de amplificagdo de DNA. O produto ou mercadoria

pode compreender, sem limitagdo, um alimento ou produto alimenticio que
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compreende ou é derivado de um ou mais dos seguintes produtos de uma
planta de soja que compreende o evento MON89788: lecitina, acidos graxos,
glicerol, esterol, éleo comestivel, flocos de soja desengordurados, farelos de
soja incluindo farelos de soja desengordurados e tostados, coalhada de leite
de soja, tofu, farinha de soja, concentrado de proteina de soja, proteina de
soja isolada, proteina de soja hidrolisada, proteina de soja texturizada, e fi-
bra de proteina de soja.

De acordo com outro aspecto da inveng¢ao, um método de detec-
tar a presenca de DNA que corresponde especificamente ao DNA do evento
de soja MON89788 em uma amostra € fornecido. Tal método compreenden-
do: (a) colocar uma amostra compreendendo DNA em contato com um par
de iniciadores de DNA (b) realizar uma reacao de amplificacéo de acido nu-
cleico, assim produzindo o amplicon; e (c) detectar o amplicon, em que o
dito amplicon compreende SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2. Um kit que
compreende moléculas de iniciadores de DNA que quando usadas em um
método de amplificagéé de DNA produz um amplicon que compreende SEQ
ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2 é um aspecto adicional da invengao.

De acordo com outro aspecto da invencdo, um método de detec-
tar a presenga de DNA que corresponde especificamente ao DNA do evento
de soja MON89788 em uma amostra € fornecido. Tal método »compreenden-
do: (a) colocar uma amostra compreendendo DNA em contato com uma
sonda que hibridiza sob condi¢des estringentes de hibridizagdo com um
DNA de planta de soja de controle; (b) submeter a amostra e a sonda a con-
dicdes de hibridizagdo estringentes; e (c) detectar a hibridizagdo da sonda
ao DNA do evento de soja MON89788, em que a dita sonda compreende
SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2. A amostra pode compreender uma semen-
te, planta, ou parte de planta de uma progénie que compreende 0 evento de
soja MON89788, ou qualquer parte dos seguintes produtos derivados de
uma planta que compreende MONB89788: lecitina, acidos graxos, glicerol,
esterol, 6leo comestivel, flocos de soja desengordurados, farelos de soja
incluindo farelos de soja desengordurados e tostados, coalhada de leite de

soja, tofy, farinha de soja, concentrado de proteina de soja, proteina de soja
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isolada, proteina de soja hidrolisada, proteina de soja texturizada e fibra de
proteina de soja. Um kit compreendendo uma sonda que compreende uma
molécula de DNA que é homologa ou complementar a SEQ ID NO: 1 ou
SEQ ID NO: 2 é um aspecto da invengdo. Um kit que compreende uma mo-
lécula de DNA que compreende SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, ou SEQ ID
NO: 20, ou seus complementos, também é um aspecto da invengéao.

De acordo com outro aspecto da invengao, é fornecido um mé-
todo de produzir uma planta de soja que tolera uma aplicagdo de glifosato -
que compreende as etapas de: (a)'cruzar sexualmente uma primeira'planta
de soja parental tolerante ao glifosato que compreende o evento MON98788,
e uma segunda planta de soja parental que néo tem a tolerancia ao glifosato,
assim produzindo uma pluralidade de plantas de progénie; (b) selecionar
uma planta da progénie que tolera aplicagao de glifosato. Métodos de repro-
ducéo podem compreender adicionaimente as etapas de cruzar a planta pa-
rental que compreende o evento de soja MON89788 a uma segunda planta
de soja parentai que também é tolerante ao glifosato e selecionar a progénie
tolerante ao glifosato por DNA marcador molecular geneticamente ligado ao
fendtipo tolerante ao glifosato encontrado em cada parente.

Outro aspecto da invengdo é um método de controlar plantas

daninhas em um campo de plantas de soja que compreendem MON89788,

em que o dito método compreende plantar um campo com semente de soja
que compreende o evento MON89788 a dita semente representante deposi-
tada como N2 de acesso da ATCC PTA-6708, permitir que a dita semente
germine e tratar as ditas plantas com uma dose eficaz de glifosato para con-
trolar o crescimento de planta daninha no dito campo.

Os aspectos ahteriores e outros aspectos da invengédo se torna-
rdo mais claros a partir da seguinte descricao detalhada e desenhos anexos.

Breve Descricao dos Desenhos

Figura 1. Organizacdo da inser¢ao do transgene o genoma de
uma planta de soja que compreende o evento MON89788.

Figura 2A- 2B. Processamento de produtos de consumo de soja.
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" Descricdo Detalhada

A presente invencao refere-se a um novo evento de transforma-
¢do de soja chamado MON89788 que fornece tolerancia ao glifosato, e as
partes de planta e sementes e produtos produzidos a partir das plantas, par-
tes de plantas, semente e produtos compreendendo o evento. A invengéo
fornece moléculas de DNA que sdo novas no genoma de células de soja
compreendendo IVION89788 e mQIécuIas de DNA que podem ser usadas em
varios métodos de deteccao de DNA para identificar DNA de MON89788 em
uma amostra. A invengao fornece um método para controlar plantas dani-
nhas em um campo de plantas que contem MON89788 pelo tratamento das
plantas daninhas no campo compreendendo plantas que compreendem o
evento MON89788 com um herbicida de glifosato.

As seguintes de_finigc”)es e métodos sdo fornecidos para melhor
definir a presente invengéo e para guiar os versados na técnica na pratica da
presente invengcdao. A menos que observado de outra maneira,‘os termos
devem ser entendidosv de acordo com o uso convencional por aqueles ver-
sados na técnica relevante. Definicdes de termos comuns em biologia mole-
cular também podem ser encontrados em Rieger et al. (1991) e Lewin
(1994). A nomenclatura para bases de DNA conforme descrita em 37 CFR §
1822 éusada. -

Como usado aqui, o termo “sojra" signifiba Glycine Méx e inclui
todas as variedades de planta que podem ser geradas com soja.

Como usado aqui, o termo “compreendendo” significa “incluindo,
mas nao limitado a”. |

“Glifosato” refere-se a N-fosfonometilglicina e seus sais, Glifosato €
o ingrediente ativo do herbicida Roundup® (Monsanto Co.). Tratamentos com o
“herbicida glifosato” referem-se a tratamentos com os herbicidas Roundup®,
Roundup Ultra®, Roundup Pro® ou qualquer outra formulagéo de herbicida
contendo glifosato. Exemplos de formulagdes comerciais de glifosato inclu-
em, sem restricdo, aqueles comercializados por Monsanto Company como
os herbicidas ROUNDUP®, ROUNDUP® ULTRA, ROUNDUP® ULTRAMAX,
ROUNDUP® CT, ROUNDUP® EXTRA, ROUNDUP® BIACTIVE, ROUNDUP®
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BIOFORCE, RODEO®, POLARIS®, SPARK® e ACCORD® todos os quais
contém glifosato como seu sal de isopropilaménio; ROUNDUP® WEATHERMAX
(sal de potassio de glifosato), aqueles comercializados por Monsanto Company
como os herbicidas ROUNDUP® DRY e RIVAL®, que contém glifosato como
seu sal de aménio; aqueles comercializados por Monsanto Company, como
ROUNDUP® GEOFORCE, que contém glifosato como seu sal de sédio; e
aqueles comercializados por Syngenta Crop Protection como o herbicida
TOUCHDOWN®, que contém glifosato como seu sal de trimetilsulfénio.
Tratamento de um campo compréendendo plantas de soja tolerantes ao
glifosato compreendendo o evento MON89788 com qualquer uma dessas
formulacdes de herbicida de glifosato controlarda o crescimento de plantas
daninhas no campo e ndo afetard o cresicmento ou produgéo das plantas de
soja compreeendendo MON89788.

Um “evento” transgénico é produzido por transformagéo de

células de planta com DNA heterdlogo, por exemplo, um construto de acido

nucleico que inclui um transgene de interesse, regeneragdo de uma

populacdo de plantas que resulta da inser¢do do transgene no genoma da
planta, e sele¢gdo de uma planta particular caracterizada pela inser¢gao em

uma localizacdo particular do genoma. O termo “evento” refere-se ao trans-

formante original e progénie do transformante que incluem o DNA heter6-

logo. O termo “evento” também refere-se a progénie produzida por um
cruzamento sexual entre o transformante e outra variedade que inclui o DNA
do transgene heterdlogo e o0 DNA gendmico flanqueador. O termo “evento”
também refere-se ao DNA do transformante original compreendendo o DNA
inserido e a sequéncia gendmica flanqueadora imediatamente adjacente ao
DNA inserido que seria esperado ser transferida para uma progénie que
recebe DNA inserido incluindo o transgene de interesse como o resultado de
um cruzamento sexual de uma linhagem parental que inclui o DNA inserido
(por exemplo, o transformante original e a progénie que resulta do “selfing”) -
e uma linhagem parental que nao contém o DNA inserido.

| Uma planta de soja tolerante ao glifosato pode ser gerada por

primeiramente cruzar sexualmente uma primeira planta de soja parental que
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consiste em uma planta de soja cultivada a partir de uma planta de soja
tolerante ao glifosato compreendendo MON89788 ou uma planta de soja que
é uma progénie do cruzamento de tal planta que expressa o fenotipo toleran-
te ao glifosato, e uma segunda planta de soja parental que nao tem a tole-
rancia ao glifosato, assim produzindo uma pluralidade de plantas de primeira
progénie; e entdo selecionar uma planta da progénie que é tolerante a apli-
cacdo do herbicida glifosato. Essas etapas podem ainda incluir o retrocru-
zamento da planta da progénie tolerante ao glifosato & segunda planta de
soja parental ou uma terceira planta de soja parental, e entao selecionar a
progénie por aplicacdo com glifosato ou pela identificagdo com marcadores
moleculares associados com a caracteristica produzindo assim uma planta de
soja que tolera a aplicagao do herbicida glifosato. Marcadores moleculares que
podem ser usados compreendem as moléculas de DNA de jungao identi-
ficadas nos sitios 5’ e 3’ da insercao do transgene. no evento MON89788.

Também deve ser entendido que duas plantas transgénicas dife-
rentes também podem ser acasaladas para produzir descendéncia que con-
tém dois transgenes exdgenos de segregagdo independente. O retrocruza-
mento com uma planta parental e cruzamento com uma planta nao-transgé-
nica como descrito anteriormente também é contempvlado, como é a propa-
gacdo vegetativa. Descricbes de outros métodos de reprodugdo que sao
comumente usados para diferentes caracteristicas e cultivos podem ser en-
contradas em uma de varias referéncias, por exemplo, Fehr, (1987).

Uma “sonda” é um acido nucleico isolado ao qual esta ligado um
marcador detectavel convencional ou uma molécula reporter, por exemplo,
um is6topo radioativo, um ligante, um agente guimioluminescente, ou uma
enzima. Tal sonda é complementar a um filamento de um &cido nucleico al-
vo, no caso da presente invengdo, a um filamento de DNA gendmico de uma
planta de soja que compreende o evento MON89788 seja de uma planta de
soja ou semente ou de uma amostra ou extrato da planta ou semente que
inclui DNA do evento. Sondas de acordo com a presente invengdo incluem
nao apenas acidos desoxirribonucléicos ou ribonucléicos, mas também poli-

amidas e outros materiais de sonda que se ligam especificamente a uma
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seqliiéncia de DNA-alvo e podem ser usados para detectar a presenga de
uma sequéncia de DNA-alvo.

“Iniciadores” sao acidos polinucléicos isolados que sao anelados
a um filamento de acido polinucléico complementar por hibridizacao de acido
nucleico para formar um hibrido entre o iniciador e o filamento de acido poli- -
nucléico-alvo, entdo estendidos ao longo do filamento de acido polinuciéico-
alvo por uma polimerase, por exerhplo, DNA polimerase. Pares de iniciado-
res da presente invencao referem-se ao seu uso para amplificacdo de uma
molécula de acido polinuciéico-alvo; por exemplo, pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) ou outros métodos de amplificagao de acido nucleico con-
vencionais.

Sondas e iniciadores geralmente tém 11 polinucleotideos ou
mais de extensao, preferivelmente 18 polinucleotideos ou mais, mais preferi-
velmente 24 polinucleotideos ou mais. Tais sondas e iniciadores hibridizam

especificamente a uma molécula-alvo sob condi¢cdes de alta estringéncia de

‘hibridizacao. Preferivelmente, sondas e iniciadores de acordo com a presen-

te invencdo tém identidade de sequéncia completa com a molécula-alvo,
embora sondas que diferem da sequéncia-alvo e que retém a habilidade de
hibridizar a 'séqﬂéncias-alvo sob condigdes de alta estringéncia podem ser
desenhadas por métodos convencionais. 7

| Métodos para pfeparar e usar sondas e iniciadores sao descri-
tos, por exemplo, em Sambrook et al. (1989); Ausubel et al. (1992); e Innis et
al. (1990). Pares de iniciadores de PCR (um conjunto de iniciadores) podem
ser derivados de uma seqliéncia conhecida, por exemplo, pelo uso de pro-
gramas planejados para esse fim tal como Primer (Versdo 0.5, © 1991, Whi-
tehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA).

Iniciadores e sondas baseadas nas sequéncias do DNA gendmico
flanqueador e do inserto descritas aqui (SEQ ID NOs: 1-4 e 9) podem ser usa-
das para confirmar e, se necessario, corrigir as sequéncias descritas por méto-
dos convencionais, por exemplo, por isolar a molécula de DNA corres-
pondente a partir de uma depésito de semente compreendendo MON89788, e

determinar a sequéncia de acido nucleico de tais moléculas. Moléculas de
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DNA associadas adicionais podem ser isoladas do genoma de uma célula
compreendendo MON89788 que compreende as regibes de inserto do
transgene e flanqueadora gendmica, e fragmentos dessas moléculas podem
ser usados como iniciadores ou sondas.

As sondas e iniciadores de acido nucleico da presente invengao
hibridizam sob condicdes estringentes a uma sequiéncia de DNA-alvo. Qual-
quer método de hibridizagdo ou amplificag@o de acido nucleico convencional
pode ser usado para identificar a presenga de DNA do evento MON89788
em uma amostra. Moléculas de acido nucleico ou fragmentos dessas S0
capazes de hibridizar especificamente a outras moléculas de &cido nucleico
sob certas circunstancias. Como usado aqui, duas moléculas de &cido nucle-
ico sdo ditas serem capazes de hibridizar especificamente uma a outra se as
duas moléculas forem capazes de formar uma estrutura de acido nucleico de
duplo filamento, antiparalelo e tiverem extenséo suficiente para manter essa
estrutura sob condi¢des de alta estringéncia. Uma molécula de acido nuclei-
co é dita ser o “complemento” de outra molécula de acido nucleico se ela
exibir complementaridade completa. Como usado aqui, moléculas sao ditas
exibir “complementaridade completa” quando cada nucleotideo de uma das
moléculas for complementar a um nucleotideo da outra. Duas moléculas sao
ditas serem “minimamente complementares” se elas puderem hibridizar uma
a outra com estabilidade suficiente para permitir que elas Apermanegam ane-
ladas uma a outra sob pelo menos condices de “baixa estringéncia” con-
vencionais. Similarmente, as moléculas sao ditas serem “complementares”
se elas puderem hibridar uma a outra com estabilidade suficiente para per-
mitir que elas permanecam aneladas uma a outra sob condigbes de “alta
estringéncia”. Condigdes de estringéncia convencionais sdo descritas por
Sambrook et al., 1989, e por Haymes et al. (1985). Desvios da complemen-
taridade cbmpleta s&o portanto permissiveis, contando que tais desvios nao
impossibilitem completamente a capacidade das moléculas formarem uma
estrutura de duplo-filamento. A fim de uma molécula de acido nucleico servir
como um iniciador ou sonda ela precisa ser suficientemente complementar

em sequiéncia para ser capaz de formar uma estrutura de duplo-filamento
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estavel sob o solvente particular e as concentragdes de sal empregadas.
Como usado aqui, uma sequéncia substancialmente homéloga é
uma sequéncia de acido nucleico que hibridizara especificamente ao com-
plemento da seqiiéncia de acido nucleico a qual ela esta sendo comparada
sob condi¢des de alta estringéncia. Condi¢des de estringéncia apropriadas
que promovem hibridizagdo de DNA, por exemplo, 6,0 x cloreto de sddio/
citrato de sédio (SSC) a cerca de.45°C, seguido por uma lavagem de 2,0 x
SSC a 50°C, sao conhecidas daqueles versados na técnica ou podem ser -
encontradas em Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Por exemplo, a concentragdo de sal na etapa de

lavagem pode ser selecionada desde uma estringéncia baixa de cerca de

- 2,0xSSC a 50°C até uma estringéncia alta de 0,2 x SSC a 50°C. Além dis-

so, a temperatura na etapa de lavagem pode ser aumentada de condigbes
de baixa estringéncia em temperatura ambiente, cerca de 22°C, para condi-
coes de alta estringéncia a cerca de 65°C. Tanto-a-temperatura como o sal
podem ser variados, ou temperatura ou a concentracdo de sal pode ser
mantida constante enquanto a outra variavel é alterada. Em uma modalidade
preferida, um &cido nucleico da presente invengdo hibridizara especifica-
mente a uma ou mais das moléculas de acido nucleico descritas em SEQ ID
NOs:1-4, e 9 e complementos dessas ou fragmentos de qualquer uma des-
sas sob cdndigées moderadamente estringentes, por exemplo a cerca de 2,0
x SSC e cerca de 65°C. Em uma modalidade particularmente preferida, um
acido nucleico da presente invengao hibridizara especificamente a uma ou
mais moléculas de acido nucleico descritas em SEQ ID NOs: 1-4, e 9 e
complementos dessas ou fragmentos de qualquer uma dessas sob condi-

¢Oes de alta estringéncia. Em um aspecto da presente invengdo, uma molé-

-cula de acido nucleico marcadora preferida da presente invengao compre-

ende a sequéncia de acido nucleico descrita em SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID
NO: 2 ou complementos dessas ou fragmentos de qualquer uma dessas. Em
outro aspecto da presente invencao, uma molécula de acido nucleico mar-
cadora preferida da presente invengéb compartilha entre 80% e 100% ou

90% e 100% de identidade de seqliéncia com a seqliéncia de acido nucleico
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~ descrita em SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2 ou complementos desses ou

fragmentos de qualquer uma dessas. Moléculas de DNA marcadoras mole-
culares que compreendem SEQ ID NO: 1, ou SEQ ID NO: 2, ou complemen-
tos dessas ou fragmentos de qualquer uma dessas podem ser usados como
marcadores em métodos de reprodugao de plantas para identificar a progé-
nie de cruzamentos genéticos similares aos métodos descritos para andlise
de marcador de DNA de repeticdo de sequéncia simples em Cregan et al.
(1997); todos os quais estdo aqui incorporados por referéncia nas suas tota-
lidades. A hibridizacao da sonda a molécula de DNA-alvo pode ser detecta-
da por qualquer nimero de varios métodos conhecidos daqueles versados
na técnica, esses podem incluir, mas ndo estéo limitados a, sinalizadores
fluorescentes, sinalizadores radioativos, sinalizadores a base de anticorpos,
e sinalizadores quimioluminescentes.

Com relagao a amplificagdo de uma sequéncia de acido nucléi-
co-alvo (por exemplo, por PCR) usando um par de iniciadores de amplifica-
¢ao particular, “condigcdes estringentes” sdo condi¢gdes que permitem que o
par de iniciadores hibridize apenas a sequéncia de acido nucléico-alvo a
qual um iniciador que tem a seqiiéncia selvagem correspondente (ou seu
complemento) poderia se ligar e preferivelmente produzir um produto de
amplificagao unico, o amplicon, em uma reagao de ampIificagéo térmica de
DNA. | |

O termo “especifico para (para uma sequéncia-alvo)” indica que
uma sonda ou iniciador hibridiza sob condigdes de hibridizagdo estringentes
apenas a seqléncia-alvo em uma amostra que compreende a sequéncia-
alvo. .

Como usado aqui, “DNA amplificado” ou “amplicon” refere-se ao
produto de amplificagéo de acido nucleico de uma sequéncia de acido nucle-
ico alvo que é parte de um molde de acido nucleico. Por exemplo, para de-
terminar se a planta de soja que resulta de um cruzamento sexual contém o
evento transgénico MON89788 ou se uma planta de soja cdletada de um
campo compreende MON89788, ou um extrato de soja, tal como um farelo,
farinha ou 6leo compreende MON89788. DNA extraido de uma amostra de
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tecido ou extrato de planta de soja pode ser submetido a um método de am-
plificacao de acido nucleico usando um par de iniciadores que inclui um ini-
ciador derivado da regidao genémica adjacente ao sitio de inser¢cdao do DNA
do transgene heterdlogo inserido, e um segundo iniciador derivado do DNA
do transgene heterdlogo inserido para produzir um amplicon que é diagnos-
tico para a presenca do DNA do evento. O amplicon tem um tamanho e tem
uma sequéncia que também é diagndstica para o evento. O amplicon pode
variar em tamanho desde o tamanho combinado dos pares de iniciadores
mais um par de base de nucleotfdéo, ou mais cerca de cinquenta pares de
base de nucleotideo, ou mais cerca de duzentos e cinquenta pares de base
de nucleotideo, ou mais cerca de trezentos e cinquenta pares de base de
nucleotideo ou mais.

Alternativamente, um par de iniciadores pode ser derivado da
sequiéncia genémica flanqueadora em ambos os lados do DNA inserido para

produzir um amplicon que inclui toda a seqiiéncia de nucleotideo do inserto.

—— ——Ummembro de um par deiniciadores derivado da seqténcia gendmica da

20
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planta pode estar localizado a distancia da molécula de DNA do transgene
inserida, essa distancia pode variar desde um par de base de nucleotideo
até cerca de vinte mil pares de base. O uso do termo “amplicon” exclui espe-
cificamente dimeros de iniciadores que podem ser formados na reagao de
amplificacdo térmica de DNA.

Amplificacao de acido nucleico pode ser realizada por qualquer
um dos varios métodos de ampilificagdo de nucleico conhecidos na técnica,
incluindo a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Uma variedade de mé-
todos de amplificacao sao c_:onhecidos na técnica e sdo descritos, inter alia,’
nas Patentes U.S. Nos. 4.683.195 e 4.683.202 e em Innis et al. (1990). Mé-
todos de amplificagdo por PCR foram desenvolvidos para amplificar até 22
kb de DNA gendémico e até 42 kb de DNA de bacteriéfago (Cheng et al.,
1994). Esses métodos assim como outros métodos conhecidos na técnica
de amplificacdo de DNA podem ser usados na pratica da presente invengao.
A sequéncia do inserto de DNA heterdlogo ou sequéncia flanqueadora do

evento de soja MON89788 pode ser verificada, e corrigida, se necessario,
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' pela amplificacdo de tais moléculas a partir do genoma do evento usando

iniciadores derivados das sequéncias fornecidas aqui seguido por métodos
de sequenciamento de DNA padronizados aplicados ao amplicon de PCR ou
ao DNA do transgene/gendmico clonado isolado.

O amplicon produzido por esses métodos pode ser detectado
por uma pluralidade de técnicas. Um de tais métodos é Genetic Bit Analysis
(Nikiforov, et al., 1994) onde é desenhado um oligonucleotideo de DNA que
coincide tanto com a sequéncia de DNA gendmico flanqueadora adjacente
como com a sequéncia do transgene de DNA inserida. O oligonucleotidéo é
imobilizado em pocos de uma placa de micropogos. Apés PCR da regidao de
interesse (usando um iniciador na seqiiéncia inserida € um na sequéncia
gendmica flanqueadora adjacente), um produto de PCR de filamento simples
pode ser hibridizado ao oligonucleotideo imobilizado e servir como um molde
para uma reacao de extensao de base individual usando umé DNA polime-
rase e ddNTPs marcados especificos para a préxima base esperada. A leitu-
ra pode ser a base de fluorescéncia ou ELISA. Um sinal indica a presenga
da sequéncia gendémica do inserto/flanqueadora devido a amplificagcéo, hibri-
dizacao e extensao de base individual bem-sucedidas.

Outro método € a técnica de pirossequenciamento como descri-
to por Winge (2000). Nesse método € desenhado um oligonﬂcleotl’deo que
coincide com a jung¢dao do DNA g’enc‘)mico adjacente e DNA do inserto. O oli-
gonucleotideo é hibridizado a um produto de PCR de filamento simples a
partir da regiao de interesse (um iniciador na sequéncia inserida € um na
sequiéncia gendmica flanqueadora) e incubado na presenca de uma DNA
polimerase, ATP, sulfurilase, luciferase, apirase, adenosina 5’ fosfossulfato e
luciferina. DNTPs sao adicionadas individualmente e a incorporagéo resulta
em um sinal de luz que € medido. Um sinal de luz indica a presenca da se-
glUéncia do inserto do transgene/flanqueadora devido a amplificagao, hibridi-
zacao e extensao de multiplas bases ou de base individual bem-sucedidas.

Polarizacdo de Fluorescéncia como descrito pdr Chen et al.
(1999) é um método que pode ser usado para detectar o amplicon da pre-

sente invencdo. Usando esse método é desenhado um oligonucleotideo que
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coincide com a juncao de DNA inserido e gendémico flanqueador. O oligonu-
cleotideo € hibridizado a um produto de PCR de filamento simples a partir da
regido de interesse (um iniciador no DNA inserido e um na sequéncia de
DNA gendmico flanqueadora) e incubado na presenga de uma DNA polime-
rase e uma ddNTP marcada com fluorescéncia. Extensao de base individual
resulta na incorporacao da ddNTP. A incorporagao pode ser medida como
uma alteragdo na polarizagdao usando um fluorimetro. Uma alteragdo na po-
larizacao indica a presencga da seqUénciav do inserto do transgene/ flanquea- -
dora gendmica devido a amplificag:éo, hibridizagcao e extensao de base indi-
vidual bem-sucedida. -

Tagman® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) é descrito

- como um método de detectar a quantificar a presenga de uma sequéncia de

DNA e é completamente entendido nas instrugdes fornecidas pelo fabrican-
te. Resumidamente, é desenhada uma sonda de oligonucleotideo FRET que
coincide com a junc¢do de DNA do inserto e flanqueadora genémica. A sonda
FRET e iniciadores de PCR (um iniciador na sequéncia de DNA do inserto e
um na seqléncia genémica flanqueadora) sao ciclados na presenca de uma
polimerase termoestavel e dNTPs. A hibridizacao da sonda FRET resulta na
clivagem e liberagao da porgao fluorescente para longe da porgao inibidora
na sonda FRET. Um sinal fluorescente indica a presenca da sequéncia ge-
némica flanqueadora/ inserto do transgene devido a amplificagéo e hibridiza-
¢d0 bem-sucedidas. |

“Molecular Beacons” foram descritos para uso em detecgao de
sequiéncia como descrito por Tyangi et al. (1996). Resumidamente, é dese-
nhada uma sonda de oligonucleotideo FRET que coincide com a jungao do
DNA do inserto e gendmica flanqueadora. A estrutura unica da sonda FRET

- resulta nela conter uma estrutura secundaria que mantém as porgées fluo-

rescente e inibidora em intima proximidade. A sonda FRET e iniciadores de
PCR (um iniciador na seqiéncia do DNA do inserto e um na sequéncia ge-
ndémica flanqueadora) sao ciclados na presenc¢a de uma polimerase termoes-
tavel e.dNTPs. Apo6s amplificacéo por PCR bem-sucedida, a hibridiza¢ao da

sonda FRET a seqliéncia-alvo resulta na remogao da estrutura secundaria
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da sonda e separac¢ao espacial das por¢oes fluorescente e inibidora. Resulta
um sinal fluorescente. Um sinal fluorescente indica a presencga da sequéncia
do inserto do transgene/gendmica flanqueadora devido a amplificagdo e hi-
bridizagao bem-sucedidas. _

Outros métodos descritos, tais como, microfluidica (Pub. Patente
U.S. 2006068398, Patente US N2 6.544.734) fornecem métodos e aparelhos
para separar € amplificar amostras de DNA. Corantes Opticos usados para
detectar e quantificar moléculas de DNA especificas (WO/05017181). Apare-
Ihos de nanotubo (WQ0/06024023) que compreendem um sensor eletrénico
para a detec¢cdo de moléculas de DNA ou nanoesferas que ligam-se a molé-
culas de DNA especificas e podem entdo ser detectadas sdo Uteis para de-
tectar moléculas de DNA da presente invengéo.

Kits de deteccdo de DNA podem ser desenvolvidos usando as
composicoes descritas aqui e os métodos descritos ou conhecidos na técni-
ca de deteccao de DNA. Os kits sdo uteis para a identificagdo de DNA de
evento de soja em umé amostra e podem ser aplicados a métodos para re-
produzir plantas de soja contendo DNA. Os kits podem conter iniciadores ou
sondas de DNA que sao homdélogos ou complementares a SEQ ID NOs: 1-4
e 9 ou iniciadores ou sondas de DNA homodlogos ou complementares ao
DNA contido nos elementos genéticos do transgene de DNA, éssas sequén-
cias de DNA podem ser usadas em reagoes de amplificaééo de DNA ou cb-
mo sondas em um método de hibridizagao de DNA. A estrutura do DNA dos
elementos genéticos do transgene contidos no genoma de soja e ilustrados
na figura 1 compreende uma regidao gendmica 5 do genoma de A3244 de
soja que flanqueia o inserto do transgene, o inserto compreendendo uma
porgdo da regiao da borda direita (RB) de Agrobacterium tumefaciens, o
promotor quimérico FMV/Tsf1 e elementos ligados relacionados (Patente
U.S. 6.660.911; também referido como FMV/E1F10) é conectado operativa-
mente a uma sequéncia codificante de peptideo de transito cloroplastico de
EPSPS de Arabidopsis (aqui referido como CTP2 ou TS-AtEPSPS CTP2,
Patente US 5.633.435) operativamente conectado a uma EPSPS resistente
a glifosato (aqui referida como CP4 EPSPS ou aroA:CP4, isolada da cepa
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CP4 de Agrobacterium tumefaciens e seqiiéncia codificante modificada para
expressao aumentada em células de planta, Patente U.S. 5.633.435), opera-
tivamente conectada a regiao de terminagdo 3’ de ribulose 1,5-bisfosfato
carboxilase de ervilha (aqui referida como E9 3’ ou T-Ps.RbcS:E9, Coruzzi et
al., (1984), uma porcao da regiao da borda esquerda (LB) de Agrobacterium
tumefaciens, e a regidao genémica 3’ do genoma A3244 de soja que flan-
queia o inserto de trangene. Moléculas de DNA uteis como iniciadores em
métodos de amplificacdo de DNA podemvser derivadas das seqliéncias dos
elementos genéticos do inserto do transgene contidos no evento: de soja
MONB89788. Essas moléculas de iniciadores podem ser usadas como parte
de um conjunto de iniciadores que também inclui uma molécula de iniciador
de DNA derivada do genoma de soja que flanqueia do inserto do transgene.
O evento de soja MON89788 foi produzido por transformacéo da linhagem
de soja A3244 (Patente US 5.659.114) por um método mediado por Agro-
bacterium, por exemplo, métodos descritos nas Patentes U.S. 6.384.301 e

'7.002.058 (aqui incorporados por referéncia nas suas totalidades).

Os inventores da presente invengao descobriram que uma li-
nhagem de soja que compreende a regidao gendmica tipo-T de MON89788
(tipo-T é combinagéo de um transgene e a regidao de haplétipo associada de
um genoma de planta) no seu genoma tem um rendimento melhorado em
relacdo a uma linhagem que compreende a regido gendémica tipo-T de 40-3-
2 anterior. Isso foi demonstrado em testes de campo replicados que incluem
dados de rendimento coletados de multiplas localidades nos Estados Unidos
(pedido de patente U.S. 60/685584).

Os seguintes exemplos estdo incluidos para demonstrar exem-

plos de certas modalidades preferidas da invencéo. Deve ser observado por

-aqueles versados na técnica que certas técnicas descritas nos exemplos que

seguem representam abordagens que 0s inventores descobriram que fun-
cionam bem na pratica da invengao, e assim podem ser considerados por
constituir exemplos de modos preferidos para sua pratica. Entretanto, aque-
les versados na técnica, em vista da presente descricdo, observam que va-

rias alteragbes podem ser feitas nas modalidades especificas que sdo des-
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~ critas e ainda obtém um resultado semelhante ou similar sem desconsiderar

0 espirito e escopo da invencao.

Exemplos

Exemplo 1
Producao de Amplicon Diagndstico para DNA Gendmico de MON89788

DNA de evento de soja transgénico MON89788 é extraido de
tecido compreendendo sementes de soja, tecido vegetativo, ou farelo. O
DNA ¢é isolado do tecido usando o kit Qiagen’s DNeasy Plant Miniprep de
acordo com as instru¢des do fabricante (Qiagen Corp. Valencia, CA).

E produzido um produto de PCR que compreende uma porcao
do DNA gendmico que flanqueia a terminag¢ao 5’ da inser¢gao de T-DNA (DNA
de transferéncia que compreende o transgene) no‘genoma de uma planta
compreendendo. MON89788. Esse produto de DNA compreende SEQ ID
NO: 3. A PCR pode ser realizada usando um iniciador desenhado para hibri-
dizar as sequéncias de DNA gendmico que flanqueiam a terminégéo 5 do
inserto do transgene (in}iciador de DNA A, SEQ ID NO: 5; veja figura 1) pare-
ado com um segundo iniciador (iniciador de DNA B, SEQ ID NO: 6) localiza-
do na regiao promotora do transgene (Patente US 6.660.911, SEQ ID NO:
28, aqui incorporada por referéncia e encontrada dentro de SEQ ID NO: 9).

Um produto de PCR é produzido a partir da terminagéo 3’ do

inserto do transgene que compreende uma porcdo do DNA gendmico que

flanqueia a terminag@o 3’ da insercao de T-DNA no genoma de uma planta
que compreende MON89788. Esse produto de DNA compreende SEQ ID
NO: 4. PCR pode ser realizada usando um iniciador desenhado para hibridi-
zar as sequéncias de DNA gendmico que flanqueiam a terminacao 3’ do in-
serto de cada evento (iniciador de DNA D, SEQ ID NO: 8) e pareado com um
segundo iniciador (iniciador de DNA C, SEQ ID NO: 7) localizado na se-
quéncia de terminagao de transcricdo T-Ps.RbcS:E9 3’ na terminacgdo 3’ do
inserto.

O molde de PCR inclui ~50 ng de DNA genémiéo. Como um
controle negativo ~50 ng de DNA gendmico DNA do cultivar de soja nao

transgénico é utilizado. Cada reac@o de PCR contém 5 pul de Tampédo 10 X
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para Mistura de REDAccuTaq® LA DNA Polimerase (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO), 200 uM de cada dNTP (Sigma-Aldrich), 0,4 uM de cada iniciador, e 2,5
unidades de JumpStart® REDTaq® DNA Polimerase (Sigma-Aldrich) em um
volume total de reacao de 50 ul. As reagbes de PCR sao realizadas sob as
seguintes condigdes de ciclagem: 1 ciclo a 94°C por 3 minutos (min); 32 ou
35 ciclos a 94°C por 30 segundos (s), 58°C por 30 s, 72°C por 30 s ou 1 min;
1 ciclo a 72°C por 10 min. |

Os pares de iniciadores do evento de DNA sdo usados para -
produzir um amplicon diagnostico para DNA genémico de MON89788. Esses
pares de iniciadores do evento incluem, mas nao estao limitados aos inicia-

dores A e B (SEQ ID NO: 5 e 6) e pares de iniciadores de evento C e D

- (SEQ ID NO: 7 e 8), que sao usados no método de amplificacido de DNA

descrito. Além desses pares de iniciadores, qualquer par de iniciadores deri-
vado de SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4, ou os complementos dessas, que

quando usados em uma reacdo de amplificacdo de DNA produz um ampli-

~con compreendendo SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2 diagnoéstico para tecido

derivado de evento MON89788 de soja, respectivamente, pode ser utilizado.
Condi¢des de amplificacao de DNA ilustradas na Tabela 1 e Tabela 2 podem
ser usadas péra produzir um amplicon diagnéstico para MON89788 usando
os pares de iniciadores de evento apropriados. Qualquer modificagdo desses
métodos usados para produzir um amplicon diagnéstico para MON89788
esta dentro da habilidade da técnica. Um extrato supostamente contendo
DNA de uma planta ou semente de soja compreendendo MON89788, ou um
produto derivado de uma planta compreendendo MON89788 que quando
testado em um método de amplificagdo DNA produz um amplicon diagndsti-
co para o evento de soja MON89788 pode ser utilizado como um molde para
amplificagdo para determinar se MON89788 esta presente.

O amplicon é produzido pelo uso de pelo menos uma seqliéncia
de iniciador derivada de SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4 que quando usada
em um método de PCR produz um amplicon diagnéstico para o evento
MONB89788. Por exemplo, a producdo dos amplicons de MON89788 pode

ser realizada usando um termociclador Stratagene Robocycler, MJ Engine,
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Perkin-Elmer 9700, ou Eppendorf Mastercycler Gradient como mostrado na

Tabela 2, ou por métodos e aparelhos conhecidos daqueles versados na

técnica.

Tabela 1. Procedimento de PCR e condicbes de mistura de reagdo para a

identificacdo da regido de juncdo do inserto de transgene/genémica 5'de
MON89788.

Etapa

Reagente

Quantidade

- Comentarios

1

Agua livre de nuclease

Adicionar para um

volume final de 20 pl

(1 unidade/ul)

2 Tampao de reagao 10X 2,0 Concentracao final
(com MgCly) de tampao 1X,
concentracéo final
de MgCl; 1,5 mM
3 10 mM de solugao de dATP, | 0,4 pl Concentragao final
dCTP, dGTP, e dTTP de cada dNTP 200
uM
4 Iniciador de evento A (SEQ | 0,2 ul Concentragao final
ID NO: 5 ressuspenso em 0,1 uM
tampao TE 1X ou agua livre
de nuclease para uma con-
centragao de 10 uM)
5 iniciador de evento B (SEQ | 0.2 pl Concentragao final
ID NO: 6 ressuspenso em 0,1 uM
tampao TE 1X ou agua livre
de nuclease para uma con-
centracao de 10 uM)
6 RNase, livre de DNase (500 | 0,1 pl 50 ng/reagao
pg/ml)
7 REDTaq DNA polimerase 1,0 w (recomendado | 1 unidade/reacao

trocar pipetas antes

da préxima etapa)
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Etapa Reagente Quantidade Comentarios
8 DNA extraido (molde): -
e Amostras a serem | « 10-200 ng de DNA gendmico
analisadas: e 200 ng de DNA gendmico
*Folhas individuais * 50 ng de DNA gendmico de

*Folhas agrupadas (Ma- | soja ndo transgénico.

ximo de 10 folhas [ « Nenhum molde de DNA (so-

/grupo) lucdo na qual o DNA foi res-

« Controle negativo éuspenso)

» Controle negativo * 50 ng de DNA gendémico de

e Controle positivo soja compreendendo
MONB89788 |

Misture gentilmente, e se necessario (ndo houver tampa aquecida no termo-

ciclador), adicione 1-2 gotas de éleo mineral sobre cada reagao. Prossiga
com a PCR em um termociclador Stratagene Robocycler (Stratagene, La

Jolla, CA), MJ Engine (MJR-Biorad, Hercules, CA), Perkin-Elmer 9700 (Per-

kin Elmer, Boston, MA), ou Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf,

Hamburg, Alemanha) usando os seguintes parametros de ciclagem (Tabela

2). O termociclador MJ Engine ou Eppendorf Mastercycler Gradient deve ser

executado no modo calculado. Execute o termociclador Perkin-Elmer 9700

com a velocidade da rampa ajustada no maximo.

Tabela 2. Condi¢bes do termociclador

Ciclo N2 Ajustes: Stratagene Robocycler
1 94°C 3 minutos
34 94°C = 1 minuto
64°C 1 minuto
72°C 1 minuto e 30 segundos

1 72°C 10 minutos
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Ciclo N Ajustes: MJ Engine ou Perkin-Elmer 9700
1 94°C 3 minutos
34 94°C 30 segundos
’ 64°C 30 segundos
72°C 1 minuto
1 72°C 10 minutos
Ciclo N2 Ajustes: Eppendorf Mastercycler Gradient |
1 94°C 3 minutos |
34 94°C 15 segundos
64°C 15 segundos
72°C 1 minuto
1. , 72°C 10 minutos
Exemplo 2

Determinacdo da seqiiéncia_da reqido transgene/gendémica e Analise de
Southern | |

Sequenciamento de DNA dos produtos de PCR fornece DNA
que pode ser usados para desenhar moléculas de DNA adicionais como ini-
ciadores e sondas para a identificagao de plantas ou semente de soja com-
preendendo MON89788. Produtos de PCR dos tamanhos esperados repre-
sentando as seqi]énéias transgene/gendmica 5’ e 3’ foram isolados por se-
paracéo dos produtos de PCR em um gel de agarose 2,0% por eletroforese.
Os produtos de PCR que séo isolados incluem as regides de DNA 5’ e 3’
gue ocupam a junc¢ao do inserto entre a inser¢cdo do transgene dentro do
genoma de soja. Os produtos de PCR 5’ e 3’ para MON89788 séao purifica-.
dos por eletroforese em gel de agarose seguido pelo isolamento da matriz
de agarose usando o kit QIAquick Gel Extraction (n® catdlogo 28704, Qiagen
Inc., Valéncia, CA). Os produtos de PCR purificados séo entéo sequencia-
dos (por exemplo, ABI Prism® 377, PE Biosystems, Foster City, CA) e anali-
sados (por exemplo programa de andlise de seqiiéncia DNASTAR, DNAS-
TAR Inc., Madison, WI).

Uma sequéncia de DNA foi determinada para o segmento de par
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de base de nucleotideo que representa a regiao transgene/genémica do e-
vento MON89788 como ilustrado na FIG 1 e identificado como SEQ ID NO:
9. Os elementos de transgene e gendémico que estdo contidos em SEQ ID
NO: 9 sao descritos na Tabela 3. As regioes flanqueadoras 5’ e 3’ estao in-
cluidas em SEQ ID NO: 9 e dadas em SEQ ID NOs: 21 e 22.

As seqléncias de jungdo sdo moléculas de polinucleotideo rela-
tivamente curtas que sao novas séqijéncias de DNA e séo diagnésticas para
DNA de MON89788 quando detectadas ém um teste de detecgcdo de acido
polinucléico. As sequéncias de jun.géo em SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2
representam 10 polinucleotideos em cada lado de um sitio de insercédo do
fragmento do transgene e DNA gendmico de soja em MON89788. Seqtién-
cias de juncao de polinucleotideo mais longas ou mais curtas podem ser se-
lecionadas a partir de SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4. As moléculas de jun- |
cao (regido de juncao 5’ SEQ ID NO: 1, e regido de jungéo 3’ SEQ ID NO: 2)

sdo Uteis como sondas de DNA ou como moléculas iniciadoras de DNA em

“métodos para deteccdo de DNA.

Iniciadores e sondas usados em um método Tagman® (Roche
Molecular Systems, Inc., Pleasanton, CA) para detec¢gdo de uma molécula
de DNA even»to-especifica foram desenvolvidos para o evento MON89788.
As moléculas de iniciadores sao referidas como 5Q2824 (SEQ ID NO: 10),
SQ2826 (SEQ ID NO: 11), SQ1141 (SEQ ID NO: 12), SQ1142 (SEQ 1D NO:
13), SQ5543 (SEQ ID NO: 14) e as moléculas de sonda s&o referidas como
PB871-6FAM (SEQ ID NO: 15), PB2191-VIC (SEQ ID NO: 16), e PB57-VIC
(SEQ ID NO: 17). Os iniciadores e sondas foram usados no método Tag-
man® de acordo com as instrucdes do fabricante para fornecer DNA com-
preendendo MONB89788. Tecidos de soja incluindo produtos processados,
por exemplo, farelo, sdo fontes Uteis de DNA para esse método. Iniciadores
adicionais usados para produzir um amplicon de farelo de soja incluem SEQ
ID NOs: 18-20.
Tabela 3. Anotagdo do genoma e elemento genético do fragmento de DNA
de tranSgene/genémico (SEQ ID NO: 9) contido no genoma de soja compre- .
endendo MON89788. '
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Elemento Genético'

Localizacao em
seqiiéncia’

Funcao (Referéncia)

Sequéncia que flan-
queia a terminagédo 5'
do inserto

1-1103

DNA GENOMICO DE SOJA

Regido de juncéao 5’

1093-1113

Regiao de DNA que ocupa a in-
sercdo do transgene

B® - Borda direita

1104-1145

Regido de DNA de Agrobacterium
tumefaciens contendo a sequén-
cia de borda direita usada para
transferéncia do T-DNA (Depicker
et al., 1982)

Sequéncia interveniente

1146-1215

Sequéncias usadas em clonagem
de DNA

P‘~FMV/Tsf1

1216-2255

Promotor quimérico que consiste
em seqiéncias intensificadoras
do promotor 35S do virus do Mo-
saico da Escrofularia (Richins et
al., 1987) e o promotor do gene
Tsf1 de Arabidopsis thaliana (que
codifica o fator de alongamento
EF-1alfa (Axelos, et al., 1989)) .

L°-Tsf1

2256-2301

Lider nao traduzida 5' (exon 1) do
gene ,
Tsf1 de Arabidopsis thaliana que
codifica o fator de alongamento
EF-1 alfa (Axelos et al., 1989)

1°-Tsf1

2302-2923

intron do gene Tsf1 de Arabidop-
sis thaliana que codifica o fator de
alongamento EF-1 alfa (Axelos et
al., 1989)

Sequiéncia interveniente

2924-2932

SEQUENCIAS USADAS EM
CLONAGEM DE DNA

TS'-CTP2

2933-3160

Sequéncias que codificam o pep-
tideo de transito cloroplastico do
gene ShkG de Arabidopsis thalia-
na que codifica EPSPS (Klee et
al., 1987)
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Elemento Genético' Localizacao em | Funcéo (Referéncia)
' seqiiéncia’
CS®-cp4 epsps 3161-4528 Sequéncia codificante cédon oti-

mizada do gene aroA da cepa
CP4 de Agrobacterium sp. que
codifica a proteina EPSPS de
CP4 (Padgette et al., 1996; Barry

etal., 1997)
Sequléncia interveniente | 4529-4570 Sequéncias usadas em clonagem
' de DNA ‘
T°-E9 | 4571-5213 Seqléncia 3' ndo traduzida do

gene RbcS2 de Pisum sativum
que codifica a subunidade pe-
quena de Rubisco (Coruzzi et al.,

1984)
Sequéncia interveniente | 5214-5256 Sequéncias usadas em clonagem
de DNA
| B-Borda esquerda 5257-5406 Regiao de DNA de Agrobacterium

tumefaciens que contém a se-
quéncia de borda esquerda usa-
da para transferéncia do T-DNA
(Barker et al., 1983)

Regidao de juncao 3’ = | 5396-5416 Regiao de DNA que ocupa a in-
: : sercao do transgene

Seqiiéncia que flan- | 5407-6466 DNA gendmico de soja

queia a terminacéao 3' '

do inserto

Andlise de Southern Blot

DNA gendémico de uma planta compreendendo MON89788 e
DNA gendémico de soja de controle (~15ug de cada) é digerido com vérias
enzimas de restrigdo (140U) em um volume total de 150 pl inciuindo 15ul do
tampao do fabricante correspondente (NEB, Beverly, MA). Endonucleases
de restricao, por exemplo Bgl11, BamH1, Nco1, Hind111, e Bcl1, sdo usadas
na analise de Southern de MON89788. Digestdes de endonuclease sao rea-
Iizadas'em uma temperatura apropriada por pelo menos 6 horas. Apos incu- .

bacéo, o DNA é precipitado com acetato de sédio 3M e 2,5 volumes de eta-
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" nol. Subseqlientemente, o DNA é lavado com etanol 70%, seco, e ressus-

penso em 40ul de TBE. Tampao de aplicagao (0,2X) é adicionado as amos-
tras e entdo submetido a eletroforese em géis de agarose (0,8%) por 16-18
horas a 30 volts. Os géis sao corados com brometo de etideo, e entdo trata-
dos com uma solugao de depurinacdo (HCL 0,125N) por 10 minutos, com
uma solucdo desnaturante (hidréxido de sédio 0,5M, cloreto de sodio 1,5M)
por 30 minutos, e finalmente com uma solugao neutralizante (Trizma base
0,5M, cloreto de sddio 1,5M) por 30 minutos. O DNA é transferido para
membrana Hybond-N (Amersham Pharmacia Biotech, Buckingamshire, In-
glaterra) usando um Turboblotter (Schieicher & Schuell, Dassel, Alemanha)
por 4-6 horas e entéo fixado a membrana usando luz UV.

As membranas sao pré-hibridizadas com 20 mi de solugdo DIG
Easy Hyb (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN; n® cat. 1603558)
por 2-4 horas a 45°C. Sondas de DNA radioativo (**P dCTP) homdlogas ou
complementares a SEQ ID NO: 1, ou SEQ ID NO: 2, ou SEQID NO: 3, ou
SEQ ID NO: 4, ou uma porgao dessas sao feitas usando kit Radprime DNA
Labeling (Invitrogen, Carlsbad, CA; n? cat. 18428-011). Nucleotideos néo
incorporados sédo removidos usando colunas SEPHADEX G-50 (Invitrogen).
A solugéo de pré-hibridizagao é substituida com 10 ml de solugdo DIG Easy
Hyb pre-aquecida contendo a sonda desnaturada para uma. concentracao
final de 1 milhdo por ml. Os blots sdo hibridizados a 45°C por 16-18 horas. |

Os blots sao lavados com uma solugao .de baixa estringéncia
(SSC 5X, SDS 0,1X) a 45°C e entao lavados repetidamente com uma solu-
cao de estringéncia maior (SSC 0,1X, SDS 0,1%) a 65°C. Os blots séo ex-
postos a uma tela de fosforo (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) por
>2 horas e a exposi¢ao lida usando uma maquina Data Storm 860 (Amer-
sham Biosciences). Esses métodos e condi¢cdes exemplificados podem ser
modificados por aqueles versados na técnica de detectar DA em uma amos-
tra.

Exemplo 3
Controle de Plantas Daninhas

Controlar o crescimento de plantas daninhas em um campo de
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sojas compreendendo MON89788. Um campo € plantado com sementes de
soja compreendendo MON89788, as sementes sao deixadas germinar em
plantas e o campo de plantas é tratado com uma formulacdo de herbicida
contendo glifosato. Uma dose eficaz de uma formulacéo de glifosato em ta-
xas de tratamento de cerca de 0,11 kg (0,25 Ib) ae/A (libras de equivalente
de acido de glifosato /acre) até 1,36 kg ar/A (3 Ib ou mais) € aplicada ao
campo. As taxas geralmente aplicadas variam de cerca de 0,34 kg (0,75 Ib)
ae/A até 0,68 kg (1,5 Ib) ae/A em uma freqiiéncia de um ou mais tratamentos
durante a época de crescimento cdnforme necessario para controlar o cres-
cimento de plantas daninhas em um campo. As sementes das plantas com-
preendendo MON89788 sao colhidas das plantas tratadas.

Um deposito da Monsanto Technology LLC, semente de soja de
representativa do evento MON89788 descrito aqui acima e referido nas rei-
vindicag¢des foi feito sob o Tratado de Budapeste com a American Type Cul-
ture Collection (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110.

O ndmero de acesso da ATCC para o deposito compreendendo o evento

MON89788 (também conhecido como MON19788 ou GM_A19788) € PTA-
6708, depos_itfado em 11 de maio de 2005. O depodsito sera mantido no de-
positario por um periodo de 30 anos, ou 5 anos apds a uitima solicitagao, ou
pela vida eficaz da patente, seja qual for maior, e sera substituido conforme
necessérid durante esse periodo.

Tendo ilustrado e descrito os principios da presente invencao,
deve ser claro para pessoas versadas na técnica que a invengao pode ser
modificada em combinagéao e detalhe sem desconsiderar tais principios. Rei-
vindicam-se todas as modificagées que estdo dentro do espirito e escopo’
das reivindicagcdes anexas.

Todas as publicagdes e documentos de patente publicados cita-
dos nesse relatério descritivo estdo incorporados aqui por referéncia na
mesma extensdo que se cada publicacdo ou pedido de patente individual
fosse especificamente e individualmente indicado por ser incorporado por

referéncia.
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tgattgatac
gcagécacgt
catttggtct
acﬁcatgatt
ttttattact
aatgaaacaa
tttacatagg
tattgttcat
ttcctaatta
acttcatcgg
étctcttggc
tgcaataact
gectgttegt
tggtcaatga
ttcgatctct
tcectettgg
ttgttectgce
tggttatcaa
cccaﬁcaagc
gaagctaatt
<210$
<211>
<212>
<213> .
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
gccaattgat
cgtgaagttt
ttteccgaatt
gtcgttttat
ctteactcte

aaattatccc

cagatgggtg
tgacctccat
ttcatggcct
ctagecttgg
atgattacat
ctaaataaac
acattcagtg
cttgacagag
tgtgggtcat
gagcagagta
tctcatttag
ctatcaccec
cttetagect
ttatcaacat
gacaactctt
cttttctaag
tcecactcttc
gctccaaaca
tctagctaga
ctcagtccaa
4

675
DNA

agtcgagtcec
cattttttet
ccatgtcgge
cacgtgtttyg
tttgacgatg
gtgaatgcat
gaacgtaggg
ccaaagcata
tagttcgacc
tgtgtcagtce
agtaagagca
ttctecttget
tcgeccatga
attttectttt
taacttatcc
tttgagctcg
cttttgggct
ctgatagttt
gcggecgegt

ag

Seqiiéncia Artificial

descrigdo_misc

(1) .. (675)

34

accteggtag
catgctecatce
cttcatctgce
gtaagggtac
atgatgattg
gacaatgata
tcgaatcaaa

actagaaata

atgtgttggce

accgcecttgg
aatttgtcca
tccctttcaa
ctagcagcta
gttttgectca
tctaacatca
ttactgetge
tttttgttte
aaactgaagg

tatcaagctt

cggecatttat
atggectcca
tcttgaactt
cgtaaagcgce
taggaaagaa
agttgctgaa
teectatttea
caacatggac
agtaacttga
ctetggcetaa
tccatttcat
cctgcaaggt
ggttcacctt
actgttetct
ggttttccat
cccacaaagce
ccgectctage
cgggaaacga

ctgcaggtcce

ggcaacgatt
tcatggtgot
catctatctce
gttcgttett
tgaaatgagt
gtattataaa
ttaaaaacaa
acatcagcga
aagactatga
caaccttggg
ggcttettta
cgacactttt
ctcttcatat
caaacttctc
acttgatttyg
ccctcgaaac
gcttcaatceg
caatctgatc

tgctcgagtg

Molécula de DNA quimérico de DNA genomico de soja e transgene

4

tgacaacatg
ctcatctaag
agaataattt
caaaatgtac
ctcaagcatt

ttacgttecte

catcaatcga
ccccecatttg
gtttattgct
tttecatttta
tcagectctt

gacttcaacc

cctgcagcca
gacgﬁgaatg
ttcgectata
taataacgct
cccegeteag

atatgtgata

ctcgaagecgg
tagacacgtc
aatacgacgyg
cagactctag
actccttagce

getgectatg

ccgcatcgat
gaaataaaga
atcgtaattt
tgactaccac

tttgggagcc

ataccatggc

120
180
240
300
360
420
4é0
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
12090

1222

60
120
180
240
300

360



35

tactteccct tagttcttta tctttecttt ccgetttatt ccatgectta cecgatectet 420
gaagtgtett tgecattagct tcattgaaac ctcacgcgat gaaaggtgtg atggtctect 480
ccgatggege acttctcata gggtaaccta attgtettac gaccaacata ggattataat 540
taatacaacc cctcgtcect ataaaaggga catttggaaa tcocttcacat aagcataaca 600

ctectaccece tctttcecttte cactgtggga accaactaat ggacgetcecct atcatgectg 660

ccaagagttc ttecce ) 675
<210> 5

<211> 21

<212> DNA

<213> Glycine max

<400> 5

cctgtacttc ccaaaacttc g 21
<210> 6

<211l> 22

<212> DNA .

<213> Virus do mosaico da familia Scrophulariaceae

<400> 6

ctttecactg agaattaget cc 22
<210> 7

<211> 24

<212> DNA

<213> Petunia hybrida

<400> 7

gccaattgat tgacaacatg catc 24
<210> 8

<211> 20

<212> DNA

<213> Glycine max

<400> 8

gggaagaact cttggcagge V 20
<210> 9

<211> 6466

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220> L )

<221> descrigao_misc

<222> (1) .. (6466)

<223> Molécula de DNA quimérico de DNA genomico de soja e transgene

<400> 9



tQQQSSCtQC
cgattggctt
gcaacgattg
cafggtggtc
atctatctca
ttegttettt
gaaatgagta
tattataaat
taaaaacaat
catcagegat
agactatgaa
aaccttggga
gcttetttat
gacacttttg
tcttcatatt
aaacttctcet
cttgatttgt
cctcgaaact
cttcaatcgt
aatctgatcc

gctecgagtgg

aaaccattag

gttccageac
agttagtggg
agacaaaaaa
attgcaaaga
gctgtectga
ttagcttgag
catatcactt
tttgtaagga
gctegtggaa
tgaggttaat

aatggctcectt

ctgtacttce
gattgatacc
cagccacgtt
atttggtcett
ctcatgattce
tttattacta
atgaaacaac
ttacatagga
attgttcatc
tectaattat
cttcatcggg
tctettgget
gcaataactc
cctgttegte
ggtcaatgat
tcgatectetg
ccctettgge
tgttcectget
ggttatcaag
ccatcaagct
aagctaattc
ccaaaagcta
atgcatcatg
catctttgaa
ggaatggtgce
taaagcagat
cagcccacte
ctcaggattt
tattcaaatt
agaattcgat
tgggacacat
atatacttta

gataatctac

caaaacttcg
agatgggtga
gaccteccatc
tcatggcctce
tageccttgge
tgattacatt
taaataaacg
cattcagtgg
ttgacagagc
gtgagtcatt
agcagagtat
ctcatttaga
tatcacccct
ttctagectt
tatcaacata
acaactcttt
ttttctaagt
ccactcttece

ctccaaacac

ctagctagag

tcagtccaaa
caggagatca
gtcagtaagt
agtaatcttg
agaattgtta
tcctectagta
actaatgegt
agcagcattce
ggtatcgcca
atcaagcttg
atggttgtta
cttgttecatt

attcattgag

36

cttcectgac
gtcgagtcca
atttittcectce
catgtecggee
acgtgtttgg
ttgacgatga
tgaatgcatg
aacgtagggt
caaagcataa
agttggacca
gtgtcagtca
gtaagagcaa
tctettgett
cgcccatgac
ttttcttttg
aacttatcct
ttgagctegt
ttttgggett
tgatagttta
cggcegegtt
gcctcaacaa
atgaagaatc
ttcagaaaaa
tcaacatcga
ggcgcaccta
caagtgggga
atgacgaacg
cagattgggt
aaaccaagaa
atatcggaag
taataaacca
attttatttg

atatcaaata

ccatcatatc
cctcggtage
atgctcatca
ttcatectget
taagggtacc
tgatgattgt
acaatgataa
cgaatcaaat
ctagaaatac
tgtgttggca
ccgecttgge
atttgtccat
ccctttcaaé
tagcagctag
ttttgctcaa
ctaacatcag
tactgctgcec
ttttgtttce
aactgaaggc
atcaagette
ggtcagggta
ttcaatcaaa
gacatccacc
gcagctgget
ccaaaagcat
acaaaataac
cagtgacgac
tcaatcaaca
ggaactccca
tttctctcett
tttccattgt
gtgtttgaat

tttactctag

caggactgga
ggcatttatg
tggcectecat
cttgaactte
gtaaagecgceg
aggaaagaat
gttgctgaag

cctatttecat

aacatggaca

gtaacttgéa
tctggctaac
ccatttecatg
ctgcaaggtc
gttcacctte
ctgttectcte
gtttteccata
ccacaaagcc
cgctctageg
gggaaacgac
tgcaggtcct
cagagtctcc
gtaaactact
gaagacttaa
tgtggggacc
ctttgecttt
gtggaaaaga
cacaaaagaa
aggtacgage
tectcaaagg
gagggaggtt
catgagattt
aaatgatata

agaagagtgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
13890
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980



< “" s

catatagatt
tgcttgaata
acattcataa
aatggtaatt
acgctataaa
cgctacacac
ttttettttt
tctttgttga
atatcaacgt
atcgatcttyg
cgagtgaact
attctggagt
ttgctttata
tagagcacca
gattgttttg
ttcaatattt
agttagcaga
cagtcaacgc
tcecgattteg
tegtectcett
ccgtccageca
caagtctate
caccggtett
tgccagaatc
ccttgetect
gggtcttgtt
gcgtccaatg
agacggtgat
cagggtacct
cccaggtatce
tcaaggtttt
tcttgaaggt

tactgectttce

gatggteccac
accttaatta
aacacaacca
taaagaatga
taaaaccact
ttttctgega
cgtctgetga
ttgatecgtte
ttcactgctt
ttttgagatt
tgttgatttg
agcataacaa
tctcttgaaa
caatﬁtttgt
tgttaaagat
gattgttett
atctgcaatg
aaatctecccet
tcgtegtggg
aaggtcatgt
actgctecgta
tcécacaggt
ttggaaggtg
cétaaggaag
gaggcteccectce
ggtgtttacg
ggtcgtgtgt
cgtcttccag
atggcttccg
aécactgtta
ggtgctaacc
cgtggtaagc

ccattggttg

aatcaatgaa
aaaggtgtga
acccaagagg
tattatttta
ctegttgetg
tatctctgag
tcgttgetca
tgaaaattct
ctaaacgata
ttaatttgtt
cgtatttaag
atccagtgtt
ttgecegattt
ggtagaaatc
gattttcata
ttttttgeag
gtgtgcagaa
tatcggttte
gattgaagaa
cttetgttte
agtectctgg
ccttcaﬁgtt
aagatgttat
gtéatacttg
tcgatttecgg
atttcgatag
tgaacccact
ttaccttgcg
ctcaagtgaa
tcgagccaat
ttaccgttga
tcaccggtea

ctgccttget

37

atttttggga
ttaaatgatg
tattgagtat
tgttaaaccc
attccattta
gtaagegtta
tattatttceg
gatctgttgt
atttattcat
cgattgattg
atgtatgteg
ccctttttet
gattgaattt
ggtttgactc
atggttatat
atttgttgac
cccatcetett
tctgaagacg
gagtgggatg
cacggcgtgc
tctttetgga
tggaggtcte
caacactggt
gatcattgat
taacgctgea
cactttcatt
tcgegaaatg
tggaccaaag
gtccgetgtt
catgactcgt
gactgatgct
agtgattgat

tgtteccagat

gacgaacatg
tttgtaacat
tcacggctaa
taacattgat
tcgttettat
acgtaccctt
atgattgttg
ttagatttta
gaaactattt
ttggttggtg
atttgaattg
aagggtaatt
agctegetta
cgatageggce
atgtctactg
cagagatcta
atctcecaatce

cagcagceatce

‘acgttaattg

atgcttcacg
accgtccgta
gctagcggtyg
aaggctatgce
ggtgttggta
actggttgcee
ggtgacgctt
ggtgtgcagg
actccaacgc
ctgcttgetg
gaccacactg
gacggtgtge

gttccaggtg

tccgacgtca>

tataaccatt
gtagtactaa
acaggggcat
ttcggattca
tgaccctage
agategttcet
gattcgatgce
tcgattgtta
tcececattcetg
gatctatata
tgattgggta
ctcggattgt
gctcagatga
tttttactat
tttttattga
ccatggcgca
tctecgaaatce
cécgagctta
gctctgaget
gtgcaagcag
ttccaggtga
aaactcgtat
aagctatggg
acggtggact
gtttgactat
ctctcactaa
tgaagtctga
caatcaccta
gtctcaacac
aaaagatgct
gtaccatccg
atcéatcctc

ccatccttaa

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

‘3300

3360
3426
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900

3960



cgttttgatg
catcgaagﬁg
ttcttctact
gtétccaatt
ggaagaactc
caacggtgtt
taagggtcte
tatgagcettce
tatgatcget
cgaactctcece
ctctagctag
tcagtttcat
actgtttttq
gctatcgaac
gttcattctce
attataagag
atgaccgaag
aggcaacaaa
cctecttgtgt
gattctaatc
atatttttta
cagccacteg
tgaatgtaga
cctataaata
aacgctcaga
gcteagactce
gtgatagctg
tttattccat
cgcgatgaaa
tettacgacc
tggaaatcct
actaatggac

tgagcacatg

aacccaaccce
atcaacccac
ttgaagggty
ctecgetgtig
cgtgttaagg
gattgcgatg
ggtaacgctt
ctegttatgg
actagcttec
gacactaagg
agctttcgtt
tgcgecacaca
ttgtaccatt
tgtgaaatgg
aaattaatat
atatgcaaac
ttaatatgag
tatattttca
tttagacatt
attgctttat
atgcatttta
aagcggccge
cacgtcgaaa
cgacggatcg
ctctagtgac
cttagctttg
cctatgatac
gcettaccega
ggtgtgatgg
aacataggat
tcacataagce
gctcectatca

cgatgacctt

gtactggtct
gtcttgctgg
ttactgttcc
cagetgeatt
aaagcgaccg
aaggtgagac
ctggagcagce
gtctegttte
cagagttcat
ctgcttgatg
cgtatcateg
ccagaatcct
tgttgtgett
aaatggatgg
tatttgtttt
attttgtttt
gagtaaaaca
gacctagaaa
tatgaacttt
aattatagtt
tgacttgccea
atcgatcgtg
taaagatttc
taatttgtcg
taccaccttce
ggagccaaat
catggctact
tcctetgaag
tctcctecga
tataattaat
ataacactcec

tacctgcecaa

gtatggggta

38

catcttgact
tggagaagac
agaagaccgt
cgctgaaggt
tctttetget
ttectetegte
tgtcgcectacce
tgaaaaccct
ggatttgatg
égctcaagaa
gtttcgacaa
actgagtttg
gtaatttact
agaagagtta
ttectcttatt
gagtaaaaat
cttgtagttg
agctgcaaat
cctttatgta
atactcatgg
attgattgac
aagtttctca
cgaattagaa
ttttatcaaa
actctcctca
tatcccttac
tcececttagt
tgtctttgea
tggcgcactt
acaaccecte
tacccectett
gagttcttcec

gacagatcta

ctgecaggaaa
gtggctgact
gcteecttcta
gctaccgtta
gtcgcaaacyg
gtgegtggte
cacctecgate
gttactgttg
gctggtettg
ttecgagcetcg
cgttcgtcaa
agtattatgg
gtgtttttta
atgaatgata
tgttgtgtgt
gtgtcaaatc
taccattatg
gttactgaat
attttccaga
atttgtagtt
aacatgcatce
tctaagccce
taatttgttt

atgtactttc

agcatttcag

gttctcgact
tctttatett
ttagcttcat
ctcatagggt
gtcecctataa
tetttecact
caatttgect

ctttcatgat

tgggtgcega
tgecgtgtteg
tgatcgacga
tgaacggttt
gtctcaagct
gtcectgacgg
accgtatcge
atgatgctac

gagctaagat

gtaccggatc

gttcaatgca
cattgggaaa
tteggttttce
tggtcetttt
tgaatttgaa
gtggcctcta
cttattcact
acaagtatgt
atccttgtca
gagtatgaaa
aatcgacctg
catttggacg
attgctttcg
attttataat
cctcttecee
tcaaccatat
tecctttecge
tgaaacctca
aacctaattg
aagggacatt
gtgggaacca
cgtectttee

tgaagacgtg

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880

5940



ggataccaac
gcatcttaag
gctatggtga
cgaaaatagt
tcecttggectg
cctattcecta
tattetcgece
gcatcctaag
gaagcatctg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
ccttttggge
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
cgtttececege
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

tgtgtggtgt

<210>
<211>

cacacataaa
tcaaatgtat
taagcaagaa
actatcccasa
gccagagttt
ctttgettca
atagaaggat
atceccttega
agtgattggt
10

22
DNA

gagcaggcge
catacactta
aagcatcgat
acactagcag
ccgecttete
ctcagtctaa
agtacccaga
actcctctat

catagtattg

Sequéncia Artificial

descrigdo_misc

(1) .- (22)

39

acaacagaaa
tgctaaaaca
tgctactaga
tgctaatacg
cteccaatcac
ttctecatttce
aaaaaggtat
ggttggtgcet

ggtgagagat

Molécula de iniciador sintético

10
ttttttgttt
11

20
DNAa

cc

Seqtiéncia Artificial

descrigdo_misc

(1) .~ (20)

Molécula de iniciador sintético

11
cttcagttta
12

20
DNA

Seqguéncia Artificial

descrigao_misc

(1) ..(20)

Molécula de iniciador sintético

12

gacccattgg

13
25

atcctcgtag
acaatgatcg
tccaccaact
tcgatgaatg
ttcettggta
gagatcttga
ggcttectte
aactgaaagt

gcgatg

tgctcettett
ggctttcett
cgtctacatt
atgcccactc
tteceecectac
caactcctge
ctectategg

ccccaaaagt

6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6466

22

20

20



<212>
<213>

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

~<400>

cctcaattgg

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

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

<400>

ogtagtcacta

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

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

<400>

ttatcaagct

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

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

<400>

tgagctcaaa

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

<220>
<221>
<222>

40

DNA

. Seqliéncia Artificial

descri¢édo_misc
1) .. (25)

Molécula de iniciador sintético
13

gagatactgc actta

14
29
DNA

Seqiiéncia Arificial

descrigdo_misc
(1) ..(29)-

Molécula de iniciador sintético
14

gggtcagtaa agaatgtga

15
18

Seqliéncia Artificial

descrigdo_misc
(1) ..(18)

Molécula de iniciador sintético *

15

ccaaacac

16

22
DNA

Seguléncia Artificial

descricao_misc
(1) ..(22)

Molécula de iniciador sintético
16

gatatcaaca tg

17
22
DNA

Seqiiéncia Artificial

descrigao_misc
(1)..(22)

25

29

18

22



<223>
<400>

agttaaatca

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

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

<400>

tcececgetceta

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

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

<400>

tcgagcagga

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

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

<400>

ctgaaggcgg

<210> 21

<211i> 1103
<212> DNA
<213>

<400> 21
tgggggctgce

41

Molécula de iniciador sintético
17

tagttaataa tc

18

20
DNA

-Seqléncia Artificial

descrigdo_misc
(1) ..(20)
Molécula de iniciador sintético

18

gcgcttcaat

19
19
DNA

Seqliéncia Artificial

descrigao_misc -
(1)..(19)
Molécula de iniciador sintético

19

cctgcagaa

20
24
DNA

Seqliéncia Artificial

descrigdo_misc
(1) ..(24)

Molécula de iniciador sintético
20

gaaacgacaa tctg

Glycine max

ctgtacttcc caaaacttcg cttccctgac

22

20

19

24

ccatcatatc caggactgga 60

cgattggett gattgatacc agatgggtga gtcgagteca ccteggtage ggcatttatg 120

gcaacgattg cagccacgtt gacctccatc attttttecte atgctcatca tggcctccat 180



catggtggtce
atctatctca
ttegttettt
gaaatgagta
tattataaat
taaaaacaat
catcagcgat
agactatgaa
aaccttggga
gecttetttat
gacacttttg
tcttcatatt
aaacttctet
cttgatttgt
cctegaaact

cttecaategt

<210> 22
<211l> 1060
<212> DNA

atttggtctt
ctcatgattc
tttattacta
atgaaacaac
ttacatagga
attgttcatc
tcctaattat
cttcateggg
tetecttgact
gcaataactc
cctgttegte
ggtcaatgat
tcgatctctg
ccetettgge
tgttecectget
ggttatcaag

<213> Glycine max

<400> 22
cagactctag
actccttage
gctgecectatg
ccatgectta
gaaaggtgtg
‘ gacéaacata
tcctteacat
ggacgctcect
catgcgatga
caaccacaca
taagtcaaat
gtgataagca
tagtactatc
gctggccaga
cctactttge
cgccatagaa
taagatcecct
tctgagtgat

tgactaccac
tttgggagcce
ataccatggce
ccgatcctet
atggtctcct
ggattataat
aagcataaca
atcatgecctg
ccttgtatgg
taaagagcag
gtatcataca
agaaaagcat
ccaaacacta
gtttcecgect
ttcactcagt
ggatagtacc
tcgaactect

tggtcatagt

tcatggecte
tagccttgge
tgattacatt
taaataaacg
cattcagtgg
ttgacagagc
gtgggtcatt
agcagagtat
ctcatttaga
tatcaccccet
ttctagectt
tatcaacata
acaactcttt
ttttctaagt
ccactecttee

cte

cttcactcte
aaattatcec
tactteecct
gaagtgtctt
ccgatggege
téatacaacc
ctecctaccee
ccaagagtte
ggtagacaga
gcgcacaaca
cttatgctaa
cgattgctac
gcagtgctaa
tctectecaa
ctaattctca
cagaaaaaag
ctatggttgg
attgggtgag

42

catgtcggcece
acgtgtttgg
ttgacgatga
tgaatgcatg
aacgtagggt
caaagcataa
agttcgacca
gtgtcagtca
gtaagagcaa
tctettgett

cgcccatgac

ttttcttttg

aacttatcct
ttgagectcgt
ttttgggett

ctcaagcatt
ttacgttcte
tagttcttta
tgcattagct
acttctcata
cctcgteoect
tctttettte
ttcccaattt
tctactttea
gaaaatcctc
aacaacaaté
tagatccacce
tacgtcgatg
tcacttccett
tttegagatc
gtatggctte
tgctaactga
agatgcgatg

ttcatctget
taagggtacc
tgatgattgt
acaatgataa
cgaatcaaat
ctagaaatac
tgtgttggcea
ccgecttgge
atttgteccat
ccetttecaac
tagcagctag
ttttgetecaa
ctaacatcag
tactgctgece
ttttgtttee

tcagectctt
gacttcaacc
tetttecttt
tcattgaaac
gggtaaccta
ataaaaggga
cactgtggga
gcctegtecet
tgattgaaga
gtagtgctct
atcgggcettt
aactecgteta
aatgatgccc
ggtattccee
ttgacaactc
cttcctecta

aagtccccaa

cttgaacttc
gtaaagcgcg
aggaaagaat
gttgctgaag
cctattteat
aacatggaca
gtaacttgaa
tctggctaac
ccattteatg
ctgcaaggtc
gttcacette
ctgttetcte
gttttecata
ccacaaagcec

cgctctageg

cccegeteag
atatgtgata
ccgetttatt
ctcacgegat
attgtcttac
catttggaaa
accaactaat
ttcctgagea
cgtgggatac
tettgecatcect
ccttgetatg
cattcgaaaa
actctecttg
ctaccctatt
ctgctattct
tcgggcatce
aagtgaagca

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1103

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

1. Sequéncia de acido nucléico que compreende a seqiiéncia de

SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2. '

- 2. Planta de soja ou parte dessa que compreende O evento
MON89788, em que uma semente de soja representativa compreendendo o
evento MON89788 foi depositada sob o nimero de acesso da ATCC PTA-
6708. | |

3. Semente da planta como definida na reivindicagao 2, em que
a semente compreende o evento MON89788. |

4. Produto primario de soja produzido a partir da semente como
definida na reivindicagao 3.

5. Produto primario de soja como de acordo com a reivindicagao
5, ainda definido como alimento, farinha, flocos, ou 6leo.

6. Parte de planta de soja de acordo com a reivindicagéo 2, defi-
nida como uma célula, pélen, 6vulo, flor, broto, raiz, ou folha.

7. Planta de soja de acordo com a reivindicagao 2, ainda defini-
da como uma planta de progénie de qualquer geracao de uma planta de soja
que compreende o dito evento MON89788.

8. Planta de soja de acordo com a reivindicagao 2, em que' o]
genoma da dita planta compreende pelo menos uma molécula de DNA sele-
cionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,

'SEQ ID NO: 21 e SEQ ID NO: 22.

9. Planta de soja de acordo com a reivindicagao 2, em que o
genoma da dita planta produz um amplicon diagndstico para o evento
MON89788 quando testado em um método de amplificacdo de DNA, o dito
método compreendendo SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2.

10. Semente de acordo com a reivindicagdo 3, em que 0 DNA
da semente produz um amplicon diagnéstico para o evento MON89788
guando testado em um método de amplificagdo de DNA, o dito amplicon
compreendendo SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2. |

11. Alimento, farinha, flocos, ou 6leo de acordo com a reivindi-

cacao 5, ainda definidos como compreendendo um acido nucléico que produz
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um amplicon diagnéstico para o evento MON89788 quando testado em um
método de amplificagdo de DNA, o dito amplicon compreendendo SEQ ID
NO: 1 ou SEQ ID NO: 2.

12. Molécula iniciadora de polinucleotideo de DNA que compre-
ende pelo menos 11 nucleotideos contiguos de SEQ ID NO: 3, ou seu com-
plemento, que é util em um método de amplificacdo de DNA para produzir
um amplicon diagndstico para o evénto MONB89788.

13. Molécula iniciadora de polinucleotideo de DNA isolada que -
compreende pelo menos 11 nucleotideos contiguos de SEQ ID NO: 4, ou
seu complemento, que é util em um método de amplificagdo de DNA para
produzir um amplicon diagndstico para o evento MON89788.

14. Kit de deteccdo de DNA especifico para o evento MON89788
que compreende pelo menos um acido nucléico que compreende 11 ou mais
nucleotideos contiguos homodlogos ou complementares a SEQ ID NO: 3 ou
SEQ ID NO: 4.

15. Método de produzir uma planta de soja tolerante ao herbici-
da glifosato que compreende introduzir no genoma da dita planta o evento
MONB89788.

16. Método de acordo com a reivindicacdo 15, definido como
compreendendo as etapas de:

(a) cruzar uma primeira planta de soja que compfeeride 0 evento
MON89788 com uma segunda planta de soja que ndo tem o evento
MONB89788 para produzir plantas de progénie; e

(b) selecionar pelo menos uma planta de primeira progénie que
compreende o dito evento MON89788 e é tolerante ao glifosato. '

17. Método de écordo com a reivindicagao 16, ainda compreen-
dendo autocruzar a dita planta de primeira progénie para produzir plantas de
progénie de segunda geracdo e selecionar pelo menos uma primeira planta
homozigética para o dito evento MON89788.

18. Método de detectar a presenca de DNA que' corresponde ao
evento de soja MON89788 em uma amostra, 0 método compreendendo:

(a) colocar uma amostra que compreende DNA de soja em contato
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~ com um conjunto de iniciadores, que quando usados em uma reagao de ampli-

ficagcao de acido nucléico com DNA gendémico do evento de soja MON89788,
produz um amplicon de diagnéstico para o evento de soja MON89788; e

- (b) realizar uma reagédo de amplificacdo de acido nucléico, assim
produzindo o amplicon de diagndstico; e

(c) detectar o amplicon de diagnostico.

19. Método de detectar a presenca de um acido nucléico que
corresponde ao evento MON89788 em uma amostra, 0 método compreen-
dendo: |

(a) obter uma amostra de DNA de soja; e

(b) testar a amostra para a presen¢a de uma sequéncia de DNA
do evento MON89788. :

20. Método de acordo com a reivindicagéo 19, em que testar a
amostra de DNA compreende detectar a presenca da sequéncia de acido
nucléico de pelo menos um de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, ou comple-
mentos dessas. |

21. Planta de soja que compreende uma caracteristica tolerante
ao glifosato que esta ligada geneticamente a uma molécula de acido nucléi-
co que compreende SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2.

22. Método de produzir um produto priméario de sbja que com-
preende, | 7 |

(a) obter a planta de soja ou parte dessa de acordo com a rei-
vindicacao 2; e

(b) produzir um produto primario de soja a partir da planta de
soja ou parte dessa.

23. Método de acordo com a reivindicagao 22, em que 0 produto
primario de soja é definido como alimento, farinha, flocos, isolado de protei-
na, ou 6leo.

24. Método para controlar o crescimento de ervas daninhas em
um campo que compreende plantas de soja que compreendem 0 evento
MON89788, o método compreendendo tratar 0 campo com uma quantidade

de glifosato eficaz para controlar o crescimento de ervas daninhas, em que



as plantas de soja exibem tolerancia ao glifosato.
25. Método de acordo com a reivindicagdo 24, em que o trata-

mento do campo é realizado do estagio de crescimento V1 ao R4.
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RESUMO
Patente de Invencdo: "OCORRENCIA DE SOJA MON8978 E METODOS
PARA DETECCAO DA MESMA".
A presente invencao refere-se a planta e semente de soja que
compreendem o evento de transformacado MON89788 e moléculas de DNA
Unicas para esses eventos. A invencdo também fornece métodos para de-

tectar a presenga dessas moléculas de DNA em uma amostra.
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0eT, 0000l Y 6285

M O6TOESY -V

REIVINDICAGCOES

1. Sequéncia de acido nucléico, caracterizada pelo fato de que
compreende a seqiéncia de SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2.

2. Planta de soja ou parte dessa, caracterizada pelo fato de que
compreende o evento MON89788, em que uma semente de soja representa-
tiva compreendendo o evento MON89788 foi depositada sob o numero de
acesso da ATCC PTA-6708.

3. Semente, caracterizada pelo fato de que é a semente da plan-
ta como definida na reivindicagdo 2, em que a semente compreende o even-
to MON89788.

4. Produto primario de soja, caracterizado pelo fato de que é
produzido a partir da semente como definida na reivindicagao 3.

5. Produto primério de soja de acordo com a reivindicagédo 4,
caracterizado pelo fato de que ainda definido como alimento, farinha, flocos,
ou éleo. o .

6. Parte de planta de soja de acordo com a reivindicagéo 2, ca-
racterizada pelo fato de que é definida como uma célula, pélen, évulo, flor,
broto, raiz, ou folha.

7. Planta de soja de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizada
pelo fato de que é ainda definida como uma planta de progénie de qualquer
geragao de uma planta de soja que compreende o dito evento MON89788.

8. Planta de soja de acordo com a reivindicagao 2, caracterizada
pelo fato de que o genoma da dita planta compreende pelo menos uma mo-
lécula de DNA selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 1, -
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 21 e SEQ ID NO: 22.

9. Planta de soja de acordo com a reivindicagao 2, caracterizada
pelo fato dé que o genoma da dita planta produz um amplicon diagnéstico
para o evento MON89788 quando testado em um método de amplificagao de
DNA, o dito método compreendendo SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2.

10. Semente de acordo com a reivindicagao 3, caracterizada pe-
lo fato de que o DNA da semente produz um amplicon diagndstico para o
evento MON89788 quando testado em um método de amplificagdo de DNA,
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o dito amplicon compreendendo SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2.

11. Alimento, farinha, flocos ou 6leo como definido na reivindica-
¢do 5, caracterizado pelo fato de que compreende um &cido nucléico que
produz um amplicon diagnéstico para o evento MON89788 quando testado
em um método de amplificacdo de DNA, o dito amplicon compreendendo
SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2.

12. Molécula iniciadora de polinucleotideo de DNA, caracteriza-
da pelo fato de que compreende pelo menos 11 nucleotideos contiguos de
SEQ ID NO: 3, ou seu complemento, que é util em um método de amplifica-
cao de DNA para produzir um amplicon diagndstico para o evento
MONB89788.

13. Molécula iniciadora de polinucleotideo de DNA isolada, ca-
racterizada pelo fato de que compreende pelo menos 11 nucleotideos conti-
guos de SEQ ID NO: 4, ou seu complemento, que € util em um método de
amplificacdo de DNA para produzir um amplicon diagnéstico para o evento
MON89788.

14. Kit de deteccdo de DNA especifico para o evento MON89788,
caracterizado pelo fato de que compreende pelo menos um acido nucléico que
compreende 11 ou mais nucleotideos contiguos homélogos ou complemen-
tares a SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4.

15. Método para produzir uma planta de soja tolerante ao herbi-
cida glifosato, caracterizado pelo fato de que compreende introduzir no ge-
noma da dita planta o evento MON89788. |

16. Método de acordo com a reivindicagao 15, caracterizado pe-
lo fato de que compreende as etapas de:

(a) cruzar uma primeira planta de soja que compreende o evento
MONB9788 com uma segunda planta de soja que néo tem o evento MON89788
para produzir plantas de progénie; e

(b) selecionar pelo menos uma planta de primeira progénie que
compreende o dito evento MON89788 e é tolerante ao glifosato.

17. Método de acordo com a reivindicagao 16, caracterizado pe-

lo fato de que compreende ainda autocruzar a dita planta de primeira progé-
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nie para produzir plantas de progénie de segunda geragao e selecionar pelo
menos uma primeira planta homozigética para o dito evento MON89788.

18. Método para detectar a presenga de DNA que corresponde
ao evento de soja MON89788 em uma amostra, caracterizado pelo fato de
que compreende:'

(a) colocar uma amostra que compreende DNA de soja em contato
com um conjunto de iniciadores, que quando usados em uma reagao de amplifi-
cagao de acido nucléico com DNA gendmico do evento de soja MON89788,
produz um amplicon de diagndstico para o evento de soja MON89788; e

(b) realizar uma reagé@o de amplificagdo de acido nucléico, assim |
produzindo o amplicon de diagndstico; e

(c) detectar o amplicon de diagndstico.

19. Método para detectar a presenga de um acido nuciéico que
corresponde ao evento MON89788 em uma amostra, caracterizado pelo fato
de que compreende:

(a) obter uma amostra de DNA de soja; e

(b) testar a amostra para a presenga de uma sequéncia de DNA
do evento MONB89788.

20. Método de acordo com a reivindicagao 19, caracterizado pe-
lo fato de que testar a amostra de DNA compreendé detectar a presenga da
seqléncia de acido nucléico de pelo menos um de SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2, ou complementos dessas.

21. Planta de soja, caracterizada pelo fato de que compreende
uma caracteristica tolerante ao glifosaio que esta ligada geneticamente a
uma molécula de acido nucléico que compreende SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID
NO: 2.

22. Método para produzir um produto primario de soja, caracteri-
zado pelo fato de que compreende:

(a) obter a planta de soja ou parte dessa como definida na rei-
vindicacao 2; e

(b) produzir um produto primario de soja a partir da planta de
soja ou parte dessa.
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23. Método de acordo com a reivindicagao 22, caracterizado pe-
lo fato de que o produto primario de soja é definido como alimento, farinha,
flocos, isolado de proteina, ou éleo.

24. Método para controlar o crescimento de ervas daninhas em
um campo que compreende plantas de soja que compreendem o evento
MONB89788, caracterizado pelo fato de que compreende tratar o campo com
uma quantidade de glifosato eficaz para controlar o crescimento de ervas
daninhas, em que as plantas de soja exibem toleréncia ao glifosato.

25. Método de acordo com a reivindicacao 24, caracterizado pe-
lo fato de que o tratamento do campo € realizado do estagio de crescimento
V1 ao R4.
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