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Relatorio Descritvo da Patente de Invencdo para
"METODOS PARA A PRODUCAO DE UMA PLANTA OU SEMENTE
DE MILHO COM LISINA AUMENTADA, PARA DETERMINAR A
PRESENCA DE UM DNA DO EVENTO LY038, KIT DE DETECCAO
DE DNA DO EVENTO DE MILHO LYO038 E FARINHA DE MILHO".
[0001] Este pedido reivindica beneficio sob USC 35 § 119(e) do
pedido provisional dos Estados Unidos N° de Série 60/529.182,
depositado em 11 de dezembro de 2003, que € por meio do qual
incorporado por referéncia em sua totalidade.

Campo da Invencao

[0002] A presente invencdo refere-se ao campo de biologia
molecular da planta. Mais especificamente, a presente invencao refere-
se ao milho transgénico com lisina aumentada, e aos ensaios e métodos
para identificar o DNA exdgeno especifico fornecendo lisina aumentada.

Antecedente da Invencao

[0003] Zea mays, comumente conhecido como milho, € um gréo
amplamente empregado na alimentacdo animal. O gréo, isto €, O
caroco, € uma fonte de proteina, amido, e 6leo para porco, gado vacum
e aves domeésticas. Dos dez aminoacidos supostos essenciais em uma
fonte de alimento de grdo misturada, o milho é particularmente limitante
em lisina, treonina, e metionina. A falta desses aminoacidos,
especialmente lisina, requer que o milho alimenticio ou farinha de milho
sejam suplementados com esses nutrientes, geralmente fornecidos pela
adicdo de farinha de soja. Seria de beneficio para a técnica aumentar o
nivel de lisina no caroco de milho como um meio de tornar a semente e
farinha, mais nutritivos como um alimento animal.

[0004] A fim de aumentar os niveis de lisina empregando um
método biolégico molecular, uma versédo insensivel a retroalimentacdo
de pelo menos uma das enzimas de via de lisina, isto é, acido

dihidrodipicolinico sintase (referido aqui como DHDPS), tem sido
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identificado e empregado. Um gene de DHDPS bacteriano isolado de E.
coli foi mostrado in vitro ser cerca de 200 vezes menos sensivel a
inibicAo por aumento nos niveis de lisina e, quando introduzido em
tabaco transgénico, a superexpressao do gene de DHDPS de E. coli
resultou em niveis aumentados de lisina no tecido da folha (Glassman
e outros, Patente U.S. 5.288.300). Falco e outros, descrevem as plantas
transgénicas com niveis aumentados de lisina na semente e genes uteis
para a producao de tais plantas transgénicas (Patentes U.S. 5.773.691
e 6.459.019; Publicacdo do Pedido de Patente U.S. 2003/0056242,
cada dos quais esta incorporado aqui por referéncia em sua totalidade).
Nesses relatorios, Falco e outros descrevem a isolacdo e o uso de
DHDPS insensivel a retroalimentacdo de E. coli e DHDPS de
Corynebacterium (também conhecido como cordapA) para gerar
plantas de colza, tabaco, milho e soja transgénicas com niveis
aumentados de lisina na semente. Para milho, Falco e outros reportam
um aumento de aproximadamente 130% em lisina livre nos carogos
transformados com o gene de cordapA relativo aos caro¢cos nao
transformados.

[0005] Seria vantajoso ser capaz de detectar a presenca ou
auséncia de um transgene particular em uma planta ou semente, ou
progénie de tais plantas ou sementes, ndo somente com respeito ao
transgene propriamente dito, porém também com respeito a sua
localizacdo no genoma de uma semente ou planta hospedeira. A
identificacdo com respeito a localizacdo também fornece identificacéo
do evento transgénico pelo qual um construtor genético inseriu o
transgene na planta progenitora da planta ou semente.

Sumario da Invencao

[0006] A presente invencdo fornece constructos Uteis para gerar
eventos transgénicos e materiais e métodos Uteis para identificar os

eventos transgénicos particulares que resultaram em plantas
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transgénicas que acumulam niveis mais elevados de lisina do que
fazem as plantas estritamente relacionadas que nao incluem o
constructo. Em particular, esta invengcdo compreende uma linhagem de
milho transgénico livre de marcador compreendendo um DNA exdgeno
especifico que foi introduzido através da transformacdo de milho
padréao, referido aqui como "o Evento LY038" ou "Evento LY038". A
presente invengdo também fornece um método para detectar a
presenca ou auséncia do Evento LY038 no DNA obtido de amostras de
sementes, tecido ou plantas de milho. A planta de milho da presente
invencao compreendendo o Evento LY038 exibe a lisina aumentada no
caroco relativo a um progenitor ou outra planta substancialmente
relacionada. Além disso, a presente invencao fornece um constructo de
DNA exdgeno compreendendo um promotor de globulina 1 de milho, um
intron de actina 1 de arroz, uma molécula de DNA de codificacdo de
peptideo de transito de cloroplasto dihidrodipicolinato sintase de milho,
uma molécula de DNA de codificacdo de dihidrodipicolinato sintase de
Corynebacterium, e uma regido nao transladada 3' de globulina 1 de
milho que, quando operavelmente ligada e expressada em plantas e
células de planta transgénica, resulta em contetdo de lisina aumentado
no carogo ou partes desta ou um produto processado derivado do
caroco ou planta. Em outra modalidade, o constructo também
compreende um sitio lox, presente como um componente de um
mecanismo para remocao do gene marcador empregado para identificar
os transformantes bem-sucedidos.

[0007] Com respeito a identificacdo de uma planta ou semente
derivada de um evento transgénico particular, as composicdes e
métodos sao fornecidos para detectar a presenca da regido de insercéo
gendmica de uma nova planta de milho compreendendo o Evento
LY038, isto &, o sitio no genoma onde o constructo reside. As moléculas

de DNA sao fornecidas, as quais compreendem pelo menos uma porcao
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do DNA exdgeno, inserida no genoma e uma por¢ao do DNA do genoma
de milho flanqueando o sitio de insercao (referido aqui como uma
"sequéncia de jungao").

[0008] Em ainda outra modalidade da presente invencao, as novas
moléculas de DNA sao fornecidas as quais compreendem pelo menos
cerca de 20 pares de base de SEQ ID NO: 1 ou 2, onde os pares de
base 1781-1782 ou 200-201, respectivamente, sdo incluidos. Também
fornecidas pela presente invencdo sdo as moléculas de DNA
compreendendo a sequéncia de um amplicon tendo a sequéncia de
SEQ ID NO: 6, obtida por um método de amplificacdo de DNA
empregando os iniciadores das SEQ ID NOs: 3 e 4; e uma sonda de
hibridizacdo complementar ao referido amplicon, tendo a sequéncia
SEQ ID NO: 5 e complementes deste. As moléculas de DNA tendo a
sequéncia de SEQ ID NO:5 ou 6 abrangem a juncdo entre o DNA
exdégeno e o DNA gendbmico de milho de flanqueamento e sé&o
diagnostico para o DNA de vento LY038 quando empregadas em testes
analiticos adequados. Outras moléculas de DNA preferidas da presente
invencéo que abrangem a juncdo do DNA exdgeno/ regido de insercéo
gendmica do Evento LY038 sdo as moléculas tendo a sequéncia de
SEQID NOs 1, 2 e 11, e complementos destes. Uma semente ou planta
de milho estavelmente transformada compreendendo essas moléculas
€ outro aspecto desta invencao.

[0009] Os iniciadores sao referidos serem de "comprimento
suficiente" quando eles sdo de um comprimento que permite o iniciador
funcionar em uma reacao de PCR e especificamente amplificar uma
sequéncia alvo; um comprimento de cerca de 11 nucleotideos ou mais
€ suficiente, mais preferivelmente cerca de 18 nucleotideos ou mais,
ainda mais preferivelmente cerca de 24 nucleotideos ou mais, ainda
mais preferivelmente cerca de 30 nucleotideos é suficiente para realizar

e especificamente amplificar uma sequéncia alvo. Alguém versado na
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técnica saberia que um iniciador de comprimento ainda maior do que
cerca de 30 nucleotideos pode ser de modo util empregado em uma
reacdo de PCR e, consequentemente, € de um comprimento suficiente.
[00010] Os iniciadores de PCR uteis para identificar o Evento LY038
compreendem um comprimento suficiente de uma porgao de transgene
da sequéncia de DNA de SEQ ID NO: 1 e um comprimento suficiente
de uma sequéncia de DNA de milho de flanqueamento 5' da SEQ ID
NO:1, ou um comprimento suficiente de uma porgédo de transgene da
sequéncia de DNA de SEQ ID NO: 2 e um comprimento suficiente de
uma sequéncia de DNA de milho de flanqueamento 3' da SEQ ID NO:
2. Esses iniciadores sao Uteis nos meétodos de PCR para fornecer um
produto de amplicon de DNA que € diagnostico para o Evento LY038 e
sua progénie. Os iniciadores de PCR homdélogos ou complementares a
gualquer comprimento adequado das SEQ ID NOs: 1 e 2 que podem
produzir um amplicon ou sonda que seja diagndstico para o Evento
LY038, sdo outros aspectos da presente invencédo. Por exemplo, sem
limitacdo, os iniciadores preferidos que sdo diagnostico para o Evento
LY038 incluem aqgueles tendo pelo menos cerca de 18 nucleotideos
contiguos da sequéncia ou de SEQ ID NO: 3 ou 4. Os amplicons
produzidos empregando os iniciadores de DNA que sdo diagndéstico
para o Evento LY038 e sua progénie sdo um aspecto desta invencao.
Um diagnostico de amplicon preferido para o Evento LY038 tem a
sequéncia da SEQ ID NO: 6.

[00011] Outro aspecto da presente invencdo fornece métodos para
detectar a presenca ou auséncia de DNA correspondendo ao Evento
LY038 em uma amostra. Tais métodos compreendem obter o DNA de
uma planta, semente ou tecido de milho, contatando o DNA de amostra
com um grupo de iniciador de PCR, realizando PCR e detectando a
presenca ou auséncia de um amplicon. O diagndstico dos iniciadores

de PCR preferido para Evento LY038 inclui os iniciadores de
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oligonucleotideo tendo as sequéncias de SEQ ID NOs: 3 e 4, que
produzem um amplicon especifico de evento LY038 tendo a sequéncia
de, por exemplo, SEQ ID NO: 6, que é detectavel por uma sonda
especifica de evento LY038 tendo a sequéncia de, por exemplo, SEQ
ID NO: 5.

[00012] A hibridizacdo de uma sonda indicando a presenca do
Evento LY038 para um amplicon compreendendo DNA especifico para
0 Evento LY038 pode ser detectada por qualquer meio adequado
disponivel para técnicas de manipulacdo de acido nucléico, incluindo
ensaios de TagMan®, métodos de southern blot entre outros métodos
conhecidos por aqueles versados na técnica de biologia molecular.
Alguém versado na técnica saberia que a detec¢cdo do amplicon pode
ser realizada através da deteccao que ndo envolve hibridizacdo de uma
sonda para um amplicon, tal como analise de gel acrilamida ou gel
agarose. Alguém versado na técnica também saberia que ambos o
comprimento e a sequéncia de ambos o iniciador e a sonda podem ser
variados das sequéncias exemplificadas presentes nas SEQ ID NOs: 3,
4, e 5, e ainda produzir um amplicon de PCR, ou grupo de amplicon e
sonda, que é diagndstico para o Evento LY038.

[00013] Em outro aspecto, a presente invencao fornece um método
para produzir as plantas progénies compreendendo o DNA do Evento
LY038. A plantas progénies podem ser plantas congénitas ou hibridas.
Em uma outra aplicacéo, a presente invencao fornece um método para
realizar reproducédo auxiliada por marcador para o DNA do Evento
LY038. De acordo com outro aspecto da presente invencao, uma planta
de milho estavelmente, transformada compreendendo o DNA do Evento
LY038 e também compreendendo a lisina aumentada no caroco ou
partes desta € fornecida.

[00014] A presente invencdo também se refere a um kit de detecc¢ao

de DNA compreendendo pelo menos uma molécula de DNA de
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comprimento suficiente de nucleotideos contiguos homodlogos ou
complementares a SEQ ID NO: 1 ou 2, que funciona como um iniciador
ou sonda de DNA especifico para Evento LY038 ou sua progénie.
[00015] Esta presente invencdo também se refere as plantas e
sementes as plantas e sementes e produtos processados destes de
milho com alto teor de lisina (Zea mays) compreendendo o Evento
LYO38 e a progénie derivada deste tendo a semente representativa
depositada como ATCC No. de acesso PTA-5623. Adicionalmente
fornecida pela presente invencdo é uma planta de milho ou uma parte
desta, incluindo, por exemplo, podlen ou semente, produzida pelo
crescimento de uma planta que compreende o DNA de Evento LY038.
A semente e planta de milho compreendendo o DNA do Evento LY038
para o qual as moléculas do iniciador de DNA da presente invencao séo
de modo util empregadas para detec¢cao das sequéncias especificas de
evento sdo também aspectos da invencao.

[00016] Um produto processado do Evento LY038 compreende uma
parte de um caroco de milho, por exemplo, o endosperma. Uma farinha
de milho da presente invencédo pode ser feita do caroco compreendendo
a molécula de DNA transgénica de LY038, onde a farinha € elevada em
lisina relativa a outras farinhas de milho ndo contendo a molécula de
DNA.

[00017] Os anteriores e outros aspectos da presente invencdo se
tornardo mais evidentes a partir da seguinte descricao detalhada,
exemplos e figuras acompanhantes. Os seguintes exemplos sé&o
incluidos para demonstrar os exemplos de certas modalidades
preferidas da presente invencao. Deve ser observado por aqueles
versados na técnica que as técnicas descritas nos exemplos que
seguem representam 0s métodos que 0s inventores constataram
funcionar bem na pratica da presente invencédo, e desse modo podem

ser considerados constituir os exemplos dos modos preferidos para sua

PeticB0 870200050630, de 24/04/2020, pég. 12/54



8/39

pratica. Entretanto, aqueles versados na técnica devem, levando em
consideracdo a presente descricdo, observar que muitas alteracoes
podem ser feitas nas modalidades especificas que sao descritas e ainda
obtém um resultado igual ou similar sem afastar-se do espirito e escopo
da invencéo.

Breve Descricdo dos Desenhos

[00018] Figura 1 € um mapa de plasmideo de pMON55221.

[00019] Figura 2A é um esquemaético do Evento LY038 de insercao

de DNA exdgeno. O DNA exogeno e os pares de base pertinentes séo
indicados por fonte em italico, o DNA gendémico de milho e pares de
base pertinentes séo indicados por fonte regular.
[00020] Figura 2B € a sequéncia na juncéo 5'.
[00021] Figura 2C é a sequéncia na juncao 3'.

Breve Descricao das Sequéncias

[00022] As moléculas tendo as sequéncias definidas empregadas no
contexto da presente invencdo sdo apresentadas na Listagem de
Sequéncia depositada concomitantemente com este pedido. Um
resumo da Listagem de Sequéncia segue:

[00023] SEQ ID NO: 1 é uma sequéncia de polinucleotideo de 1961
pares de base (bp) do DNA 5' compreendendo a por¢cdo genémica do
milho (1-1781 pares de base) flanqueando o lado 5' do sitio de insercéo
e porcédo de insercdo de transgene (1782-1961 pares de base) do DNA
do evento LY038.

[00024] SEQ ID NO: 2 é uma sequéncia de polinucleotideo de 867
pares de base do DNA 3' compreendendo a por¢cao genémica do milho
3' (201-867 pares de base) flanqueando o lado 3' do sitio de insercéo e
sequéncia de insercdo de transgene (1-200 pares de base) do DNA do
evento LY038.

[00025] SEQ ID NOs: 3 e 4 sédo sequéncias de polinucleotideo de

iniciadores de PCR uteis para a producdo de um diagndstico de
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amplicon para o DNA do Evento LY038.

[00026] SEQ ID NO: 5 é uma sequéncia de polinucleotideo de uma
sonda de oligonucleotideo util para hibridizar para um amplicon para
deteccé&o do DNA do Evento LY038.

[00027] SEQ ID NO: 6 é uma sequéncia de polinucleotideo de um
diagnéstico de amplicon para o DNA do Evento Ly038.

[00028] SEQ ID NO: 7 é uma sequéncia de polinucleotideo de um
promotor de globulina 1 de milho (48 a 1440 pares de base; Kriz,
Biochem. Genet.,, 27:239-251, 1989; Belanger e Kriz, Genetics,
129:863-872, 1991; Patente U.S. 6.329.574, incorporada aqui por
referéncia em sua totalidade), um intron de actina 1 de arroz (1448 a
1928 pares de base; McElroy e outros, Plant Cell, 2: 163-171, 1990), um
peptideo de transito de cloroplasto de DHDPS de milho (1930 a 2100
pares de base; Frisch e outros, Mol. Gen. Genet., 228:287-293, 1991),
um gene de DHDPS de Corynebacterium (2101 a 3003 pares de base;
Bonnassie e outros, Nucleic Acids Research, 18:6421, 1990); Richau e
outros, J. Bacteriol., 166:297-300, 1986), uma regido nao transladada 3'
de globulina 1 de milho (3080 a 4079 pares de base; Belanger e Kriz,
supra), e um sitio P lox (4091 a 4124 pares de base; Russel e outros,
Mol. Gen. Genet., 234:45-59, 1992).

[00029] SEQ ID NO: 8 é uma sequéncia de polinucleotideo de um
gene de DHDPS de Corynebacterium (Bonnassie e outros, Nucleic
Acids Research, 18:6421, 1990; Richaud e outros, J. Bacteriol., 166:
297-300, 1986).

[00030] SEQ ID NO: 9 é uma sequéncia de polinucleotideo de 1736
pares de base de DNA genémico de milho adicional fanqueando o lado
5' do sitio de insercdo do Evento LY038 (observe a Figura 2A).

[00031] SEQ ID NO: 10 é uma sequéncia de polinucleotideo de 359
pares de base de DNA gendmico de milho adicional flanqueando o lado

3' do sitio de insercéo do Evento LY038 (observe a Figura 2A).
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[00032] SEQ ID NO:11 é uma sequéncia de polinucleotideo de 20
pares de base consistindo em 10 nucleotideos contiguos de DNA de
insercdo de transgene e 10 nucleotideos contiguos de DNA gendmico
de milho da sequéncia de juncao ilustrada na Figura 2C.

Descricao Detalhada da Invencao

[00033] Como empregado aqui, "DNA exdgeno" se refere ao DNA
gue ndo naturalmente se origina do constructo, célula ou organismo
particular no qual aquele DNA é encontrado. O DNA exdgeno pode
incluir uma sequéncia de DNA ou RNA nativa a um genoma porém em
uma nova localizacdo no genoma ou ligada a outros elementos da
sequéncia, ndo naturalmente associados com o DNA exdégeno em seu
estado nativo. Os constructos de DNA recombinantes empregados para
a transformacéao das células da planta compreendem o DNA exbégeno e
geralmente outros elementos como descrito abaixo. Como empregado
aqui "transgene” significa um DNA exd0geno que foi incorporado em um
genoma hospedeiro ou que é capaz de replicacdo autbnoma em uma
célula hospedeira e que é capaz de causar a expressdo de um ou mais
produtos celulares. Os transgenes exemplares fornecem as plantas ou
células hospedeiras regeneradas destes, com um novo fenatipo relativo
a planta ou célula progenitora ndo transformada correspondente, ou
uma planta ou célula progenitora transformada correspondente
compreendendo outros transgenes porém ndo o transgene particular
em questdo. Os transgenes podem ser diretamente introduzidos em
uma planta por transformacéo genética, ou podem ser herdados de uma
planta de qualquer geracao anterior que tenha sido transformada com o
DNA exoégeno.

[00034] Como empregado aqui, "gene" ou "sequéncia de
codificacao" significa uma sequéncia de DNA da qual uma molécula de
RNA é transcrita. O RNA pode ser um mRNA que codifica um produto

de proteina, um RNA que funciona como uma molécula de anti-sentido,
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ou uma molécula de RNA estrutural tal como um tRNA, rRNA, snRNA,
ou outros RNA. Como empregado aqui, "expressao" se refere a
combinagcdo dos processos intracelulares, incluindo transcricdo e
translacdo, pelo qual uma molécula de DNA, tal como um gene, é
empregado para produzir um polipeptideo ou uma molécula de RNA.
Uma sequéncia de codificacdo exemplar é um gene de
dihidrodipicolinato sintase de Corynebacterium (DHDPS; Bonnassie e
outros, Nucleic Acids Research, 18:6421, 1990; Richaud e outros, J.
Bacteriol., 166:297-300, 1986; 2101 a 3003 pares de base das SEQ ID
NOs: 7 e 8), Uteis para a producdo de carogcos de milho com lisina
aumentada. Uma planta de milho, transformada para conter e expressar
um gene de DHDPS de Corynebacterium, resultando em lisina
aumentada no tecido do caroco, € também referida como uma planta de
milho com alto teor de lisina.

[00035] Como empregado aqui, "promotor” significa uma regido da
sequéncia de DNA que €é essencial para a iniciacdo da transcricdo de
DNA, resultando na geracdo de um RNA que é complementar ao DNA
transcrito; esta regido pode também ser referida como uma "regiao
reguladora 5 ". Os promotores estdo localizados a montante da
sequéncia de codificac&o a ser transcrita e tém regides que atuam como
os sitios de ligacdo para RNA polimerase e tém regides que funcionam
com outros fatores para promover a transcricdo de RNA. Os promotores
de planta uteis incluem aqueles que sao constitutivos, induziveis,
especificos de tecido, temporalmente regulados, circadiano na
regulacéo, induzivel de secura, induzivel de tenséo, regulado de modo
desenvolvimental, induzivel de frio, induzivel de luz, e outros. De
importancia particular para a presente invencdo € um promotor
especifico de embrido, tal como, sem limitacdo, o promotor de globulina
1 de milho (Kriz, Biochem. Genet., 27: 239-251, 1989; Belanger e Kriz,
Genetics, 129: 863-872, 1991; 48 a 1440 pares de base da SEQ ID NO:
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7)

[00036] Como se sabe na técnica, os constructos de DNA
recombinantes tipicamente também compreendem outros elementos
reguladores além de um promotor, tal como porém nao limitado as
regides nao transladadas 3' (tal como sitios de poliadenilacdo ou sinais
de terminacéo transcricionais), peptideos de transito ou sinal, introns, e
elementos de genes marcadores. Uma regido nao transladada 3' (3'
UTR) dtil na pratica da presente invencdo é a UTR 3' de globulina 1
(Kriz, Biochem. Genet., 27:239-251, 1989; Belanger e Kriz, Genetic,
129:863-872, 1991; 3080 a 4079 pares de base da SEQ ID NO: 7). Um
peptideo de transito particularmente util € o peptideo de transito de
DHDPS de milho (Frisch e outros, Mol. Gen. Genet., 228:287-293, 1991;
1930 a 2100 pares de base da SEQ ID NO: 7). Um intron Gtil no contexto
da presente invencdao € o intron 1 de actina 1 de arroz (McElroy e outros,
Plant Cell, 2: 163-171, 1990; 1448 a 1928 pares de base da SEQ ID NO:
7).

[00037] Como empregado aqui, o termo "milho" significa Zea mays,
também conhecido como milho, e inclui todas as variedades de planta
gue pode ser reproduzida com milho, incluindo espécies de milho
silvestre. Os métodos e composicdes para transformacéo de plantas
introduzindo-se um DNA exégeno em um genoma da planta na pratica
desta invencao podem incluir qualquer dos métodos bem-conhecidos e
demonstrados. Até hoje, a liberacdo de gene mediada por
Agrobacterium e microparticula sédo os dois métodos de transformacao
de planta mais comumente empregados. A transformacédo mediada por
microparticula se refere a liberacdo de DNA revestido em
microparticulas que sdo propulsadas em tecidos alvos por varios
métodos. A transformacao mediada por Agrobacterium é obtida através
do uso de uma bactéria de solo geneticamente construida pertencendo

ao género Agrobacterium. Varias espécies de Agrobacterium mediam a
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transferéncia de um DNA especifico conhecido como "T-DNA", que
pode ser geneticamente construido para carregar qualquer pedaco
desejado de DNA dentro de muitas espécies de planta. Os métodos
preferidos de transformacdo de planta s&o bombardeios de
microprojéteis como ilustrado nas Patentes U.S. 5.015.580, 5.550.318,
5.538.880, 6.160.208, 6.399.861, e 6.403.865; e transformacéao
mediada por Agrobacterium como ilustrado nas Patentes U.S.
5.635.055, 5.824.877, 5.591.616, 5.981.840, e 6.384.307, todas das
guais estao incorporadas aqui por referéncia.

[00038] Como empregado aqui, um organismo “transgénico" € um
cujo genoma tenha sido alterado pela incorporacdo de material genético
estrangeiro ou copias adicionais de material genético nativo, por
exemplo, por transformacdo ou recombinacdo. O organismo
transgénico pode ser uma planta, mamifero, fungos, bactéria, ou virus.
Como empregado aqui "planta transgénica" significa uma planta
estavelmente transformada ou planta progénie de qualquer geracéo
subsequente derivada desta, onde o DNA da planta ou progénie desta
contém um DNA exdgeno introduzido ndo originalmente presente em
uma planta ndo transgénica do mesmo filamento. A planta transgénica
pode adicionalmente conter sequéncias que sdo nativas a planta sendo
transformada, porém onde o DNA exégeno tenha sido alterado a fim de
alterar o nivel ou padrdo de expressédo do gene.

[00039] Como empregado aqui, uma planta "estavelmente"
transformada é uma planta na qual o DNA exdgeno é hereditavel. O
DNA exogeno pode ser hereditdvel como um fragmento de DNA
mantido na célula da planta e ndo inserido no genoma do hospedeiro.
Preferivelmente, a planta estavelmente transformada compreende o
DNA exodgeno inserido no DNA cromossdmico no nucleo, mitocondria,
ou cloroplasto, mais preferivelmente no DNA cromossémico nuclear.

[00040] Como empregado aqui uma "planta transgénica R," € uma
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planta que tenha sido diretamente transformada com um DNA exdgeno
ou que tenha sido regenerada de uma célula ou feixe de célula que
tenha sido transformado com um DNA exdgeno. Como empregada aqui
"progénie" significa qualquer geracdo subsequente, incluindo as
sementes e plantas desta, que é derivada de uma planta parental
particular ou grupo de plantas parentais; a linhagem da progénie
resultante pode ser congénita ou hibrida. A progénie de uma planta
transgénica desta presente invencdo pode ser, por exemplo,
autocruzada, cruzada com uma planta transgénica, cruzada com uma
planta ndo transgénica, e/ou contra cruzada.

[00041] As sementes das plantas desta presente invencdo podem
ser colhidas de plantas transgénicas férteis e serem empregadas para
desenvolver as geracbes de progénie de plantas desta presente
invencéo, incluindo uma linhagem de planta hibrida compreendendo o
DNA exogeno do Evento LY038, que fornece o beneficio de lisina
aumentada no caroco de milho. O caroco de milho pode ser processado
em produtos de farinha ou 6leo ou o caroc¢o pode alimentar aos animais
sem processamento. O produto de farina, em particular, contém um
traco agronémico realcado, a lisina aumentada. A presente invencao
contempla uma farinha de milho com lisina aumentada relativa a outras
farinhas de milho, onde a farinha de milho compreende DNA exdgeno
do Evento LYO038.

[00042] O termo "DNA do Evento LY038" se refere a um segmento
de DNA compreendendo um DNA exdgeno inserido em um local
particular em um genoma e adjacente ao DNA gendmico de
flanqueamento que seria esperado ser transferido pra uma planta
progénie de uma planta parente contendo o DNA exdgeno. Mais
especificamente, o DNA do Evento LY038 também se refere a cada das
regides de DNA gue incluem uma interface do DNA gendmico e o DNA

exdégeno inserido no genoma do transformante R,, por exemplo, uma
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regido ao redor de uma interface onde a terminagdo 5' esta no DNA
gendbmico e a terminagdo 3' estd no DNA exogeno. Além disso, a
sequéncia do DNA exdgeno compreendendo um DNA de evento pode
ser alterada ao mesmo tempo em que residente em seu local particular
em um genoma hospedeiro, por exemplo, uma por¢cdo da sequéncia
pode ser alterada, deletada, ou amplificada, e ainda constitui o referido
DNA de evento desde que o referido DNA exdgeno continue a residir no
mesmo local no genoma.

[00043] Um evento "transgénico” é produzido por transformacéo de
uma célula de planta com um constructo de DNA exdgeno, a
regeneracao de uma planta resultante da insercédo do DNA exdgeno no
genoma da planta, e selecdo de uma planta particular caracterizada por
DNA de evento. Tipicamente, varias ceélulas de planta sé&o
transformadas, produzindo uma populacdo de plantas das quais uma
planta particular é selecionada. O termo "evento" se refere ao
transformante original R, e progénie do transformante que inclui o DNA
exdgeno inserido em um local Unico e particular no genoma, isto €, DNA
de evento. O termo "evento” também se refere a progénie produzida por
um "outcross" sexual, um autocruzamento, ou contra cruzamento
repetido, onde pelo uma das plantas empregadas na reproducéo é de
gualquer geracéo do transformante R, original contendo DNA de evento.
[00044] Desse modo, um "evento" transgénico é uma planta
compreendendo e definida por um "DNA de evento". Desse modo,
"Evento LY038" compreende "DNA de Evento LY038". Uma planta pode
compreender dois ou mais DNAs de evento diferentes e desse
compreende dois ou mais eventos diferentes. Além disso, uma planta
sem um determinado evento de transgene X ndo compreende aquele
DNA X em questao. O DNA de evento pode ser transformado de planta
para planta, geracdo para geracdo, por qualquer esquema de

reproducdo, método, ou instrumento conhecido por aqueles versados

PeticB0 870200050630, de 24/04/2020, pég. 20/54



16/39

na técnica de reproducéo de milho.

[00045] A transformacao de plantas tipicamente utiliza um marcador
seleciondvel e método de selecdo para distinguir as células
transformadas da cultura das células ndo transformadas. Em alguns
casos 0 gene marcador selecionavel permanece na planta transgénica;
em outros casos € desejavel remover o gene marcador selecionavel ou
outras sequéncias introduzidas no DNA exdgeno. A recombinacao
homdéloga é um método Util para a delecdo dos genes marcadores
residindo em uma planta transgénica (Patente U.S. 6.580.019,
incorporada aqui por referéncia em sua totalidade). Outro instrumento
atil para remover as sequéncias de uma planta envolve o uso de
enzimas recombinase de sitio especifico e seus respectivos sitios alvos
de sitio especifico.

[00046] Varios sistemas de recombinase de sitio especifico
diferentes podem ser empregados de acordo com a presente invencao,
incluindo, porém néo limitado ao, sistema Cre/lox de bacteriéfago P1, e
o sistema FLP/ FRT de levedura. Os sistemas Cre/lox de bacteriéfafago
P1 e FLP/FRP de levedura constituem dois sistemas particularmente
Uteis para integracdo de sitio especifico ou excisdo de transgenes.
Nesses sistemas, uma recombinase (Cre ou FLP) ir4d interagir
especificamente com sua respectiva sequéncia de recombinacdo de
sitio especifico (lox ou FRT, respectivamente) para inverter ou excisar
as sequéncias de intermédio . A sequéncia para cada desses dois
sistemas é relativamente curta (34 pares de base para lox, e 47 pares
de base para FRT) e portanto, conveniente para uso com os vetores de
transformacéo. Os sistemas de recombinase de FLP/FRT e Cre/lox tém
sido demonstrados funcionar eficientemente em células de planta. Em
uma modalidade preferida, um sistema de recombinase de Cre/lox é
empregado para sequéncias de marcadores selecionaveis removidas,

particularmente um gene marcador NPT Il (observe a Figura 1)

Petica0 870200050630, de 24/04/2020, pég. 21/54



17/39

flanqueado por sitios de recombinacéo lox P (4091 a 4124 pares de
base, SEQ ID NO: 7; Russel e outros, Mol. Gen. Genet., 234:45-59,
1922).

[00047] Uma planta transgénica, semente ou parte desta, que mostra
um traco desejado realcado, por exemplo, "lisina aumentada”, é uma
planta compreendendo um DNA exdgeno que concede uma alteracao
mensuravel, desejada em um traco em comparag¢do com uma planta de
substancialmente o mesmo genotipo que € desprovido do DNA exdgeno
desejado. Preferivelmente, o traco desejado realcado é medido
comparando-se o trago em uma planta transgénica com o DNA exdgeno
associado com o traco desejado realgado, com o tragco em uma planta
de substancialmente o mesmo genotipo porém desprovida daquele
DNA ex6geno. Uma tal planta que é desprovida desse DNA exdgeno
pode ser uma planta tipo silvestre natural ou uma planta transgénica,
preferivelmente da mesma espécie como a planta transgénica.
Preferivelmente, a planta em falta do DNA exdgeno é uma irma
necessitando do DNA exdgeno desejado da planta compreendendo o
DNA exoégeno desejado. Uma tal planta irma pode compreender outros
DNAs exdgenos. A lisina aumentada pode ser exibida pela planta pelo
acumulo de quantidades aumentadas do aminoacido no caroco e pode
ser medida por qualquer método adequado, tal como aquele de
espectrofotometria de massa ou cromatografia liquida de alto
desempenho de tecido apropriadamente extraido.

[00048] Como empregado aqui, uma "sonda" € um oligonucleotideo
isolado ao qual pode ser ligado uma molécula reporter ou rétulo
detectavel, por exemplo, um isétopo radioativo, ligando, agente
guimioluminescente, tinta, ou enzima. Uma tal sonda é complementar a
um filamento de um acido nucléico alvo. No caso da presente invencéo,
uma tal sonda é complementar a um filamento de DNA gendmico do

Evento LY038, por exemplo, DNA gendémico de uma planta ou semente
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de milho ou outra parte da planta do Evento LY038. As sondas, de
acordo com a presente invencédo sao materiais incluindo DNA, RNA, e
poliamidas que se ligam especificamente a uma sequéncia de DNA alvo,
e pode ser empregado para detectar a presenca daquela sequéncia de
DNA alvo.

[00049] Os "iniciadores" sao oligonucleotideos isolados que podem
se associar a um filamento de DNA alvo complementar por hibridizacao
de acido nucléico e em seguida ser prolongado junto ao filamento do
DNA alvo por uma polimerase, por exemplo, um DNA polimerase. Como
empregado aqui, os iniciadores da presente invencdo sdo empregados
para amplificacdo de DNA de uma sequéncia de acido nucléico alvo, por
exemplo, pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e podem também
ser referido como "iniciadores de PCR".

[00050] As sondas e iniciadores sdo de comprimento de nucleotideo
suficiente para se ligar a sequéncia de DNA alvo especificamente sob
as condicOes de hibridizacdo ou condi¢des de reacao determinadas por
um técnico versado. Este comprimento pode ser qualquer comprimento
gue seja de comprimento suficiente para ser util no método de deteccéo
de escolha. Geralmente, cerca de 11 nucleotideos ou mais no
comprimento, preferivelmente cerca de 18 nucleotideos ou mais, mais
preferivelmente cerca de 24 nucleotideos ou mais, e mais
preferivelmente, cerca de 30 nucleotideos ou mais sdo empregados.
Tais sondas e iniciadores hibridizam especificamente para um alvo.
Preferivelmente, as sondas e iniciadores de acordo com a presente
invencdo tém similaridade de sequéncia de DNA completa de
nucleotideos contiguos com a sequéncia alvo, embora as sondas
diferindo da sequéncia de DNA alvo e que retém a capacidade de
hibridizar para as sequéncias de DNA alvo possam ser designadas por
métodos convencionais. Os métodos para a preparacdo e uso de

sondas e iniciadores sdo conhecidos por aqueles versados na técnica,
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empregando protocolos publicados em, por exemplo, Sambrook e
outros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edic¢éao, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989, e outros.

[00051] A identificacdo das sequéncias de DNA gendmico de
flanqueamento ao redor do sitio de insercdo dos eventos transgénicos
leva em conta o projeto dos métodos de deteccao que sdo especificos
para um determinado evento transgénico inserido em um local particular
em um genoma. Um tal método de deteccéo, que pode diferenciar entre
0s transgenes iguais ou similares localizados em diferentes sitios de
insercdo em um genoma, € chamado um método de deteccdo de DNA
especifico de evento, por exemplo, um ensaio especifico de evento. Os
ensaios especificos de evento, por exemplo, para evento de milho
tolerante a glifosato nk603 tém sido descritos (Publicacdo do Pedido de
Patente U.S. 2002/0013960, incorporado aqui por referéncia em sua
totalidade).

[00052] Em uma modalidade preferida, uma sonda de acido nucléico
da presente invencdo especificamente hibridiza para o amplicon
especifico do Evento LY038 tendo a sequéncia de acido nucléico de
SEQ ID NOs: 3-6, ou complementos desta, mais preferivelmente SEQ
ID NO: 5 ou complemento desta. Em outro aspecto da presente
invencdo, uma molécula de sonda de &cido nucléico preferida da
presente invencdo compartilha entre cerca de 80%, preferivelmente
cerca de 90%, mais preferivelmente cerca de 95%, ainda mais
preferivelmente cerca de 98%, e mais preferivelmente cerca de 99% de
identidade de sequéncia com a sequéncia de acido nucléico
apresentada em uma ou mais das SEQ ID NOs: 3-6, ou complementos
ou fragmentos destas. O diagndéstico de sondas exemplares para o
Evento LY038 tem a sequéncia de SEQ ID NO: 6. Tais moléculas de
sonda podem ser empregadas por aqueles versados na técnica como

marcadores em métodos de reproducdo de planta para identificar a
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progénie dos cruzamentos genéticos. A hibridizacdo da sonda para a
molécula de DNA alvo pode ser detectada por qualquer numero de
métodos conhecidos por aqueles versados na técnica. Esses métodos
de deteccdo podem incluir, porém ndo estdo limitados a, rotulos
fluorescentes, roétulos radioativos, rotulos com base em anticorpo, e
rétulos quimioluminescentes.

[00053] Como empregado aqui, "homdlogo" se refere a uma
sequéncia de acido nucléico que especificamente hibridiza para o
complemento da sequéncia de &cido nucléico a qual esta sendo
comparada sob condi¢des de rigorosidade elevada. As condicbes de
rigorosidade apropriadas, incluindo aquelas condicdes de tempo,
temperatura, e condicdo do sal, que promovem a hibridizacdo de DNA
séo conhecidas por agueles versados na técnica. Ambos temperatura e
sal podem ser variados, ou quer a temperatura quer a concentracéo de
sal podem ser mantidos constantes ao mesmo tempo em que as outras
variaveis sdo alteradas. Em uma modalidade preferida, um &acido
polinucléico da presente invencéo especificamente hibridizara para uma
ou mais das moléculas de acido nucléico apresentadas na SEQ ID NO:
1 ou 2, ou complementos destas ou fragmentos de qualquer uma sob
condicbes de rigorosidade de forte a moderadamente. Em uma
modalidade particularmente preferida, um acido nucléico da presente
invencédo especificamente hibridizara para uma ou mais das moléculas
de acido nucléico apresentadas na SEQ ID NO: 1 ou 2 ou complementos
ou fragmentos de qualquer uma sob condi¢des de rigorosidade elevada.
A hibridizacdo da sonda para a molécula de DNA alvo pode ser
detectada por qualquer quantidade de métodos conhecidos por aqueles
versados na técnica, esses podem incluir, porém ndo estéo limitados a,
rotulos fluorescentes, roétulos radioativos, rotulos com base em
anticorpo, e rétulos quimioluminescentes.

[00054] Como empregado aqui, "amplicon” se refere ao produto de
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amplificacéo de &cido nucléico de uma sequéncia de &cido nucléico alvo
gue é parte de um modelo de &cido nucléico. Por exemplo, para
determinar se a planta de milho resultante de um cruzamento sexual
contém DNA genbmico de evento transgénico da planta de milho
compreendendo DNA de LYO038 exdgeno, o DNA extraido de uma
amostra de um tecido de planta de milho pode ser submetido a um
método de amplificacdo de acido nucléico empregando um par de
iniciador de DNA que inclui um primeiro iniciador derivado de sequéncia
de flanqueamento no genoma da planta adjacente ao sitio de insercéo
de DNA heterologo inserido, e um segundo iniciador derivado do DNA
heterélogo inserido para produzir um amplicon que € diagndstico para a
presenca do DNA de evento. O amplicon é de um comprimento e tem
uma sequéncia que € também diagnostico para o evento. O amplicon
pode variar no comprimento do comprimento combinado dos pares de
iniciador mais um par de base de nucleotideo, preferivelmente mais
cerca de 20 pares de base de nucleotideo, mais preferivelmente mais
cerca de 50 pares de base de nucleotideo, e ainda mais preferivelmente
mais cerca de 150 pares de base de nucleotideo e mais dependente do
método empregado para detectar o amplicon. Alternativamente, um par
de iniciador pode ser derivado da sequéncia de flanqueamento em
ambos lados do DNA inserido a fim de produzir um amplicom que inclui
a sequéncia de nucleotido de insercéo total. Um membro de um par de
iniciador derivado da sequéncia genbmica da planta pode estar
localizado a uma distancia da sequéncia de DNA inserida. Esta distancia
pode variar de um par de base de nucleotideo até os limites da reacédo
de amplificacéo, ou cerca de 20.000 pares de base de nucleotideo. O
uso do termo "amplicon" especificamente exclui os dimeros do iniciador
gue podem ser formados na reacdo de amplificacdo térmica de DNA.

[00055] A amplificacdo de acido nucléico pode ser concluida por

gualquer dos varios métodos de amplificacdo de &cido nucléico
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conhecidos na técnica, incluindo a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR). A sequéncia da insercdo de DNA heter6logo ou sequéncia de
DNA de flanqueamento do Evento LYO038 pode ser verificada (e
corrigida se necessario) por amplificacdo de tais sequéncias de DNA
extraidas das plantas ou semente do depdsito de ATCC No. de Acesso
PTA-5623 empregando os iniciadores de DNA derivados das
sequéncias fornecidas aqui seguido por sequenciamento de DNA
padrédo do amplicon de PCR ou do DNA clonado.

[00056] Os iniciadores ou sondas do DNA gendomico de
flanqueamento e sequéncias de insercdo descritas aqui podem ser
empregados para confirmar (e, se necessario, corrigir) as sequéncias
de DNA descritas por métodos convencionais, por exemplo, por
reclonagem e seqguienciamento de tais moléculas de DNA.

[00057] Os amplicons produzidos por meétodos de amplificacdo
podem ser detectados por uma pluralidade de técnicas, incluindo porém
nao limitadas a analise com base em gel, analise de bit genético
(Nikiforov e outros, Nucleic Acid Res., 22:4167-4175, 1994),
pirossequenciamento )Winge, M., Pyrosequencing — a new approach to
DNA analysis, (2000), Innovations in Pharmaceutical Technology, vol.
00, 4, p18-24), polarizacéo fluorescente (Chen e outros, Genoma Res.,
9:492-498', 1999), e fardis moleculares (Tyangi e outros, Nature
Biotech., 14:303-308, 1996).

[00058] De interesse particular para a presente invencdo é a
deteccdo por ensaio de Tagman® (disponivel de Applied Biosystems,
Foster City, Califérnia). O ensaio de Tagman® é um método de deteccéo
e guantificacdo da presenca de uma sequéncia de DNA que é bem
conhecida na técnica, e é totalmente descrita nas instrucfes fornecidas
pelo fabricante. Este método envolve o uso de amplificacdo de PCR e
deteccao do produto da amplificacao por hibridizacdo empregando uma

sonda de oligonucleotideo FRET especial. A sonda de oligonucleotideo

PeticB0 870200050630, de 24/04/2020, pég. 27/54



23/39

FRET é designada ter uma tinta reporter fluorescente 5' e uma tinta
extintora 3' covalentemente ligada as extremidades 5' e 3' da sonda. A
sonda é designada se sobrepor a juncdo do DNA gendmico e DNA
inserido. A sonda FRET e iniciadores de PCR (um iniciador na
sequéncia de DNA de transgene exdgeno e um na sequéncia gendmica
de flanqueamento) sdo girados na presenca de um termoblasto
polimerase e dNTPs. A hibridizac&o da sonda FRET resulta na clivagem
e liberacdo da porcéo fluorescente longe da porcdo de extingdo da
sonda FRET. Um sinal fluorescente indica a presenca da sequéncia de
insercdo de flanquemanto/ transgene devido a amplificacdo e
hibridizagcdo bem sucedidas.

[00059] Os iniciadores de PCR preferiveis para uso com ensaio de
Tagman® sdo designados (a) terem um comprimento na faixa de
tamanho de 18 a 25 bases e combinar sequéncias no DNA gendmico
de flanquamento e na insercao de transgene, (b) ter uma temperatura
de fusédo calculada na faixa de cerca de 57 a cerca de 60°C, por
exemplo, correspondendo a uma temperatura de recozimento de PCR
ideal de cerca de 52 a cerca de 55°C, e (c) produzir um produto que
inclui a juncao entre o DNA gendmico de flanquamento e a insercéo de
transgene e tém um comprimento na faixa de tamanho de cerca de 75
a cerca de 250 pares de base. Os iniciadores de PCR estao
preferivelmente localizados no local a fim de que a sequéncia de juncéo
seja pelo menos uma base longe da extremidade 3' de cada iniciador de
PCR. Os iniciadores de PCR nao devem conter regidbes que sejam
extensivamente auto- ou intercomplementares.

[00060] As sondas FRET sé&o designadas abranger a sequéncia da
sequéncia de juncdo. Em uma modalidade preferida, as sondas FRET
terdo incorporado em sua extremidade 3' uma porcdo quimica que,
quando a sonda for recozida para o DNA modelo, se ligue ao sulco

menor do DNA, desse modo realcando a estabilidade do complexo de
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sonda modelo. A sonda preferivelmente tem um comprimento na faixa
de cercade 12 a cerca de 17 bases, e com a porcao de ligagao do sulco
menor 3', tem a temperatura de fusédo calculada de cerca de 5 a cerca
de 7°C acima daquela dos iniciadores de PCR. O projeto da sonda é
descrito nas Patentes U.S. 5.538.848, 6.084.102 e 6.127.121.

[00061] Outro ensaio que emprega as sequéncias da presente
invencdo é aquele de um ensaio de zigosidade. Um ensaio de
zigosidade é Uutil para determinar se uma planta compreendendo um
evento € homozigota para o DNA de evento, isto é compreendendo o
DNA exogeno no mesmo local em cada cromossomo de um par
cromossdmico, ou heterozigoto para um DNA de evento, isto €
compreendendo o DNA exdgeno em somente um cromossomo de um
par cromossémico. Em uma modalidade, um ensaio de trés iniciadores
€ empregado onde o iniciador 1 hibridiza e se estende especificamente
do DNA exégeno inserido, iniciador 2 hibridiza e se estende
especificamente do DNA flanqueando o lado 5 do DNA exdgeno
inserido, e iniciador 3 hibridiza e se estende especificamente do DNA
flanqueando o lado 3' do DNA exdgeno inserido. Os trés iniciadores séo
diagnosticos para evento. Tipicamente, o DNA exdgeno é de um tal
tamanho, por exemplo, cerca de 3 a cerca de 7 quilobases ou mais, tal
que o iniciador 1 e iniciador 3 ndo mais produzam um amplicon na
reacdo de PCR. Quando os trés iniciadores sdo misturados juntos em
uma reacdo de PCR com DNA extraido de uma planta homozigota para
um determinado evento, um Unico amplicom € produzido pelo iniciador
1 e iniciador 2, o tamanho e sequéncia do qual serdo indicativos de e
diagnosticos para o DNA de evento. Quando os trés iniciadores séo
misturados juntos em uma reacdo de PCR com DNA extraido de uma
planta que ndo compreende o determinado evento, um Unico amplicom
€ produzido pelo iniciador 1 e iniciador 3, o tamanho e sequéncia do

gual serao indicativos de e diagndsticos para o DNA gendmico de milho
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em falta de um DNA exdgeno. Quando os trés iniciadores sao
misturados juntos em uma reacdo de PCR com DNA extraido de uma
planta que é heterozigoto para um determinado evento, 2 amplicons séo
produzidos: (1) um amplicon € produzido pelo iniciador 1 e iniciador 3, 0
tamanho e sequéncia do qual serdo indicativos de e diagndsticos para
o DNA genémico de milho em falta de um DNA exdgeno, e (2) um
amplicon é produzido pelo iniciador 1 e iniciador 2, o tamanho e
sequéncia do qual serdo indicativos de e diagndsticos para o DNA de
evento. Os meétodos de deteccdo dos varios amplicons produzidos pelo
ensaio de zigosidade sé&o conhecidos por aqueles versados na técnica
e incluem, porém néo estéo limitados a, eletroforese em gel, ensaios de
TagMan®, Southern blot, Tecnologia Invader, sequenciamento, farois
moleculares, pirosseqiienciamento, e outros.

[00062] Os kits de deteccdo podem ser desenvolvidos empregando
as composicdes descritas aqui e os métodos bem-conhecidos na
técnica de deteccdo de DNA. Os kits sdo Uteis para identificacdo de
DNA de Evento LY038 de milho em uma amostra e podem ser aplicados
a métodos para reproducdo de plantas de milho contendo o DNA de
Evento LY038. Os kits contém sequéncias de DNA gue sao uteis como
iniciadores ou sondas e que sdo homologas ou complementares ao
DNA contido em qualquer dos elementos genéticos de transgene de
PMONS55221 (Figura 1) que tenham sido inseridos em um genoma de
planta de milho para formar o Evento LY038 (Figura 2). Essas
sequéncias de DNA podem ser empregadas em métodos de
amplificacdo de DNA (PCR) ou como sondas em meétodos de
hibridizacdo de acido polinucléico, isto é, andlise Southern, ou analise
Northern. A molécula de DNA (SEQ ID NO: 7) contida no genoma de
Evento LY038 compreende o0s elementos genéticos de transgene
heterélogos que incluem um promotor de globulina 1 de milho (P-ZM

glob 1), um intron de actina 1 de arroz (I-Os actina), uma molécula de
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codificacdo de DNA de peptideo de transito de cloroplasto de
dihidrodipicolinato sintase de milho (Zm DHDPS CTP), uma molécula
de DNA de codificac&o de dihidrodipicolinato sintase de Corybacterium
(DHDPS), uma regiao nao transladada 3' de globulina 1 de milho (T-Zm
glob 1), e um sitio lox P e pode ser empregado como modelo para
amplificacdo de DNA, ou para selecionar as moléculas de DNA
homdlogas ou complementares que podem ser empregadas como uma
sonda ou iniciador de DNA em um método de deteccdo de DNA. A
presente invencdo contempla que alguém versado na técnica de
deteccdo de DNA pode selecionar uma ou mais moléculas de DNA
homologas ou complementares ao DNA transgénico da SEQ ID NO: 7
gue ser util em um método para detectar o DNA transgénico no genoma
de LYO38 e progénie deste.

[00063] Os seguintes exemplos s&o incluidos para demonstrar os
exemplos de certas modalidades preferidas da presente invencéo. Deve
ser observado por aqueles versados na técnica que as técnicas
descritas nos exemplos que seguem representam os meétodos que 0s
inventores constataram funcionar bem na pratica da presente invencao,
e desse modo pode ser considerado constituir os exemplos dos modos
preferidos para sua pratica. Entretanto, aqueles versados na técnica
devem, levando em consideracdo a presente descricdo, observar que
muitas alteracfes podem ser feitas nas modalidades especificas que
sdo descritas e ainda obtém um resultado diferente ou similar sem
afastar-se do espirito e escopo da invencao.

Exemplo 1
Preparacdo de Plantas Transgénicas

[00064] Os embrides imaturos de linhagem de milho H99 foram
isolados para transformacdo. O DNA de cassete isolado do vetor
PMON55221 (observe a Figura 1) compreendendo um promotor de

globulina 1 de milho (Kriz (1989), supra; Belanger e Kriz (1991), supra;
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Patente U.S. No. 6.329.574, incorporada aqui por referéncia em sua
totalidade; 48 a 1440 pares de base da SEQ ID NO: 7), um intron de
activa 1 de arroz (Mc Elroy e outros (1990), supra; 1448 a 1928 pares
de base de SEQ ID NO: 7), uma molécula de DNA de codificacdo de
peptideo de transito de cloroplasto de DHDPS de milho (Frisch e outros
(1991), supra; 1930 a 2100 pares de base da SEQ ID NO: 7), uma
molécula de DNA de codificacdo de dihidrodipicolinato sintase de
Corynebacterium (Bonnassie e outros, (1990), supra; Richaud e outros
(1986), supra; 2101 a 3003 pares de base da SEQ ID NO: 7), uma regiao
ndo transladada 3' de globulina 1 de milho (Belanger e Kriz (1991),
supra; 3080 a 4079 pares de base de SEQ ID NO:7), um sitio lox P
(Patente U.S. 5.658.772, especificamente incorporada aqui por
referéncia em sua totalidade; 4091 a 4124 pares de base de SEQ ID
NO: 7), bem como um promotor 35S (Kay e outros, Science, 236:1299-
1302, 1987; Patente U.S. 5.164.316), uma molécula de DNA de
codificacdo de marcador selecionavel de NPTIlI (Potrykus e outros,
(1985), supra), um UTR 3' nos (Fraley e outros, Proc. Natl. Acad. Sci.
(U.S.A.), 80: 4803-4807 (1983), supra), e um sitio lox P (Patente U.S.
5.658.772, especificamente incorporada aqui por referéncia por
referéncia em sua totalidade) foi aderido as particulas de ouro. O
bombardeio de microprojéteis foi empregado para introduzir o DNA
exdgeno nos embribes de milho imaturos empregando os métodos
conhecidos por aqueles versados na técnica. As células transformadas
foram selecionadas empregando um esquema de selecdo de
canamicina. Os calos resistentes a canamicina foram obtidos e
regenerados em varias plantas transgénicas R,, férteis empregando
métodos padrao.

Exemplo 2
Esqguema de Reproducao e Analise de Lisina

[00065] A Tabela 1 sumariza o esquema de reproducéo e dados de
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lisina livre empregados para o desenvolvimento do Evento LY038 de
milho, que exibe alto teor de lisina no tecido do carogco de milho. As
plantas produzidas pelo método de transformacgéo descrito no Exemplo
1 foram inicialmente avaliadas quanto a presenca ou auséncia da
sequéncia de DHDPS de Corynebacterium empregando PCR. A
tecnologia do ensaio de Tagman® foi empregada para determinar o
namero de coOpias de insercBes transgénicas. As plantas que
compreenderam uma molécula de DNA, tendo a sequéncia de DHDPS
de Corynebacterium, operavelmente ligadas como descrito no Exemplo
1 e Figura 1, foram permitidas alcancar a maturidade e produzir a
semente Fia. Para a producdo da semente Fia, as plantas Ro
transgénicas primarias foram cruzadas com uma linhagem congénita de
milho elite n&o transgénica.

[00066] As plantas Fia foram avaliadas quanto a presenga ou
auséncia da sequéncia de NPTII como mostrado empregando-se um
teste de resisténcia a canamicina classificavel de campo. A
insensibilidade a canamicina indicou que uma planta compreendeu e
estava expressando o gene marcador NPTIl como mostrado na Figura
1 e descrito no Exemplo 1; essas plantas séo referidas a seguir como
NPTII+,

[00067] As plantas NPTII+ foram cruzadas com uma linhagem de
milho transgénica expressando um Cre recombinase bacteriano para
produzir a semente Fig. Os niveis de lisina livre em uma amostra da
semente Fig resultante coletada de cada espiga foram determinados.
Os carocgos Fig irm&os exibindo mais do que 1000 ppm de lisina livre
foram avancados para uma sementeira de campo. As plantas progénie
Fis foram ensaiadas por PCR e/ou southern blot para determinar a
presenca ou auséncia da sequéncia de gene de DHDPS, a sequéncia
de codificacdo de Cre recombinase e a sequéncia de gene marcador

selecionavel de NPTIl. O gene marcador selecionavel de NPTII foi
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flanqueado pelos sitios lox P (sitios de recombinag¢éo) e como tais, a
atividade da Cre recombinase resultou na excisdo da sequéncia de
codificacdo de NPTII. As plantas compreendendo o DHDPS e as
sequéncias de Cre recombinase e em falta de sequéncias de NPTII,
referidas a seguir como plantas de marcador excisado, foram permitidas
se autopolinizar para produzir a semente F2a. A lisina livre na semente
F2a positiva e negativa foi determinada.

[00068] Tendo obtido a semente Foa compreendendo o gene de
DHDPS exogeno de interesse e em falta do gene marcador selecionavel
de NPTII, foi agora necessario reproduzir longe das sequéncias de Cre
recombinase. As sementes F2a das plantas de marcador excisado foram
plantadas no campo e mais uma vez ensaiadas por PCR e/ou southern
blot para determinar a presenca ou auséncia da sequéncia de gene
DHDPS, a sequéncia de codificacdo de Cre recombinase e a sequéncia
de gene marcador selecionavel de NPTII. As plantas compreendendo a
sequéncia de DHDPS e em falta das sequéncias para ambos Cre
recombinase e NPTIl foram selecionadas como plantas "positivas”. As
plantas irmas em falta das sequéncias de DHDPS, Cre recombinase, e
NPTII foram selecionadas como plantas "negativas" para servir como
controles negativos. As plantas compreendendo a sequéncia de
DHDPS foram autopolinizadas para criar a semente Fsz e avancadas
para a proxima geracdo no campo. Além disso, as plantas negativas
carecendo de sequéncias de DHDPS, Cre recombinase e NPTII foram
autopolinizadas para criar a semente Fs. A lisina livre na semente F3
positiva e negativa foi determinada.

[00069] As plantas positivas foram cultivadas no campo de semente
Fs. Uma Unica planta, determinada pelo ensaio Tagman® ser
homozigota, foi selecionada e designada como LY038. As plantas F3
foram ou (A) autopolinizadas para produzir as espigas Fa.zs, ou foram

(B) cruzadas com uma linhagem congénita para produzir as espigas Fi-
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3sa de ambas selecdes positivas e negativas. A lisina livre na semente
Fa4.38 positiva e negativa foi determinada.

[00070] A semente Fi.3sa do Evento LYO038 foi cultivada no campo e
permitida se autopolinizar para produzir a semente F2g para que a lisina
livre fosse determinada.

[00071] A semente Fs3s do Evento LY038 foi cultivada no campo
para produzir as plantas Fs.3s € ou (A) autopolinizadas para produzir a
semente Fsa3s, ou (B) cruzada com uma linhagem congénita para
produzir a semente Fi3gs hibrida empregada para avaliagcédo
agronomica. A semente Fs.33 do Evento LY038 foi cultivada no campo e
ou (A) autopolinizada para produzir a semente Fe.38, OU (B) cruzada com
uma variedade de milho de linhagem congénita para produzir a semente
F2oc hibrida adicional empregada para avaliagdo agrondmica adicional.
[00072] O deposito da semente de milho de Monsanto Company do
Evento LY038 descrito acima foi gerado através da autopolinizacdo das
plantas Fs.3s para produzir a semente Fe3se a autopolinizacdo das
plantas Fe.3s para produzir a semente F7.3s. A Colecdo de Cultura Tipo
Americana (Manassas, VA) numero de acesso para o Evento LY038 é
PTA-5623.

[00073] O acumulo de lisina livre foi monitorado durante o
desenvolvimento das linhagens de milho do Evento LY038. Os valores
do acumulo de lisina sdo sumarizados na Tabela 1 e representam a
quantidade de lisina livre presente no grao maduro em uma base de
peso seco, em partes por milhao.

[00074] Os métodos diferentes sdo Uteis para avaliar o contetdo de
lisina de carocos maduros compreendendo o Evento LY038. Outros
métodos conhecidos na técnica sdo Uteis para detectar e quantificar a
lisina, s&o contemplados pelos inventores da presente invencao para
fornecer as descobertas similares de um aumento no conteudo de lisina
de semente de LY038.
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[00075] A cromatografia liquida-espectrofotometria de massa/
espectrofotometria de massa (LC-MS/MS) foi empregada para analisar
a lisina livre nos carogos de milho do Evento LY038. As amostras de
caroco de milho maduro individuais do Evento LY038 foram primeiro
pesadas, moidas para um p6 homogéneo, fino e extraidas com um
solvente de extracdo compreendendo metanol, 4gua e acido férmico.
Em situagcdes onde os carogos sdo avolumados, aproximadamente 30
mg de pé moido foram empregados. Ambas técnicas espectrométricas
de massa (MRM) monitorando a reacdo multipla, e cromatografia liquida
foram empregadas para separar a lisina no extrato de amostra. Apos a
separacdo, a lisina foi quantificada empregando sua area pico de
espectrometria de massa contra sua curva de calibracdo padrao
correspondente que foi preparada empregando um padréo interno de
ds-lisina deuterada (IS).

[00076] Em outro método, o contetdo de lisina de carocos de milho
foi com base na avaliacdo dos aminoacidos livres por cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC). Os carocos de milho individuais ou
grupos de carocos do Evento LY038 foram movidos para um po
homogéneo, fino como descrito, e neste caso, aproximadamente 30 mg
do p6 foram empregados para analise. Os aminoacidos foram extraidos
com 5% de acido tricloroacético e a detec¢do de aminoacido foi obtida
através de uma derivatizacdo de amina primaria de pré-coluna com o-
ftalaldeido (OPA). A aducédo de aminoéacido resultante, um isoindol, &
hidrofébica e possui excelentes caracteristicas de fluorescéncia, que
podem entdo ser detectadas em um detector de fluorescéncia.
Empregando a cromatografia de fase reversa, a separacdo é obtida
através da hidrofobicidade dos grupos R localizados em cada
aminoacido. Para ajudar a estabilizar o fluoréforo, um tiol é adicionado
tal como 2-mercaptoetanol (SHCH2CH-OH) ou acido 3-
mercaptopropidnico (SHCH>.CH>COOH).
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Tabela 1: Esquema de reproducdo e analise de lisina, empregados para

identificar o Evento LY038 de milho com alto teor de lisina

LY038 | Control
e
negativ
0
Geracao Analise Polinizacdo | Semente | Eficaci | Eficacia
de planta | molecular & produzid | ade de
de campo a lisina* | lisina*
Planta Ro PCR; Cruzada com | Semente ND ND
(congénito | determinaca linhagem Fia
A) 0 do namero congeénita
de copias
TagMan
Planta Fia | Ensaio de Cruzada com | Semente | +++ -
campo linhagem de Fis
NPTII Cre
recombinase
Planta Fig | PCR para | Autopolinizad | Semente + -
DHDPS, Cre | a; positivos e Faa
recombinase negativos
& NPTII; selecionados
analise de e mantidos
Southern
blot
Plantas PCR; Autopolinizad | Semente + -
Faa analise de 0 Fs
(positivo & Southern
negativo) blot
Plantas F3 PCR Autopolinizad | Semente + -
(positivo & 0; cruzar com | hibrida
negativo) linhagens Fasse Fi
congeénitas; 38A
selecionar a
linhagem
LY038
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LY038 | Control
e
negativ
0
Geracao Analise Polinizacdo | Semente | Eficaci | Eficacia
de planta | molecular & produzid | ade de
de campo a lisina* | lisina*
Plantas F1- Autopolinizad | Semente ++ -
38A 0 Fos
(Plantas
F3 x
congeénita)
Plantas Fa. PCR Autopolinizar | Semente + -
3g (positivo | especifico e cruzar com hibrida
& de evento linhagens Fs.3s € Fi-
negativo) congeénitas 388
Plantas Fi- Autopolinizad | Semente ++ -
388 0 Fac
(Plantas
Fa-38 X
congénitas
)

* representa ppm de lisina livre nos carocos maduros compreendendo
LYO38 do Evento

ND = N&o determinado

- indica menos do que cerca de 400 ppm de lisina livre

+ indica cerca de 1000 a cerca de 1200 ppm de lisina livre

++ indica cerca de 1200 a cerca de 1400 ppm de lisina livre

+++ indica mais do que cerca de 1400 ppm de lisina livre

i = dados do caro¢o congénito

[00077] Com base nos experimentos descritos aqui, a lisina livre nos
carocos de milho que contém o constructo de LY038 aumentou entre
cerca de 200% (por exemplo, Fig, entre outros) e quase 300% (por
exemplo, F1a). Os aumentos intermediarios na lisina livre foram também

observados (por exemplo, Fi-3ga).

Exemplo 3
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Determinacdo da Sequéncia de Flangueamento

[00078] O DNA gendmico foi isolado das plantas de milho
designadas como LY038 e empregadas nos experimentos para
determinar a sequéncia genomica de milho flanqueando a insercéao de
DNA transgénico. Trés meétodos diferentes, para determinar as
sequéncias de flanqueamento e a sequéncia da juncdo, entre a
sequéncia de flanqueamento gendmico e a insercao transgénica, foram
empregados: PCR de calda e o kit Genome Walker® de ClonTech
(numero do catalogo K1807-1, ClonTech Laboratories, Palo Alto,
California), e PCR inversa.

[00079] A PCR de calda € um método para isolar a sequéncia de DNA
gendmico flanqueando uma sequéncia inserida conhecida que emprega
os iniciadores degenerativos e uma etapa de captura de biotina. Um
iniciador complementar ao DNA exdgeno € empregado em reacgfes de
PCR primérias junto com uma variedade de iniciadores degenerativos.
Tipicamente, os iniciadores especificos para o DNA exdgeno e 0s
iniciadores degenerados foram empregados em pares e hdo em grupos.
Os iniciadores degenerados hibridizam a algum grau para a sequéncia
gendmica de milho flanqueando o DNA inserido para tomar em
consideracédo a geracdo de amplicons de PCR. Os amplicons de PCR
primarios sdo misturados com um iniciador rotulado de biotina
complementar a por¢éo de transgene do amplicon e permitidos recozer.
Os amplicons recozidos pelos iniciadores de biotina foram capturados
empregando estreptavidina e os amplicons néo ligados foram removidos
por lavagem. Os amplicons recozidos foram submetidos as reacfes de
PCR secundarias utilizando um iniciador aninhado que foi complementar
a porcao de DNA exdgeno do amplicon e uma variedade de iniciadores
degenerados. Os amplicons de PCR da reacdo de PCR secundaria foram
submetidos a eletroforese de gel agarose e as bandas foram cortadas do

gel e isoladas. Os amplicons de PCR isolados foram sequenciados. A
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sequéncia do DNA gendmico de flanqueamento 3' do Evento LY038 foi
identificada empregando PCR de calda e sequienciamento.

[00080] O método de Genome Walker para isolamento do DNA de
flanqueamento foi realizado de acordo com as condi¢des sugeridas do
fabricante. Ambos PCR de calda e o Kit Genome Walker foram
empregados para identificar a sequéncia do DNA de flanqueamento 5'
do Evento LY038. Para Genoma Walker, os produtos da enzima de
restricdo Scal foram amplificados para produzir os amplicons Gteis para
identificacdo da sequéncia de DNA gendmico de flanqueamento 5' do
Evento LY038.

[00081] O uso de PCR de calda e dos métodos de Genome Walker
gerou varias centenas de pares de base ou mais de sequéncia de DNA
flanqueando o sitio de inserc&o do constructo de DNA no Evento LY038.
A PCR inversa e analise bioinformatica e comparacédo com as bases de
dados da sequéncia de DNA gendmica de milho foram empregadas
para obter DNA gendmico adicional flanqueando esses eventos.
Empregando os métodos combinados, as sequéncias de flanqueamento
séo identificadas na sequéncia de SEQ ID NO: 1, 2, 9 e 10. Uma planta
de milho é um aspecto da presente invencdo quando esta planta de
milho contém em seu genoma uma molécula de DNA que pode ser
empregada como um modelo em uma reacao de amplificacdao de DNA
para fornecer um amplicon compreendendo uma molécula de DNA de
juncdo descrita na presente invencdo, onde a molécula de DNA de
juncéo é diagnostico para o DNA de Evento LY038 de milho em uma
amostra de DNA extraida de uma amostra de tecido de milho.

Exemplo 4
Evento de Iniciador Especifico e Informacdo do Ensaio da Sonda

[00082] Para cada evento, os iniciadores de PCR e as sondas Uteis
em um ensaio Tagman® foram designados, isto é, SEQ ID NO: 3 e 4.

Empregando os iniciadores de PCR tendo a sequéncia de SEQ ID NOs:
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3 e 4, em um ensaio de Tagman® resultou em um diagnéstico de
amplicom para o Evento LY038; o amplicom tem a sequéncia de SEQ ID
NO: 6, e a sonda util para deteccédo deste amplicon tem a sequéncia de
SEQ ID NO: 5. Quando os iniciadores e sondas foram submetidos as
condi¢cdes de PCR descritas na Tabela 2, um sinal fluorescente indicou
gue os amplicons foram produzidos os quais foram detectados pela
sonda. Por inclusao das amostras de controle apropriadas, por exemplo,
varios controles de DNA negativo e positivo, foi mostrado que os
iniciadores de PCR e sondas foram especificos para o evento pretendido.
[00083] Além do conjunto de iniciador e sonda, quaisquer conjunto
de iniciador e sonda derivados de SEQ ID NO: 1 ou 2, especificos para
0 DNA do Evento LY038 que quando empregado em uma reacdo de
amplificacdo de PCR produz um diagnostico de amplicon de DNA para
0 DNA do Evento LY038 sdo um aspecto da presente invencao e séo
facilmente preparados por aqueles versados na técnica. As condicdes
de PCR para produzir um diagndéstico de ensaio de Tagman® para o
DNA do Evento LY038 séo incluidas na Tabela 2.

[00084] Alguém versado na técnica incluiria as amostras de controle
apropriadas quando realizando os ensaios de PCR ou Tagman® descritos
na presente invencao. A inclusdo das amostras de DNA de controle
positivo, das amostras de DNA de controle negativo, e outros controles, é
apropriada e auxilia na interpretacdo dos resultados. Além disso, a pessoa
versada na técnica saberia como preparar os iniciadores de controle
interno e sondas para a reagdo de PCR de Tagman® empregando os
métodos padréo publicados (como publicado em, por exemplo, Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia). Alguém versado também entenderia
gue as sequéncias de iniciadores, sondas, e condicbes de reacdo
particulares especificadas aqui podem ser modificadas e produzir um
ensaio que é diagndstico para o DNA de Evento LY038. Adicionalmente,

alguém versado na técnica saberia que os produtos da reacdo de PCR
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podem ser analisados por eletroforese de gel para andlise.

Tabela 2 - Mistura de reacdo de PCR e condicdes do diagndstico para

DNA do Evento LY038

Etap Reagente Volume Comentérios
a
1 18 megaohm de agua Ajuste para por exemplo,
o volume Sigma Catélogo
final de N° W-4502
2 2X de Mistura Master Universal 5 pul Applied
Biosystems, Palo
Alto, CA; Parte N°
4304437; 1X de
concentragéo final
de tampéao
3 Mistura de iniciadores 0,5 pl 1 uMde
especificos de evento (SEQ ID concentracéo final
NOs: 3 e 4)°
4 | Rétulo FAM de sonda especifica 0,2 ul 200 uM de
de evento (SEQ ID NO: 5)” concentracao final
5 Mistura de iniciadores de 0,5 ul 1 uMde
controle interno®, » concentracao final
6 Ro6tulo VIC de sonda de controle 0,2 ul 200 uM de
interno concentracao final
7 Modelo DNA™ 3,0 ul Preferivelmente 5-
10 ng por reacao
8 N° do ciclo Ajustes
de
amplificac
ao
1 50°C 2 minutos
1 95°C 10 minutos
10 95°C 15 minutos
64°C 1 minuto
-1°Clciclo
30 95°C 15 segundos
1 54°C 1 minuto
10°C o tempo todo
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9 Andlise da reacdo de PCR Applied
Biosystems
GeneAmp PCR
System 9700 ou
leitor de placa
fluorescente

* Iniciadores misturados ressuspensos em 18 megaohm de 4gua a uma
concentragao de 20 uM de cada iniciador. Exemplo: 100 ul do primeiro
iniciador em uma concentracao de 100 uM, 100 ul do segundo iniciador
em uma concentracao de 100 uM, 300 ul de 18 megaohm de 4gua.

** Sonda ressuspensa em 18 megaohm de 4gua a uma concentracao
de 10 pM.

*** Pode incluir porém nao ser limitado a:

Controle de DNA negativo (por exemplo, DNA nao
transgénico)

Controle de agua negativo (nenhum DNA modelo)

Controle positivo (Evento LY038)

DNA da amostra (da folha, semente, outras amostras da
parte da planta)

A CombinacBes de sonda e iniciador de controle interno

podem ser feitas para uma ampla variedade de genes ou regides
genbmicas, o projeto do qual é conhecido por aqueles versados na
técnica.
[00085] Depositos da semente de milho de Monsanto Company
representativa do Evento LY038 descrito acima foram feitos sob o
Tratado de Budapeste com a Colecao de Cultura Tipo Americana
(ATTC), 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110. O numero
de acesso ATCC para o evento LY038 € PTA-5623. O deposito sera
mantido no depositario durante um periodo de 30 anos, ou 5 anos apos
0 ultimo requerimento, ou durante a vida util da patente, seja qual for o
tempo, e sera substituido quando necessério durante aquele periodo.

[00086] Tendo ilustrado e descrito os principios da presente
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invencdo, deve ser evidente as pessoas versadas na técnica que a
presente invencdo pode ser modificada na disposicéo e detalhe sem se
afastar de tais principios. Todas as modificacbes que estdo no espirito

e escopo das reivindicagOes anexas sao reivindicadas.
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REIVINDICACOES

1. Método para a producéo de uma planta de milho com lisina
aumentada em relacdo as plantas de milho nao-transgénicas,
caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

(a) cruzar uma primeira planta de milho com uma segunda
planta de milho compreendendo as sequéncias de nucleotideos das
SEQ ID NO:5 e SEQ ID NO:11, em que a referida segunda planta de
milho é progénie de uma planta cultivada a partir das sementes do
deposito de sementes ATCC PTA-5623;

(b) obter pelo menos uma planta progénie; e

(c) selecionar as plantas compreendendo as sequéncias de
nucleotideos de SEQ ID NO:5 e SEQ ID NO:11 e as quais tém lisina
aumentada comparadas as plantas de milho ndo-transgénicas.

2. Método para determinar a presenca de um DNA do Evento
LY038 exdgeno em uma amostra de tecido de milho, caracterizado pelo
fato de que compreende as etapas de:

(a) obter o DNA a partir da amostra de tecido de milho;

(b) contatar o referido DNA com um par de iniciadores de
PCR, em que um primeiro iniciador do referido par de iniciadores de
PCR hibridiza com uma sequéncia dentro dos pares de base 1 até 1781
de SEQ ID NO:1 ou seu complemento, e em que um segundo iniciador
do referido par de iniciadores de PCR hibridiza com uma sequéncia
dentro dos pares de base 1782 até 1961 de SEQ ID NO:1 ou seu
complemento;

(c) amplificar o DNA com o referido par de iniciadores de
PCR, produzindo desse modo uma molécula de amplicon de DNA
compreendendo pelo menos 1781 a 1782 pares de base de SEQ ID
NO:1 ou seu complemento;

(d) detectar a referida molécula de amplicon de DNA, em que

uma amostra representativa de DNA do Evento LY038 foi depositada no
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American Type Culture Collection (ATCC) sob numero de acesso PTA-
5623.

3. Método de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado
pelo fato de que a referida amostra de tecido de milho é derivada de
uma planta ou semente de milho cultivada a partir da referida semente,
em gque uma semente representativa € um depdsito de semente ATCC
PTA-5623, ou progénie desta, que compreende o DNA do Evento LY038
em seu genoma.

4. Método para determinar a presenca de um DNA do Evento
LYO38 exdgeno em uma amostra de tecido de milho, em que uma
amostra representativa de DNA do Evento LY038 foi depositada no
American Type Culture Collection (ATCC) sob niumero de acesso PTA-
5623, caracterizado pelo fato de compreende as etapas de:

(a) obter o DNA a partir da amostra de tecido de milho;

(b) contatar o referido DNA com um par de iniciadores, em
gue um primeiro iniciador do referido par de iniciadores hibridiza com
uma sequéncia dentro dos pares de base 1 até 200 de SEQ ID NO:2 ou
seu complemento, e em que um segundo iniciador do referido par de
iniciador hibridiza com uma sequéncia dentro dos pares de base 201 até
867 de SEQ ID NO:2 ou seu complemento,

(c) realizar um método de amplificacdo de DNA do referido
DNA com o referido par de iniciadores, produzindo desse modo uma
molécula de amplicon de DNA compreendendo pelo menos 200 a 201
pares de base de SEQ ID NO:2 ou seu complemento;

(d) detectar a referida molécula de amplicon de DNA.

5. Método de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado
pelo fato de que a referida amostra de tecido de milho é derivada de
uma planta ou semente de milho cultivada a partir da referida semente,
em que uma semente representativa € um depaosito de semente ATCC

PTA-5623 ou progénie desta, que compreende o DNA do Evento LY038
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em seu genoma.

6. Método de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado
pelo fato de que o genoma compreende o DNA tendo a sequéncia
selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NO:1, 2,5, 6 e 11.

7. Molécula de DNA isolada e recombinante, caracterizada
pelo fato de que é de SEQ ID NO:1, 2, 5, 6 ou 11, em que a referida
molécula estéa ligada a um traco com alto teor de lisina no cromossomo
de uma planta de milho do evento LY038, em que uma amostra
representativa da referida planta de milho do Evento LY038 foi
depositada no American Type Culture Collection (ATCC) sob numero de
acesso PTA-5623.

8. Kit de deteccdo de DNA do Evento de milho LY038, em
gue uma amostra representativa do mesmo foi depositada no American
Type Culture Collection (ATCC) sob numero de acesso PTA-5623,
caracterizado pelo fato de que compreende uma sonda compreendendo
a sequéncia SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, ou SEQ ID NO:11, que
funciona como um iniciador ou sonda em um método projetado para
detectar DNA do Evento de milho LYO038.

9. Farinha de milho, caracterizada pelo fato de que
compreende a SEQ ID NO:5 e a SEQ ID NO:11.
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RESUMO
Patente de Invencdo: "METODOS PARA A PRODUCAO DE UMA
PLANTA OU SEMENTE DE MILHO COM LISINA AUMENTADA,
PARA DETERMINAR A PRESENCA DE UM DNA DO EVENTO LY038,
KIT DE DETECCAO DE DNA DO EVENTO DE MILHO LY038 E
FARINHA DE MILHO".

A presente invencado refere-se aos ensaios para detectar a
presenca de um evento transgénico de aumento de lisina com base na
sequéncia de DNA do constructo de DNA exdgeno inserido no genoma
de milho e de sequéncias gendmicas flanqueando o sitio de insercao.
Também fornecidas séo plantas transgénicas tendo um novo constructo
de DNA exdgeno que expressa um acido dihidrodipicolinico sintase, a
atividade do qual resulta em lisina aumentada em uma planta ou produto

de planta.
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