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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "MOLE-
CULAS DE DNA RECOMBINANTE, METODOS E KIT PARA SUA
DETECCAO".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS
[001] Este pedido de patente reivindica o beneficio de Pedido
Provisorio de Patente U.S No. 61/243.227 depositado em 17 de se-

tembro de 2009, que € neste pedido incorporado por referéncia em

sua totalidade.
INCORPORACAO DA LISTAGEM DE SEQUENCIA

[002] A listagem de sequéncias que esta contida no arquivo de-

nominado "55544-0001_seqlisting.txt", que tem 19,5 kilobytes (tama-
nho medido no Microsoft Windows®) e foi criada em 13 de agosto de
2010, é depositada por meio deste por submissao eletrdnica e é incor-
porada por referéncia neste pedido.

CAMPO DA INVENCAO

[003] A invencéo refere-se ao evento transgénico de Glycine max

MON 87708. O evento exibe tolerancia ao herbicida dicamba. A inven-
cao também se refere a plantas, partes vegetais, sementes vegetais,
células vegetais, produtos agricolas e métodos relacionados ao evento
MON 87708 e fornece moléculas de nucleotideo que sao unicas para o
evento e foram criadas decorrentes da insergdo de DNA transgénico
no genoma de uma planta de Glycine max.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[004] Soja (Glycine max) € uma cultura importante em muitas

areas do mundo e métodos da biotecnologia foram aplicados a esta
cultura a fim de produzir soja com tracos desejaveis. Tal traco deseja-
vel é tolerancia a herbicidas. A expressdo de um transgene de toleran-
cia a herbicidas em uma planta pode conferir o traco desejavel de tole-
rancia a herbicidas na planta, mas a expressao do transgene pode ser

influenciada pela posicdo cromossdmica e o resultado gendmico da

Peticao 870210079027, de 27/08/2021, pag. 13/75



2/50

insercdo do transgene. Por exemplo, foi observado em plantas que
muitas vezes ha variacdo no nivel e padrao de expressao transgénica
entre eventos individuais que se diferenciam no sitio de inser¢cao cro-
mossdmica do transgene, mas sdo idénticos. Também pode haver di-
ferencas fenotipicas ou agronémicas indesejaveis e/ou desejaveis en-
tre os eventos. Por causa disto, € muitas vezes necessario produzir e
analisar um grande numero de eventos individuais de transformagao
vegetal a fim de selecionar um evento que possua tanto o traco dese-
javel como caracteristicas fenotipicas e agricolas 6timas necessarias
para torna-lo adequado para fins comerciais. Tal selecido muitas vezes
requer testes em estufa e campo com muitos eventos ao longo de mul-
tiplos anos, em multiplas posi¢cdes e sob uma variedade de condi¢cbes
para que uma quantidade significante de dados agronémicos, fenotipi-
cos e moleculares possa ser coletada. Os dados e a observacéao resul-
tantes entdo devem ser analisados por equipes de cientistas e agr6-
nomos com o objetivo de selecionar um evento comercialmente ade-
quado. Tal evento, uma vez selecionado, pode entdo ser usado para
introgressao do trago desejavel em outros contextos genéticos usando
métodos de melhoramento vegetal, e dessa forma, producéo de diver-
sas variedades de culturas diferentes que contenham o traco desejavel

e sejam apropriadamente adaptadas a condi¢cdes de crescimento local

especificas.
SUMARIO DA INVENCAO
[005] A invencao fornece plantas de soja transgénicas designa-

das evento MON 87708, que exibem tolerancia comercialmente acei-
tavel a aplicagbes do herbicida dicamba, tendo a semente representa-
tiva depositada no American Type Culture Collection (ATCC) com o
No. de Acesso PTA-9670. A invencdo também fornece novas molécu-
las de DNA relacionadas ao evento de soja MON 87708 e métodos de

uso destas moléculas. A invengao também fornece sementes, progé-
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nie, partes vegetais, células e produtos base do evento de soja MON
87708. A invencédo também fornece métodos de uso do evento de soja
MON 87708 e métodos de producdo da soja tolerante a dicamba.

[006] A invencgao fornece moléculas de DNA recombinantes rela-
cionadas ao evento de soja MON 87708. Estas moléculas de DNA re-
combinante podem compreender moléculas de nucleotideo que tém
uma sequéncia nucleotidica que representa uma regido do DNA ge-
némico que flanqueia a insercao do transgene, e/ou uma regiao de in-
sercao do transgene e/ou uma sequéncia contigua de qualquer uma
destas regides, tais como uma regido de ligacdo entre a insercado do
transgene e DNA gendmico que flanqueia evento de soja MON 87708.
A invengao também fornece moléculas de DNA uteis como iniciadores
e sondas diagnosticas para o evento de soja MON 87708 e amplicons
diagndsticos para a presenca do evento de soja MON 87708. Plantas
de soja, células vegetais, partes vegetais, produtos de base, progénie
e sementes compreendendo estas moléculas também sao descritos.
[007] A invencao fornece métodos, composicdes, e conjuntos
Uteis para detectar a presenca e/ou auséncia de DNA derivado do
evento de soja MON 87708 e dessa forma a presenca e/ou auséncia
do evento. A invengao fornece um meétodo para detecgao de MON
87708 pelo contato de uma amostra compreendendo DNA com um
conjunto de iniciadores que quando usado em uma reacédo de amplifi-
cacdo de acidos nucleicos com DNA gendmico do evento de soja
MON 87708 produz DNA amplificado diagnédstico para o evento de so-
ja MON 87708, realizando uma reag¢ao de amplificacdo de acidos nu-
cleicos que por meio disso produz DNA amplificado, e detecta a pre-
senca e/ou auséncia de DNA amplificado. A invengao também fornece
um meétodo para deteccao de MON 87708 pelo contato de uma amos-
tra compreendendo DNA com uma sonda que quando usada em uma

reacao de hibridizacdo com DNA do evento de soja MON 87708 hibri-
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diza a uma molécula de DNA especifica para o evento de soja MON
87708, realizando uma reacao de hibridizacéo, e detectando a hibridi-
zagao da sonda a molécula de DNA. Os kits compreendendo os meéto-
dos e composi¢des da invencdo uteis para detectar a presenca de
DNA derivado do evento de soja MON 87708 também sio fornecidos.
[008] A invencao fornece uma planta de soja, semente, célula
vegetal, progénie vegetal, parte vegetal ou produto de base derivados
de uma planta, célula vegetal ou semente do evento de soja MON
87708. A invencao também fornece uma planta de soja, semente, cé-
lula vegetal, progénie vegetal, parte vegetal ou produto de base com-
preendendo uma molécula de DNA recombinante tendo uma sequén-
cia nucleotidica selecionada a partir do grupo consistindo na SEQ ID
NO: 1-8, e complementos e fragmentos das mesmas. A invencéo tam-
bém fornece uma planta de soja, semente, célula vegetal, progénie
vegetal, parte vegetal ou produto de base derivados da planta ou se-
mente do evento de soja MON 87708 e compreendendo uma molécula
de DNA recombinante que produz uma molécula de DNA amplificada
compreendendo a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7 e/ou
SEQ ID NO: 8 em um método de amplificagdo de DNA.

[009] A invengdo fornece um método para controle de ervas da-
ninhas em um campo pelo plantio do evento de soja MON 87708 e en-
tdo aplicagdo de uma dose eficaz do herbicida dicamba capaz de con-
trolar as ervas daninhas sem prejudicar as plantas do evento de soja
MON 87708. A invengao também fornece um método para controle de
ervas daninhas em um campo pela aplicagdo de uma dose eficaz do
herbicida dicamba para controle de ervas daninhas em um campo e
entdo plantio do evento de soja MON 87708 no campo. A invencao
também fornece um método para producdo da semente de soja es-
sencialmente sem as sementes de espécies de ervas daninhas téxicas

pelo plantio das sementes da variedade de soja MON 87708 tolerante
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a dicamba em um campo, pela aplicagdo uma dose eficaz pods-
emergéncia do herbicida dicamba suficiente para matar as espécies de
ervas daninhas toxicas ao campo, e colheita de semente do campo.
[0010] A invencido fornece métodos de producdo de uma planta
e/ou semente de soja que tolera a aplicacao do herbicida dicamba pelo
cruzamento sexuado de uma planta de evento de soja MON 87708
compreendendo a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7 e/ou
SEQ ID NO: 8 com uma segunda planta de soja, por meio disso pro-
duzindo semente, cultivando a semente para produzir progénies vege-
tais, tratando as progénies vegetais com dicamba, e selecionando uma
progénie vegetal que seja tolerante a dicamba. Os métodos tambéem
podem incluir autofecundacdo da progénie vegetal selecionada para
produzir uma pluralidade de progénies vegetais de segunda geracao e
selecdo a partir destes de uma planta tolerante a dicamba. Os méto-
dos também podem incluir cruzamento sexuado da progénie vegetal
selecionada com outra planta de soja para produzir a semente, cres-
cimento da semente para produzir uma segunda geracédo de progénies
vegetais, tratamento da segunda geracao de progénies vegetais com
dicamba, e selecdo de uma progénie vegetal de segunda geracédo que
seja tolerante a dicamba. A invencao fornece métodos de producao de
uma planta e/ou semente de soja que tolera a aplicacdo do herbicida
dicamba por autofecundacédo de uma planta do evento de soja toleran-
te MON 87708 a dicamba compreendendo SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 7 e/ou SEQ ID NO: 8, por meio disso produzindo se-
mente, cultivando a semente para produzir progénies vegetais, tratan-
do as progénies vegetais com dicamba; e selecionando uma progénie
vegetal que seja tolerante a dicamba.

[0011] A invencao fornece métodos de determinacao da zigosida-
de de uma planta ou semente de evento de soja MON 87708 compre-

endendo o contato de uma amostra de DNA de soja com um conjunto
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de iniciadores compreendendo a SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, e
SEQ ID NO: 14 e um conjunto de sondas compreendendo as SEQ ID
NO: 15 e SEQ ID NO: 16; entdo realizando uma reacdo de amplifica-
¢ao de acidos nucleicos com a amostra, o conjunto de iniciadores, e
sondas estabelecidos; entdo detectando em seguida na reacao de
amplificacdo de acido nucleico um primeiro sinal fluorescente que é
diagnostico para o evento MON 87708 e um segundo sinal fluorescen-
te diferente do primeiro sinal fluorescente e que é diagndstico para
DNA genbmico de soja nativa correspondente a posicao da insercéo
do transgene evento MON 87708; e analise da presenca e/ou ausén-
cia do primeiro sinal fluorescente e do segundo sinal fluorescente na
reacdo de amplificagcdo de acidos nucleicos, em que a presencga de
ambos os sinais fluorescentes indica que a amostra € heterozigota pa-
ra o evento MON 87708 ja que a presenca somente do primeiro sinal
fluorescente indica que a amostra € homozigota para o evento MON
87708.

[0012] A invengao também fornece uma planta de soja, semente,
célula vegetal ou parte vegetal compreendendo a regido de haplétipo
de soja no grupo de ligacdo 9 aproximadamente na posicdo de mapa
143,5 compreendendo um gene de tolerancia a dicamba e ainda defi-
nido pela janela 19743 e 19767 de haplétipo, e métodos de uso da
mesmo. Os aspectos precedentes e outros da invengao ficardo mais
evidentes a partir da seguinte descricao detalhada.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0013] A figura 1 ilustra a organizacdo do inserto transgénico no

genoma do evento de soja MON 87708; [A] corresponde a posicao re-
lativa da SEQ ID NO: 1, que esta a sessenta nucleotideos da ligagao
entre o DNA gendmico de soja e a por¢cao 5 do inserto de DNA do
transgene; [A’] corresponde a posicao relativa da SEQ ID NO: 7, que

esta a cem nucleotideos da ligagao entre o DNA gendémico de soja e a
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porcdo 5’ do inserto de DNA do transgene; [B] corresponde a posicéo
relativa da SEQ ID NO: 2, que esta a sessenta nucleotideos da ligagao
entre o DNA genbmico de soja e a porcao 3’ do inserto de DNA do
transgene; [B’] corresponde a posicao relativa da SEQ ID NO: 8, que
esta a cem nucleotideos da ligagao entre o DNA gendmico de soja e a
porcédo 3’ do inserto de DNA do transgene; [C] corresponde a posicéo
relativa da SEQ ID NO: 3, que € a sequéncia de genoma de soja que
flanqueia a extremidade 5’ arbitrariamente destinada/designada do
cassete de expressdo integrado no genoma no evento MON 87708;
[D] corresponde a posicgao relativa da SEQ ID NO: 4, que € a sequén-
cia de genoma de soja que flanqueia extremidade 3’ do cassete de ex-
pressdo arbitrariamente determinada/designada integrado no genoma
do evento MON 87708; [E] representa varios elementos compreen-
dendo a SEQ ID NO: 5 e é a sequéncia do cassete de expressao inse-
rido no genoma do evento MON 87708; e [F] representa a sequéncia
contigua (fornecida como a SEQ ID NO: 6) compreendendo, como re-
presentado na figura da esquerda para a direita, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 5 e SEQ ID NO: 4, em que SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 7, e SEQ ID NO: 8 estio incluidas, uma vez que estas sequén-
cias estao presentes no genoma no evento MON 87708.

BREVE DESCRICAO DAS SEQUENCIAS

[0014] A SEQ ID NO: 1 é uma sequéncia de sessenta nucleoti-

deos que representa a ligagao 5’ entre o DNA gendmico de soja e o
cassete de expressao transgénico integrado. A SEQ ID NO: 1 esta po-
sicionada na SEQ ID NO: 6 na posicédo de nucleotideo 1097-1156.

[0015] A SEQ ID NO: 2 é uma sequéncia de sessenta nucleoti-
deos que representa a ligagao 3’ entre o0 DNA gendmico de soja e o
cassete de expressao transgénico integrado. A SEQ ID NO: 2 esta po-
sicionada na SEQ ID NO: 6 na posicédo de nucleotideo 4100-4159.

[0016] A SEQ ID NO: 3 é a sequéncia que flanqueia 5 o DNA in-
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serido do evento de soja MON 87708 até e incluindo uma regiao de
insercao de DNA do transgene.

[0017] A SEQ ID NO: 4 é a sequéncia que flanqueia 3’ o DNA in-
serido do evento de soja MON 87708 até e incluindo uma regiao de
insercao de DNA do transgene.

[0018] A SEQ ID NO: 5 é a sequéncia do cassete de expressao
transgénico integrado.

[0019] A SEQ ID NO: 6 é a sequéncia nucleotidica que representa
o contig da sequéncia que flanqueia 5" o DNA inserido do evento de
soja MON 87708 (SEQ ID NO: 3), a sequéncia do DNA inserido (SEQ
ID NO: 5), e a sequéncia que flanqueia 3’ o0 DNA inserido do evento de
soja MON 87708 (SEQ ID NO: 4) e inclui a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 7 e SEQ ID NO: 8.

[0020] A SEQ ID NO: 7 € uma sequéncia de cem nucleotideos que
representa a ligacédo 5’ entre o DNA gendmico de soja e o cassete de
expressao transgénico integrado.

[0021] A SEQ ID NO: 8 € uma sequéncia de cem nucleotideos que
representa a ligacédo 3’ entre o DNA gendmico de soja e o cassete de
expressao transgénico integrado.

[0022] A SEQ ID NO: 9 é a sequéncia de um iniciador referido co-
mo o Iniciador SQ13570 e usado para identificar o evento de soja
MON 87708. E complementar ao cassete de expressdo inserido na
regido proxima a borda 3’ de insercao do transgene. Um amplicon de
PCR produzido a partir de um ensaio TAQMAN® (PE Applied Biosys-
tems, Foster City, CA) usando a combinacéo de iniciadores SQ13570
e SQ13571 (SEQ ID NO: 10) € um resultado positivo para a presencga
do evento MON 87708.

[0023] A SEQ ID NO: 10 € a sequéncia de um iniciador referido
como o Iniciador SQ13571 e usado para identificar o evento de soja

MON 87708. E complementar a uma regido que flanqueia 3’ cassete
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de expressao inserido e proximo da borda de insercdo de DNA do
transgene. Um amplicon de PCR produzido a partir de um ensaio
TAQMAN® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) usando a combi-
nacao de iniciadores SQ13570 (SEQ ID NO: 9) e SQ13571 € um resul-
tado positivo para a presenca do evento MON 87708.

[0024] A SEQ ID NO: 11 é a sequéncia de uma sonda referida
como a Sonda PB4655 e usada para identificar o evento de soja MON
87708. E complementar a uma regido ao longo da juncdo 3’ do casse-
te de expresséao inserido e DNA gendmico. Esta sonda é um oligonu-
cleotideo sintético marcado com 6-FAM®. A liberagdo de um sinal fluo-
rescente em uma reacdo de amplificagdo usando os iniciadores
SQ13570 e SQ13571 (SEQ ID NO: 9-10) em combinagdo com a sonda
marcada com 6-FAM® PB4655 é diagnostica do evento MON 87708
em um ensaio TAQMAN®,

[0025] A SEQ ID NO: 12 é a sequéncia de um iniciador referido
como o Iniciador SQ20632 e usado para identificar a zigosidade de
evento MON 87708.

[0026] A SEQ ID NO: 13 é a sequéncia de um iniciador referido
como o Iniciador SQ20636 e usado para identificar a zigosidade da
soja selvagem e do evento MON 87708.

[0027] A SEQ ID NO: 14 é a sequéncia de um iniciador referido
como o Iniciador SQ20637 e usado para identificar a zigosidade da
soja selvagem.

[0028] A SEQ ID NO: 15 é a sequéncia de uma sonda referida
como a Sonda PB10130 e usada para um ensaio de zigosidade de
evento MON 87708.

[0029] A SEQ ID NO: 16 é a sequéncia de uma sonda referida
como a Sonda PB10131 e usada para um ensaio de zigosidade de so-
ja selvagem.

DESCRICAO DETALHADA
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[0030] As seguintes definicbes e métodos séo fornecidos para de-
finir melhor a invencéo e guiar aqueles versados na técnica na pratica
da invengdo. A menos que de outra maneira observado, os termos de-
vem ser entendidos de acordo com o0 uso convencional por aqueles
versados na técnica relevante.

[0031] A invencado fornece um evento de soja transgénica MON
87708 que exibe tolerancia comercialmente aceitavel a aplicagdes do
herbicida dicamba. O evento compreende uma insergao unica de DNA
transgénico no cromossomo/genoma do germoplasma de soja. Um
"evento" € produzido por: (i) transformag¢do de uma célula vegetal com
um construto de acido nucleico que inclui um transgene de interesse,
(i) regeneracao de uma populacédo de plantas que resultam da inser-
cao do transgene no genoma da planta, e (iii) selecdo de uma planta
particular caracterizada pela insercdo do transgene em uma posicao
particular no genoma da planta. O termo "evento" refere-se ao trans-
formante original que inclui o transgene inserido na posig¢ao particular
no genoma da planta. O termo "evento" também se refere a progénie
do transformante que inclui o transgene inserido na posigcao particular
no genoma da planta. Tal progénie pode ser produzida por um cruza-
mento exogamico sexuado entre o transformante, ou sua progénie, e
outra planta. Tal outra planta pode ser uma planta transgénica que
compreende o mesmo transgene ou diferente e/ou uma planta nio
transgénica, tal como uma de uma variedade diferente. Mesmo depois
que retrocruzamento repetido para um parental recorrente, DNA inse-
rido e DNA flanqueador do parental transformado esta presente na
progénie do cruzamento na mesma posi¢cao gendmica.

[0032] Como usado neste pedido, o termo "soja" significa Glycine
max e inclui todas as variedades vegetais que podem ser produzidas com
a soja, incluindo espécies de soja selvagens bem como aquelas plantas

gue pertencem a Glicina o que permite reproduzir-se entre espécies.
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[0033] O termo "evento" também se refere a uma molécula de
DNA do transformante original compreendendo DNA inserido e a DNA
de soja flanqueador genémico imediatamente adjacente a qualquer
lado do DNA inserido. Esta molécula de DNA ¢ criada pelo ato de in-
sercao do DNA transgénico no genoma da planta de soja, isto €, pelo
ato da transformacado. Esta molécula de DNA, por isso, compreende
uma sequéncia nucleotidica que é tanto especifica para o evento como
€ Unica para o genoma da planta de soja na qual DNA transgénico foi
inserido, em que esta sequéncia nucleotidica contém tanto a sequén-
cia de uma regiao particular do DNA gendmico da soja como do inser-
to de DNA transgénico. O arranjo de DNA inserido no evento de soja
MON 87708 em relacdo ao DNA do genoma da planta de soja circun-
dante €, por isso, especifico e unico para o evento de soja MON
87708. Esta molécula de DNA & também uma parte integrante do cro-
mossomo de soja do evento MON 87708 e como tal é estatico na plan-
ta e pode ser transmitido a progénie da planta.

[0034] O evento MON 87708 compreende um transgene que con-
fere a tolerancia a aplicagdes do herbicida dicamba a planta de soja.
"Dicamba" refere-se ao acido 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico. Dicamba é
um herbicida de auxina sintética util para controle de ervas daninhas
latifoliadas. As plantas de soja foram transformadas com dicamba mo-
no-oxigenase (DMO), uma enzima clonada de Stenofrophomonas mal-
tophilia que € comumente encontrado na rizosfera do solo. Dicamba
mono-oxigenase € uma enzima que catalisa a desativacao de dicamba
através de uma reacdo de O-demetilagdo ao composto nao herbicida
acido 3,5-diclorossalicilico. Em algumas areas das espécies de ervas
daninhas téxicas mundiais, as sementes podem contaminar sementes
de soja coletadas que podem afetar a saude e nutricido de animais
alimentados com os produtos de soja contaminados. Estas plantas po-

dem ser eliminadas de um campo de soja pelo tratamento com um

Peticao 870210079027, de 27/08/2021, pag. 23/75



12/50

herbicida dicamba. Os membros deste grupo de ervas daninhas toxi-
cas incluem Cardaria spp, Heliotropium spp, Centaurea spp., Senecio
spp., Crotalaria spp., Solanum spp., Xanthium spp., Amsinckia spp.,
Cassia spp., Sesbania spp., Datura spp. Ricinus spp., Argemone spp.,
Corchorus spp., Impomoea spp., e Echium spp.

[0035] Como usado neste pedido, o termo "recombinante" refere-
se a uma forma de DNA e/ou proteina e/ou um organismo que nao se-
ria normalmente encontrado na natureza e como tal foi criado por in-
tervencdo humana. Tal intervengdo humana pode produzir uma molé-
cula de DNA recombinante e/ou uma planta recombinante. Como usa-
do neste pedido, uma "molécula de DNA recombinante" é uma molé-
cula de DNA que compreende uma combinacdo de moléculas de DNA
que nao ocorreriam naturalmente em conjunto e sao o resultado da
intervencdo humana, por exemplo, uma molécula de DNA que é com-
preendida por uma combinacdo de pelo menos duas moléculas de
DNA heterélogas entre si, e/ou uma molécula de DNA que ¢é artificial-
mente sintetizada e compreende uma sequéncia polinucleotidica que
se desvia da sequéncia de polinucleotidica que existiria normalmente
na natureza, e/ou uma molécula de DNA que compreende um trans-
gene artificialmente incorporado no DNA gendmico de uma célula hos-
pedeira e DNA associado flanqueador do genoma da célula hospedei-
ra. Um exemplo de uma molécula de DNA recombinante € uma molé-
cula de DNA descrita neste pedido resultando da insercao do transge-
ne no DNA gendmico da soja, que pode resultar enfim na expressao
de RNA recombinante e/ou molécula proteica naquele organismo.
Como usado neste pedido, uma "planta recombinante"” € uma planta
gue nao existiria normalmente na natureza, é o resultado da interven-
cao humana, e contém um transgene e/ou molécula de DNA heterdlo-
ga incorporada em seu genoma. Em consequéncia de tal alteragao

gendmica, a planta recombinante é distintamente diferente da planta
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selvagem relacionada. Um exemplo de uma planta recombinante é
uma planta de soja descrita neste pedido como Evento MON 87708.
[0036] Como usado neste pedido, o termo "transgene" refere-se a
uma molécula de nucleotideo artificialmente incorporada no genoma de
uma célula hospedeira. Tal transgene pode ser heterélogo a célula
hospedeira. O termo "planta transgénica" refere-se a uma planta com-
preendendo tal transgene.

[0037] Como usado neste pedido, o termo "heterdlogo" refere-se a
uma primeira molécula ndo normalmente encontrada em combinagao
com uma segunda molécula na natureza. Por exemplo, uma molécula
pode ser derivada de uma primeira espécie e inserida no genoma de
uma segunda espécie. A molécula seria dessa forma heter6loga ao
hospedeiro e artificialmente incorporada no genoma de uma célula
hospedeira.

[0038] Como usado neste pedido, o termo "quimérico" refere-se a
uma molécula de DNA unica produzida pela fusdo de uma primeira
molécula de DNA a uma segunda molécula de DNA, onde nem a pri-
meira nem a segunda molécula de DNA seria normalmente encontrada
naquela configuracgao, isto €, fundida a outra. A molécula de DNA qui-
meérica € dessa forma uma nova molécula de DNA de outra maneira
normalmente ndo encontrada na natureza.

[0039] A invencao fornece moléculas de DNA e suas sequéncias
nucleotidicas correspondentes. Como usado neste pedido, o termo
"DNA", "molécula de DNA", "molécula de nucleotideo" refere-se a uma
molécula de DNA de origem gendmica ou sintética, isto €, um polimero
de bases de desoxirribonucleotideos ou uma molécula de polinucleoti-
deo, lida a partir da extremidade 5’ (a montante) a extremidade 3’ (a
jusante). Como usado neste pedido, o termo "sequéncia de DNA", "se-
quéncia nucleotidica" ou "sequéncia polinucleotidica" refere-se a se-

quéncia nucleotidica de uma molécula de DNA. A nomenclatura usada
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neste pedido € aquela necessaria pelo Titulo 37 do Codigo dos Esta-
dos Unidos de Regulacdes federais § 1.822 e apresentada nas tabelas
no Padrao WIPO ST.25 (1998), Apéndice 2, Tabelas 1 e 3. Pela con-
vengdo, as sequéncias nucleotidicas da inveng¢ao fornecidas como a
SEQ ID NO: 1-8 e fragmentos das mesmas s&o descritas com referén-
cia somente a uma fita das duas fitas da sequéncia nucleotidica com-
plementar. Por consequéncia, as sequéncias complementares (isto €,
sequéncias da fita complementar), também referidas na técnica como
sequéncias complementares reversas, estdo dentro do escopo da in-
vencao e sao expressamente destinadas a estar dentro do escopo da
invengéo reivindicada.

[0040] A sequéncia nucleotidica correspondente a sequéncia nu-
cleotidica completa de DNA transgénico inserido e segmentos subs-
tanciais do DNA do genoma de soja que flanqueia qualquer extremi-
dade de DNA transgénico inserido é fornecida neste pedido como a
SEQ ID NO: 6. Uma subsecao desta € DNA transgénico inserido for-
necido como a SEQ ID NO: 5. A sequéncia nucleotidica de DNA de
genoma de soja fisicamente ligado pela ligacédo de ligacao fosfodiéster
e por isso flanqueando a extremidade 5 de DNA transgénico inserido
€ apresentada como mostrada na SEQ ID NO: 3. A sequéncia nucleo-
tidica de DNA de genoma de soja fisicamente ligado pela ligacéo de
ligacao fosfodiéster e por isso flanqueando a extremidade 3’° de DNA
transgénico inserido é apresentada como mostrada na SEQ ID NO: 4.
[0041] O evento de soja MON 87708 compreende ainda duas re-
gides, uma transpondo a posi¢cdo 5 e uma transpondo a posicao 3’
onde o DNA transgénico é inserido no DNA gendmico, referido neste
pedido como juncdo 5’ e 3’, respectivamente. Uma "sequéncia de liga-
cao" ou "regido de ligacao" refere-se a sequéncia de DNA e/ou molé-
cula de DNA correspondente que transpde o DNA transgénico inserido

e o DNA genbmico adjacente flanqueador. As sequéncias de ligagao
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podem ser arbitrariamente representadas por duas sequéncias de 60
nucleotideos fornecidas como a SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2, cada
uma representando 30 nucleotideos de DNA gendmico flanqueador
adjacente e contiguas com 30 nucleotideos do DNA do inserto. Alter-
nativamente, as sequéncias de ligacdo podem ser arbitrariamente re-
presentadas por duas sequéncias de 100 nucleotideos fornecidas co-
mo a SEQ ID NO: 7 e SEQ ID NO: 8, cada uma representando 50 nu-
cleotideos do DNA gendmico flanqueador adjacente e contiguas com
50 nucleotideos do DNA do inserto. Estes nucleotideos sdo unidos por
ligagao fosfodiéster e no evento de soja MON 87708 estao presentes
como parte do genoma. Na soja, a identificacdo de uma ou mais das
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7, e SEQ ID NO: 8 em uma
amostra derivada de uma planta de soja, semente, ou parte vegetal &
determinante que DNA foi obtido do evento de soja MON 87708 e é
diagnostico para a presenga em uma amostra de DNA do evento de
soja MON 87708. A invencédo, dessa forma, fornece uma molécula de
DNA que contém pelo menos a sequéncia nucleotidica como apresen-
tada na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7 e/ou SEQ ID NO:
8. Qualquer segmento de DNA derivado do evento de soja transgénico
MON 87708 que é suficiente para incluir a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 7 e/ou SEQ ID NO: 8 esta dentro do escopo da inven-
cdo. Além disso, qualquer polinucleotideo compreendendo uma se-
quéncia complementar a qualquer uma das sequéncias descritas den-
tro deste paragrafo esta dentro do escopo da invencao. A figura 1 ilus-
tra o arranjo fisico da SEQ ID NO: 1-5 e 7-8 em relagdo a SEQ ID NO:
6 arranjada de 5’ a 3'.

[0042] A invengao fornece moléculas de DNA exemplares que po-
dem ser usadas como iniciadores ou sondas para diagnosticar a pre-
senca de DNA derivado do evento de planta de soja MON 87708 em

uma amostra. Tais iniciadores ou sondas sdo especificos para uma
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sequéncia alvo de acidos nucleicos e como tais s&o uteis para a identi-
ficacdo da sequéncia de acidos nucleicos do evento de soja MON
87708 pelos métodos da invencao descrita neste pedido.

[0043] Um "iniciador" é tipicamente um polinucleotideo altamente
purificado, isolado que € projetado para o uso em métodos de anela-
mento especifico ou de hibridizacdo que envolvem amplificagcao térmi-
ca. Um par de iniciadores pode ser usado com DNA molde, tal como
uma amostra de DNA genémico de soja, em uma amplificagao térmica,
tal como reacdo de polimerase em cadeia (PCR), para produzir um
amplicon, onde o amplicon produzido de tal reacéo teria uma sequén-
cia de DNA correspondente a sequéncia de DNA molde localizado en-
tre os dois sitios onde os iniciadores se hibridizaram ao molde. Como
usado neste pedido, um "amplicon" € uma parte ou fragmento de DNA
que foi sintetizado usando técnicas de amplificagdo. Um amplicon da
invencdo compreende pelo menos a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 7 e/ou SEQ ID NO: 8. Um iniciador é tipicamente projeta-
do para hibridizar a uma fita de DNA alvo complementar para formar
um hibrido entre o iniciador e a fita de DNA alvo, e a presencga do inici-
ador é um ponto do reconhecimento por uma polimerase para comegar
a extensado do iniciador (isto é, a polimerizagado de nucleotideos adici-
onais em uma molécula de alongamento de nucleotideos) usando co-
mo um molde a fita de DNA alvo. Os pares de iniciadores, como usa-
dos na invencgao, sdo destinados a referir-se ao uso de dois iniciadores
que se ligam a fitas opostas de um segmento de nucleotideo de fita
dupla com o objetivo de amplificar linearmente o segmento de polinu-
cleotideo entre as posicdes visadas para ligagcdo pelos membros indi-
viduais do par de iniciadores, tipicamente em uma reagao de amplifi-
cacao térmica ou outros métodos convencionais de amplificagdo de
acidos nucleicos. Moléculas de DNA exemplares uteis como iniciado-

res sdo fornecidas como a SEQ ID NO: 9-10. O par de iniciadores for-
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necido como a SEQ ID NO: 9 e SEQ ID NO: 10 é util como uma pri-
meira molécula de DNA e uma segunda molécula de DNA que é dife-
rente da primeira molécula de DNA, e ambas s&o cada uma de com-
primento suficiente de nucleotideos contiguos da SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 5, ou da SEQ ID NO: 6 para funcionar como iniciadores de
DNA que, quando usados em conjunto em uma reagao de amplifica-
cao térmica com DNA molde derivado do evento de soja MON 87708,
produzem um amplicon compreendendo a SEQ ID NO: 2.

[0044] Uma "sonda" é um acido nucleico isolado que é complemen-
tar a uma fita de um acido nucleico alvo. As sondas de acordo com a
invengdo incluem ndo somente acidos desoxirribonucleicos ou ribonu-
cleicos, mas também poliamida e outros materiais de sonda que se li-
gam especificamente a uma sequéncia de DNA alvo e a detecgéo de tal
ligacdo pode ser util em diagnosticar, discriminar, determinar ou confir-
mar a presenca daquela sequéncia de DNA alvo em uma amostra parti-
cular. Uma sonda pode ser ligada a uma marcacao detectavel conven-
cional ou molécula reporter, por exemplo, um isétopo radioativo, ligante,
agente quimioluminescente, ou enzima. Uma molécula de DNA exem-
plar util como uma sonda é fornecida como a SEQ ID NO: 11.

[0045] Sondas e iniciadores de acordo com a invengcao podem ter
identidade de sequéncia completa com a sequéncia alvo, embora os
iniciadores e as sondas que se diferenciam da sequéncia alvo que
conservam a capacidade de hibridizar preferencialmente para sequén-
cias alvo possam ser projetados por métodos convencionais. Para
uma molécula de acidos nucleicos servir como um iniciador ou sonda
precisa somente ser suficientemente complementar a sequéncia para
ser capaz de formar uma estrutura de fita dupla estavel sob solvente
particular e concentracdes de sal empregadas. Qualquer hibridizacéo
de acidos nucleicos convencional ou método de amplificagdo podem

ser usados para identificar a presenga de DNA transgénico do evento
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de soja MON 87708 em uma amostra. As sondas e iniciadores tém
geralmente pelo menos aproximadamente 11 nucleotideos, pelo me-
nos aproximadamente 18 nucleotideos, pelo menos aproximadamente
24 nucleotideos, ou pelo menos aproximadamente 30 nucleotideos ou
mais de comprimento. Tais sondas e iniciadores hibridizam especifi-
camente a uma sequéncia de DNA alvo sob condi¢des de hibridizagao
estringentes. Condi¢gbes de estringéncia convencionais sao descritas
por Sambrook et al., 1989, e por Haymes et al., em: Nucleic Acid
Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington, DC
(1985). Como usado neste pedido, duas moléculas de acidos nuclei-
cos sao capazes de hibridizar especificamente entre si se as duas mo-
Iéculas forem capazes de formar uma estrutura de acidos nucleicos de
fita dupla antiparalela. Uma molécula de acidos nucleicos é o "com-
plemento" de outra molécula de acidos nucleicos se exibirem comple-
mentaridade completa. Como usado neste pedido, as moléculas exi-
bem "complementaridade completa" quando cada nucleotideo de uma
das moléculas € complementar a um nucleotideo da outra. Duas molé-
culas sdo "minimamente complementares” se puderem hibridizar entre
si com a estabilidade suficiente para permitir-lhes que permanegam
aneladas entre si pelo menos sob condigbes convencionais de "baixa
estringéncia". Similarmente, as moléculas sdo "complementares" se
puderem hibridizar entre si com estabilidade suficiente para permitir-
Ihes que permanecam aneladas entre si sob condigdes convencionais
de "alta estringéncia". Afastamentos da complementaridade completa
sao0, por isso, permissiveis, enquanto tais afastamentos nao impedirem
completamente a capacidade das moléculas de formarem uma estrutu-
ra de fita dupla.

[0046] Como usado neste pedido, o termo "isolado" refere-se a
pelo menos separacéo parcial de uma molécula de outras moléculas

normalmente associadas a ela em seu estado nativo ou natural. Em
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uma modalidade, o termo "isolado" refere-se a uma molécula de DNA
que pelo menos é separada parcialmente dos acidos nucleicos que
normalmente flanqueiam a molécula de DNA no seu estado nativo ou
natural. Dessa forma, as moléculas de DNA fundidas a sequéncias re-
guladoras ou de codificagcdo com as quais nao estdo associadas nor-
malmente, por exemplo, como resultado de técnicas recombinantes,
sdo consideradas isoladas neste pedido. Tais moléculas sdo conside-
radas isoladas mesmo quando integradas no cromossomo de uma cé-
lula hospedeira ou presente em uma solu¢cédo de acidos nucleicos com
outras moléculas de DNA.

[0047] Qualquer numero de métodos bem conhecidos pelos ver-
sados na técnica pode ser usado para isolar e manipular uma molécu-
la de DNA, ou fragmento da mesma, descrita na invengéo. Por exem-
plo, tecnologia de PCR (reagdao de polimerase em cadeia) pode ser
usada para amplificar uma molécula particular de DNA inicial e/ou pro-
duzir variantes da molécula original. As moléculas de DNA, ou frag-
mento das mesmas, também podem ser obtidas por outras técnicas
tais como sintese direta do fragmento por meios quimicos, como €&
comumente praticado usando um sintetizador de oligonucleotideos au-
tomatizado.

[0048] As moléculas de DNA e sequéncias nucleotidicas corres-
pondentes fornecidas neste pedido s&o, por isso, uteis para, entre ou-
tras coisas, identificar o evento de soja MON 87708, selecionar varie-
dades vegetais ou hibridos compreendendo evento de soja MON
87708, detectar a presenca de DNA derivado do evento de soja trans-
génica MON 87708 em uma amostra, e monitorar amostras da pre-
sencga e/ou auséncia do evento de soja MON 87708 ou partes vegetais
derivadas do evento de soja MON 87708.

[0049] A invencao fornece plantas de soja, progénie, sementes, ce-

lulas vegetais, partes vegetais (tais como pdlen, évulo, vagem, tecido de
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flor, tecido de raiz, tecido de tronco, e tecido de folha), e produtos. Estas
plantas, progénie, sementes, células vegetais, partes vegetais e produ-
tos contém uma quantidade detectavel de um polinucleotideo da inven-
cao, isto €, tal como um polinucleotideo tendo pelo menos uma das se-
quéncias fornecidas como a SEQ ID NO: 1-8. Plantas, progénie, semen-
tes, células vegetais e partes vegetais da invencdo também podem con-
ter um ou mais transgenes adicionais. Tal transgene pode ser qualquer
sequéncia nucleotidica que codifica uma proteina ou a molécula de
RNA conferindo um traco desejavel incluindo, mas ndo limitada a, resis-
téncia a insetos aumentada, eficiéncia aumentada de uso de agua, de-
sempenho de rendimento aumentado, resisténcia aumentada a seca,
qualidade de semente aumentada, qualidade nutritiva melhorada e/ou
tolerancia aumentada a herbicidas, no qual o traco desejavel € medido
com respeito a uma planta de soja sem o tal transgene adicional.

[0050] A invencao fornece plantas de soja, progénie, sementes,
células vegetais, e parte vegetal, tais como podlen, évulo, vagem, flor,
raiz ou tecido de tronco, e folhas derivadas de um evento de planta de
soja transgénica MON 87708. Uma amostra representativa da semen-
te do evento de soja MON 87708 foi depositada de acordo com o Tra-
tado de Budapeste com a finalidade de permitir a invencéo. O reposité-
rio selecionado para receber o depdsito € o American Type Culture
Collection (ATCC) tendo um enderegco em 801 University Boulevard,
Manassas, Virginia USA, Zip Code 20110. O repositério ATCC atribuiu
0 acesso No. PTA-9670 a semente do evento MON 87708.

[0051] A invencdo fornece um micro-organismo compreendendo
uma molécula de DNA tendo a SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2 presen-
tes no seu genoma. Um exemplo de tal micro-organismo € uma célula
vegetal transgénica. Micro-organismos, tais como uma célula vegetal
da invencgao, séo uteis em muitas aplica¢des industriais, incluindo, mas

ndo limitados a: (i) uso como instrumento de pesquisa para questio-
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namento cientifico ou pesquisa industrial; (ii) uso na cultura para pro-
duzir carboidrato endégeno ou recombinante, lipidio, acido nucleico,
ou produtos proteicos ou pequenas moléculas que podem ser usadas
para pesquisa cientifica subsequente ou como produtos industriais; e
(iii) uso com técnicas modernas de cultura de tecido vegetal para pro-
duzir plantas transgénicas ou culturas de tecido vegetal que entdo po-
dem ser usadas para pesquisa agricola ou produgao. A producéo e
uso de micro-organismos, tais como células vegetais transgénicas uti-
lizam técnicas microbiolégicas modernas e intervengdo humana para
produzir um micro-organismo artificial, unico. Neste processo, DNA
recombinante € inserido no genoma de uma célula vegetal para criar
uma célula vegetal transgénica que € separada e unica de células ve-
getais de ocorréncia natural. Esta célula vegetal transgénica entao po-
de ser cultivada muito similarmente a bactérias e células de levedura
usando técnicas modernas de microbiologia e pode existir em um es-
tado ndo diferenciado, unicelular. A composi¢cdo genética da nova ceé-
lula vegetal e o fendtipo € um efeito técnico criado pela integragao de
DNA heter6logo no genoma da célula. Outro aspecto da invengéo é
um método de uso de um micro-organismo da invencdo. Os métodos
de uso de micro-organismos da invengao, tais como células vegetais
transgénicas, incluem (i) métodos de producdo de células transgénicas
integrando DNA recombinante no genoma da célula e em seguida
usando esta célula para derivar células adicionais que possuem o
mesmo DNA heterdlogo; (ii) métodos de cultura de células que contém
DNA recombinante usando técnicas modernas de microbiologia; (iii)
meétodos de producdo e purificacdo de carboidrato, lipidio, acido nu-
cleico endégeno ou recombinante, ou produtos proteicos de células
cultivadas; e (iv) métodos de uso de técnicas de cultura modernas do
tecido vegetal com células vegetais transgénicas para produzir plantas

transgénicas ou culturas de tecido vegetal transgénico.
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[0052] As plantas da invencédo podem passar ao longo de DNA de
evento, incluindo o transgene, a progénie. Como usado neste pedido,
"progénie" inclui qualquer planta, semente, célula vegetal, e/ou parte
vegetal regeneravel compreendendo DNA de evento derivado de uma
planta ancestral e/ou um polinucleotideo tendo pelo menos uma das
sequéncias fornecidas como a SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2. Plan-
tas, progénie e sementes podem ser homozigotas ou heterozigotas
para o transgene. A progénie pode ser cultivada a partir de sementes
produzidas por uma planta do evento de soja MON 87708 e/ou a partir
de sementes produzidas por uma planta fertilizada com o pdlen de
uma planta do evento de soja MON 87708.

[0053] As plantas da progénie podem ser autopolinizadas (também
conhecido como "autopolinizacdo") para gerar uma linha de melhora-
mento verdadeira de plantas, isto €, plantas homozigotas para o trans-
gene. Autopolinizagcdo da progénie apropriada pode produzir plantas
gue sdo homozigotas para ambos adicionados, genes exdgenos.
[0054] Alternativamente, as plantas da progénie podem ser cruza-
das exogenamente, por exemplo, produzidas com outra planta néo re-
lacionada, para produzir um varietal ou uma semente hibrida ou plan-
ta. Outra planta n&o relacionada pode ser transgénica ou néo transgé-
nica. Um varietal ou semente hibrida ou planta da inveng¢ao pode ser,
dessa forma, derivada cruzando um primeiro parental que necessita de
DNA especifico e unico do evento de soja MON 87708 com um se-
gundo evento de soja de compreensao parental MON 87708, resultan-
do em um hibrido compreendendo DNA especifico e unico do evento
de soja MON 87708. Cada parental pode ser um hibrido ou um ina-
to/varietal, contanto que o cruzamento ou melhoramento resultem em
uma planta ou semente da invencgao, isto ¢, uma semente tendo pelo
menos um alelo contendo DNA especifico e Unico do evento de soja
MON 87708 e/ou SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2. Duas plantas trans-
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génicas diferentes podem ser acasaladas dessa forma para produzir
descendéncia hibrida contendo dois genes exdgenos independente-
mente de segregacao adicionados. Por exemplo, soja MON 87708 to-
lerante a dicamba pode ser cruzada com outra planta de soja transgé-
nica para produzir uma planta que tenha as caracteristicas de ambos
0s parentais transgénicos. Um exemplo disto seria um cruzamento de
soja MON 87708 tolerante a dicamba com uma planta tendo um ou
mais tracos adicionais, tais como tolerancia a herbicidas (por exemplo,
evento de soja 40-3-2 ou evento de soja MON89788 (Publicacao de
Pedido de Patente U.S. No. 20060282915)), controle de insetos (por
exemplo, evento de soja MON87701 (Publicacdo de Pedido de Paten-
te U.S. No. 20090130071)), e/ou outros tracos desejaveis (por exem-
plo, composicdo de Oleo aumentada, tais como evento de soja
MON87769 (Publicagao de Patente PCT W02009102873)), resultando
em uma planta de progénie ou semente que € tolerante a dicamba e
tem um ou mais tracos adicionais. Herbicidas para os quais a toleran-
cia vegetal transgénica foi demonstrada e o método da invengéo po-
dem ser aplicados, incluir mas nao séo limitados a: herbicidas glifosa-
to, glufosinato, sulfonilureias, imidazolinonas, bromoxinil, delapon, ci-
clo-hexanodioano, inibidores de protoporfirionogénio oxidase, e isoxas-
flutol. As moléculas de nucleotideo que codificam proteinas envolvidas
na tolerancia a herbicidas sdo conhecidas na técnica e incluem, mas
nao sao limitadas a, uma codificacdo de molécula de nucleotideo: sin-
tase 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato tolerante a glifosato (EPSPS) (vi-
de, por exemplo, Patentes U.S. Nos. 5.627.061; 5.633.435; 6.040.497;
5.094.945; 5.804.425; 6.248.876; 7.183.110; RE39.247); glifosato oxi-
doredutase (GOX) (ver, por exemplo, Patente U.S. No. 5.776.760); gli-
fosato-n-acetiltransferase (GAT); uma acetolactato sintase tolerante ao
herbicida (ALS, também conhecido como aceto-hidroxiacido sintase

(AHAS)) para tolerancia a sulfonilureias, imidazolinonas, triazolopirimi-
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dinas, pirimidinil oxibenzoatos, sulfonilamino carbonil triazolinonas,
elou éteres de heteroarila; uma coenzima acetil carboxilase A tolerante
a herbicida (ACCase) ou R-2,4-diclorofenoxipropionato dioxigenase
(rdpA) para tolerancia a um ariloxifenoxipropionato (AOPP) (tal como
haloxifop, quizalofop, diclorofop, e diclofop); uma proteina de desinto-
xicagdo, tal como uma 24-D dioxigenase (tfdA), R-2,4-
diclorofenoxipropionato dioxigenase (rdpA), AriloxiAlcanoato Dioxige-
nase (AAD), e/ou S-2,4-dichorprop dioxigenase (sdpA) para tolerancia
a herbicidas de auxina sintética; uma bromoxinil nitrilase (Bxn) para
tolerancia a Bromoxinil (ver, por exemplo, Patente U.S. No. 4.810.648);
uma fitoeno desaturase (crtl) para tolerancia a norflurazon; resisténcia
a bialafos (bar) ou proteina fosfinotricina acetiltransferase (PAT) (ver,
por exemplo, Patente U.S. No. 5.646.024 e 5.276.268) para a toleran-
cia a glufosinato e bialafos; e uma proteina para tolerancia ao herbicida
tricetona (mezotriona, tembotriona, topromezona, isoxazol), tal como tole-
rante a 4-HidroxiFenilPiruvato Dioxigenase (HPPD), um citocromo detoxi-
ficante P450, ou desvio via HPPD, tal como HPP oxidase de Artbrobac-
ter globiformis (HPPO) e 4-HPA 1-hidroxilase de Pseudomonas acido-
vorans (HPAH) e NADH oxidoredutase (HPAC).

[0055] Retrocruzamento para uma planta parental e cruzamento
exogamico com uma planta ndo transgénica também sao contempla-
dos, como € a propagacéo vegetativa. Descricdes de outros métodos
de melhoramento que sdo comumente usados para tracos diferentes e
colheitas podem ser encontradas em uma de varias referéncias, por
exemplo, Fehr, em Breeding Methods for Cultivar Development, Wilcox
J. ed., American Society of Agronomy, Madison WI (1987).

[0056] A invencao fornece uma parte vegetal que é derivada do
evento de soja MON 87708. Como usado neste pedido, uma "parte
vegetal" refere-se a qualquer parte de uma planta que € compreendida

do material derivado de uma planta do evento de soja MON 87708. As
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partes vegetais incluem, mas n&o sao limitadas a pélen, 6vulo, vagem,
flor, tecido de raiz ou tronco, fibras, e folhas. As partes vegetais podem
ser viaveis, ndo viaveis, regeneraveis, e/ou ndo regeneraveis.

[0057] A invencao fornece um produto que € derivado do evento
de soja MON 87708. Como usado neste pedido, um "produto” refere-
se a qualquer composic¢ao ou produto que é compreendido do material
derivado de uma planta do evento de soja MON 87708, semente, célu-
la vegetal, ou parte vegetal. Os produtos podem ser vendidos a con-
sumidores e podem ser viaveis ou ndo viaveis. Os produtos nao via-
veis incluem, mas nido sio limitados a, sementes nao viaveis e graos;
sementes processadas, partes de semente, e partes vegetais; tecido
vegetal desidratado, tecido vegetal congelado, e tecido vegetal pro-
cessado; sementes e partes vegetais processadas para forragem de
consumo de animais terrestres e/ou aquaticos, 6leo, farinha fina, fari-
nha, flocos, farelo de cereais, fibra, leite, queijo, papel, creme, vinho, e
qualquer outro alimento de consumo humano; e biomassas e produtos
de combustivel. Produtos viaveis incluem, mas ndo sao limitados a,
sementes e células vegetais. O evento de soja MON 87708 pode ser,
dessa forma, usado para manufaturar qualquer produto tipicamente
obtido da soja. Qualquer tal produto que é derivado do evento de soja
MON 87708 pode conter pelo menos uma quantidade detectavel de
DNA especifico e unico correspondente ao evento de soja MON
87708, e especificamente pode conter uma quantidade detectavel de
um polinucleotideo contendo pelo menos 15 nucleotideos contiguos da
SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2. Qualquer método padrao da detec-
cao de moléculas de nucleotideo pode ser usado, incluindo métodos
para deteccéo descrita neste pedido. Um produto esta dentro dos limi-
tes da invengao se houver alguma quantidade detectavel da SEQ ID
NO: 1 ou SEQ ID NO: 2 no produto.

[0058] As plantas, progénie, sementes, células vegetais, partes
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vegetais (tais como polen, 6vulo, vagem, flor, tecido de raiz ou tronco,
e folhas), e produtos da invencéo séo, por isso, uteis para, entre outras
coisas, cultura de plantas para fins de producdo de semente e/ou par-
tes vegetais do evento de soja MON 87708 para fins agricolas, produ-
zindo progénie do evento de soja MON 87708 para fins de pesquisa e
melhoramento vegetal, usam com técnicas microbiologicas para indus-
trial e aplicagdes de pesquisa, e venda a consumidores.

[0059] A invencédo fornece métodos para controle de ervas dani-
nhas e métodos para produzir plantas usando herbicida dicamba e
evento de soja MON 87708. Um método para controle de ervas dani-
nhas em um campo € fornecido e consiste em plantar o evento de soja
MON 87708 varietal ou plantas hibridas em um campo e aplicar uma
dose herbicidicamente eficaz de dicamba ao campo para fins de contro-
le de ervas daninhas no campo sem prejudicar as plantas MON 87708.
Tal aplicacdo do herbicida dicamba pode ser pré-emergéncia, isto €,
qualquer tempo apods, a semente MON 87708 €& plantada e antes das
plantas MON 87708 exteriorizarem, ou pos-emergéncia, isto €, qualquer
tempo apos MON 87708 plantas exteriorizarem. Um outro método para
controle de ervas daninhas em um campo também é fornecido e consis-
te em aplicar uma dose eficaz do herbicida dicamba para controle de
ervas daninhas em um campo e em seguida plantar o evento de soja
MON 87708 no campo. Tal aplicacdo do herbicida dicamba seria preé-
plantagao, isto é, antes da semente MON 87708 ser plantada, e pode
ser feita qualquer tempo de pré-plantagao incluindo, mas nio limitado a,
aproximadamente 14 dias de pré-plantacdo a aproximadamente 1 dia
de pré-plantagéo. A invengcdo também fornece um meétodo para produ-
cao de semente de soja essencialmente sem as sementes de espécies
de ervas daninhas toxicas plantando as sementes da variedade de soja
tolerante dicamba MON 87708 em um campo, aplicando uma dose efi-

caz pos-emergéncia do herbicida dicamba suficiente para eliminar as
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espéecies de ervas daninhas toxicas ao campo, e coletando as semente
do campo. Uma dose herbicidicamente eficaz de dicamba do uso no
campo deve consistir em uma faixa de aproximadamente 0,0023 Kg
(0,005 libras) por acre a aproximadamente 3,63 Kg (8 libras) de dicam-
ba por acre ao longo de uma estagao de crescimento. Multiplas aplica-
c¢des de dicamba podem ser usadas ao longo de uma estacao de cres-
cimento, por exemplo, duas aplicagdes (tais como uma aplicacéo pré-
plantacdo e uma aplicacdo pds-emergéncia ou uma aplicacdo pre-
emergéncia e uma aplicacdo pos-emergéncia) ou trés aplicacdes (tais
como uma aplicagao pré-plantacdo, uma aplicacdo pré-emergéncia e
uma aplicagao pos-emergéncia).

[0060] Métodos para produgado de uma planta de soja tolerante a
herbicida compreendendo as sequéncias de DNA especificas e unicas
para o evento transgénico MON 87708 da invencdo sdo fornecidos.
Plantas transgénicas usadas nestes métodos podem ser homozigotas
ou heterozigotas para o transgene. As plantas de progénie produzidas
por estes métodos podem ser varietais ou plantas hibridas; podem ser
cultivadas de sementes produzidas por uma planta do evento de soja
MON 87708 e/ou de sementes produzidas por uma planta fertilizada
com o polen de uma planta do evento de soja MON 87708; e podem
ser homozigotas ou heterozigotas para o transgene. As plantas de
progénie podem ser posteriormente autopolinizadas para gerar uma
linhagem de melhoramento verdadeira de plantas, isto €, plantas ho-
mozigotas para o transgene, ou alternativamente podem ser cruzadas
exogamicamente, por exemplo, produzido com outra planta ndo relaci-
onada, para produzir um varietal ou uma semente ou planta hibridas.
[0061] Uma planta de soja que tolera a aplicagao do herbicida di-
camba pode ser produzida cruzando sexuadamente uma planta do
evento MON 87708 compreendendo uma molécula de nucleotideo
compreendendo a sequéncia da SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2 com
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outra planta de soja e por meio disso produz semente, que entao é cul-
tivada em plantas de progénie. Estas plantas de progénie entdo po-
dem ser tratadas com o herbicida dicamba para selecionar para plan-
tas de progénie que sao tolerantes ao herbicida dicamba. Alternativa-
mente, estas plantas de progénie podem ser analisadas usando méto-
dos diagndsticos para selecionar para plantas de progénie que contém
o evento MON 87708 DNA. Outra planta usada no cruzamento pode
ou pode nao ser tolerante ao herbicida dicamba e pode ou ndo ser
transgénica. A planta de progénie e/ou semente produzida podem ser
varietal ou semente hibrida. Na pratica deste método, a etapa de cru-
zar sexuadamente uma planta com outra planta, isto é, polinizagao
cruzada, pode ser realizada ou facilitada pela intervengédo humana, por
exemplo: por mdos humanas que coletam o pélen de uma planta e
contatam este pdlen com o estilo ou estigma de uma segunda planta;
por mdos humanas e/ou remocao de agdes, destruigcdo, ou cobertura
do estame ou anteras da planta (por exemplo, pelodespendoamento
ou pela aplicacdo de um gametocida quimico) para que a autopoliniza-
cao natural seja prevenida e a polinizagao cruzada teria que realizar-
se para a fertilizagao ocorrer; pela colocacdo humana de insetos poli-
nizantes em uma posicao de "polinizacédo direcionada" (por exemplo,
colocando colmeias em pomares ou campos ou pelo aprisionamento
de plantas com insetos polinizantes); por abertura humana ou remocao
de partes da flor para permitir a colocagado ou contato do pdlen estra-
nho no estilo ou macula (por exemplo, na soja que naturalmente tem
flores que impedem ou previnem a polinizagdo cruzada, tornando-as
naturalmente autopolinizantes obrigatorias sem intervengdo humana);
por colocacao seletiva de plantas (por exemplo, plantas intencional-
mente plantadas em proximidade polinizante); e/ou pela aplicacao de
produtos quimicos para precipitar a florescéncia ou criar a receptivida-

de (da macula do polen).
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[0062] Uma planta de soja que tolera a aplicagao do herbicida di-
camba pode ser produzida por autopolinizagdo de uma planta do even-
to MON 87708 compreendendo uma molécula de nucleotideo compre-
endendo a sequéncia da SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2 e por meio
disso produz a semente, que entdo € cultivada em plantas de progé-
nie. Estas plantas de progénie entdo podem ser tratadas com o herbi-
cida dicamba para selecionar para plantas de progénie que séo tole-
rantes ao herbicida dicamba. Alternativamente, estas plantas de pro-
génie podem ser analisadas usando métodos diagndsticos para sele-
cionar para plantas de progénie que contém o evento MON 87708
DNA. Na pratica deste método, a etapa de cruzamento sexuado de
uma planta com ela mesma, isto €, autopolinizacado, pode ser realizada
ou facilitada pela intervengdo humana, por exemplo: por maos huma-
nas que coletam o pdlen da planta e contatam este polen com o estilo
ou macula da mesma planta e em seguida opcionalmente previnem
fertilizacdo adicional da planta; por mdos humanas e/ou remocgao de
acdes, destruicdo, ou cobertura do estame ou anteras de outras plan-
tas proximas (por exemplo, pelo despendoamento ou pela aplicagao
de um gametocida quimico) para que a polinizagdo cruzada natural
seja prevenida e a autopolinizacao teria que realizar-se para a fertiliza-
cao ocorrer; pela colocacdo humana de insetos polinizantes em uma
posicao de "polinizagao direcionada" (por exemplo, pelo aprisionamen-
to de uma planta sozinha com insetos polinizantes); pela manipulagao
humana da flor ou suas partes para permitir a autopolinizacao; por co-
locacao seletiva de plantas (por exemplo, intencionalmente plantando
plantas além de proximidade polinizante); e/ou pela aplicagao de pro-
dutos quimicos para precipitar a florescéncia ou criar a receptividade
(da macula do polen).

[0063] As plantas de soja da progénie e as sementes englobadas

por estes métodos e produzidas usando estes métodos serdo distintas
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de outras plantas de soja, por exemplo, porque as plantas de soja de
progénie e sementes sdo recombinantes e como tais criadas por inter-
vengdo humana; sdo tolerantes ao herbicida dicamba; contém pelo
menos um alelo que consiste no DNA de transgene da invencao; e/ou
contém uma quantidade detectavel de uma sequéncia de polinucleoti-
deos selecionada a partir do grupo consistindo na SEQ ID NO: 1 e
SEQ ID NO: 2. Uma semente pode ser selecionada a partir de uma
planta de progénie individual, e contanto que a semente compreenda a
SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2, estara dentro do escopo da invengao.
[0064] Na pratica da invencao, duas plantas transgénicas diferen-
tes podem ser cruzadas para produzir a descendéncia hibrida que
contém dois genes heterdélogos independentemente segregantes. Au-
topolinizacdo da progénie apropriada pode produzir plantas que sao
homozigotas para ambos os genes. O retrocruzamento a uma planta
parental e cruzamento exogamico com uma planta ndo transgénica
também €& contemplado, como é a propagacao vegetativa. As descri-
cdes de outros métodos que sdo comumente usados para tragos dife-
rentes e colheitas podem ser achadas em uma de varias referéncias,
por exemplo, Fehr, em Breeding Methods for Cultivar Development,
Wilcox J. ed., American Society of Agronomy, Madison W| (1987).
[0065] As plantas e as sementes usadas nos métodos descritos
neste pedido também podem conter um ou mais transgenes adicio-
nais. Tal transgene pode ser qualquer sequéncia nucleotidica que co-
difica uma proteina ou a molécula de RNA conferindo um trago dese-
javel incluindo, mas n&o limitado a, resisténcia a insetos aumentada,
eficiéncia aumentada de uso de agua, desempenho de rendimento
aumentado, resisténcia aumentada a seca, qualidade de semente au-
mentada, qualidade nutritiva melhorada e/ou tolerancia aumentada a
herbicidas, na qual o trago desejavel € medido com respeito a uma

planta de soja sem tal transgene adicional.
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[0066] Os métodos da invengdo sao, por isso, uteis para, entre
outras coisas, controle de ervas daninhas em um campo ao cultivar
plantas para fins de producdo de semente e/ou partes vegetais do
evento de soja MON 87708 para fins agricolas ou de pesquisa, sele-
¢cao para a progénie do evento de soja MON 87708 para fins de pes-
quisa ou melhoramento vegetal, e producao de plantas de progénie e
sementes do evento de soja MON 87708.

[0067] As plantas, progénie, sementes, células vegetais, partes
vegetais (tais como polen, 6vulo, vagem, flor, tecido de raiz ou tronco,
e folhas), e produtos da invengcdo podem ser avaliados para composi-
cao de DNA, expresséo génica, e/ou expressao proteica. Tal avaliagao
pode ser feita usando qualquer método padrao, tal como PCR, nor-
thern blotting, Southern blotting, western blotting, imunoprecipitacao, e
ELISA ou usando os métodos da deteccdo e/ou os kits de deteccéao
fornecidos neste pedido.

[0068] Métodos para deteccdo da presenca de DNA derivado de
uma célula, tecido, semente, ou planta de soja do evento de soja MON
87708 em uma amostra sdo fornecidos. Um meétodo consiste em (i)
extragdo de uma amostra de DNA de pelo menos uma célula, tecido,
semente, ou planta de soja, (ii) contatar a amostra de DNA com um
par de iniciadores que € capaz de produzir um amplicon a partir do
evento MON 87708 DNA sob condi¢des apropriadas para a amplifica-
cao de DNA, (iii) execucdo de uma reacdo de amplificacdo de DNA, e
em seguida (iv) deteccdo da molécula de amplicon e/ou confirmagao
que a sequéncia nucleotidica do amplicon compreende uma sequéncia
nucleotidica especifica para o evento MON 87708, tal como um seleci-
onado a partir do grupo consistindo na SEQ ID NO: 1-8. O amplicon
deve ser aquele que é especifico para o evento MON 87708, tal como
um amplicon que compreenda a SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2. A

deteccdo de uma sequéncia nucleotidica especifica para o evento
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MON 87708 no amplicon é determinativa e/ou diagndstica para a pre-
senca de DNA especifico do evento de soja MON 87708 na amostra.
Um exemplo de um par de iniciadores que é capaz de produzir um
amplicon de DNA do evento MON 87708 sob condi¢cbes apropriadas
para a amplificacdo de DNA é fornecido como a SEQ ID NO: 10-11.
Outros pares de iniciadores podem ser prontamente projetados por um
com habilidade na técnica e compreenderiam pelo menos um fragmen-
to da SEQ ID NO: 6. Outro método para detectar a presengca de DNA
derivado de uma célula, tecido, semente, ou planta de soja do evento
de soja MON 87708 em uma amostra consiste em (i) extragcdo de uma
amostra de DNA de pelo menos uma célula, tecido, semente, ou plan-
ta de soja, (ii) contatar a amostra de DNA com uma sonda de DNA es-
pecifica para o evento MON 87708 DNA, (iii) permitir que a sonda e a
amostra de DNA hibridizem sob condi¢gdes estringentes de hibridiza-
cao, e em seguida (iv) deteccdo da hibridizacdo entre a sonda e a
amostra de DNA alvo. Um exemplo da sequéncia de uma sonda de
DNA que é especifica para o DNA do evento MON 87708 é fornecido
como a SEQ ID NO: 11. Outras sondas podem ser prontamente proje-
tadas por um versado na técnica e compreenderiam pelo menos um
fragmento da SEQ ID NO: 6. A deteccido da hibridizacdo da sonda a
amostra de DNA ¢é diagnodstica para a presenga do DNA especifico de
soja do evento MON 87708 na amostra. A auséncia da hibridizagao &
alternativamente diagnostica da auséncia do DNA especifico de soja
do evento MON 87708 na amostra.

[0069] Os kits de deteccdo de DNA sé&o fornecidos para que sejam
Uteis para a identificacdo do DNA de soja do evento MON 87708 em
uma amostra e também podem ser aplicados a métodos para produzir
plantas de soja que contém DNA do evento apropriado. Tais kits contém
iniciadores de DNA e/ou sondas que compreendem os fragmentos de

SEQ ID NO: 1-8. Um exemplo de tal kit compreende pelo menos uma
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molécula de DNA de comprimento suficiente de nucleotideos contiguos
da SEQ ID NO: 6 para funcionar como uma sonda de DNA util para de-
tectar a presenca e/ou auséncia de DNA derivado de soja do evento
transgénico MON 87708 em uma amostra. O DNA derivado de soja do
evento transgénico MON 87708 compreenderia SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO: 7 e/ou SEQ ID NO: 8. Uma molécula de DNA sufici-
ente para o uso como uma sonda de DNA é fornecido para que seja util
para determinacdo, deteccdo, ou diagndstico da presenca e/ou a au-
séncia do DNA derivado de soja do evento MON 87708 em uma amos-
tra é fornecido como a SEQ ID NO: 11. Outras sondas podem ser pron-
tamente projetadas por um com habilidade na técnica e devem compre-
ender pelo menos 15 nucleotideos contiguos da SEQ ID NO: 6 e ser
suficientemente unicas para o DNA derivado de soja do evento MON
87708 a fim de identificar o DNA derivado do evento. Outro tipo de kit
compreende um par de iniciadores util para produzir um amplicon util
para detectar a presenca e/ou a auséncia de DNA derivado de soja do
evento transgénico MON 87708 em uma amostra. Tal kit empregaria
um meétodo que compreende contatar uma amostra de DNA alvo com
um par de iniciadores como descrito neste pedido, entdo realizar uma
reacdo de amplificacdo de acidos nucleicos suficiente para produzir um
amplicon compreendendo SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7
e/ou SEQ ID NO: 8, e logo detectar a presencga e/ou auséncia do ampli-
con. Tal método também pode incluir o sequenciamento do amplicon ou
de um fragmento do mesmo, que seria determinativo, isto ¢, de diag-
ndstico para, a presenca do DNA derivado de soja do evento MON
87708 na amostra de DNA alvo. Outros pares de iniciadores podem ser
prontamente projetados por um com habilidade na técnica e devem
compreender pelo menos 15 nucleotideos contiguos da SEQ ID NO: 6 e
ser suficientemente unicos para o DNA derivado de soja do evento
MON 87708 a fim de identificar o DNA derivado do evento.
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[0070] A amplificagcdo de acido nucléico pode ser realizada por
qualquer um dos varios métodos de amplificagdo de acidos nucléicos
conhecidos na técnica, incluindo métodos térmicos de amplificagao.
Muitas técnicas sao conhecidas na técnica para detec¢ao, quantifica-
cao, e/ou sequenciamento do amplicon produzido por estes métodos.
Uma técnica exemplar Util na pratica desta invengdo ¢ TAQMAN® (PE
Applied Biosystems, Foster City, CA).

[0071] Os kits e os métodos de deteccdo da invencao sao uteis
para, entre outras coisas, identificar o evento de soja MON 87708, se-
lecionar variedades vegetais ou hibridas que compreendem o evento
de soja MON 87708, detectar a presenca de DNA derivado de soja do
evento transgénico MON 87708 em uma amostra, e monitorar as
amostras para presenca e/ou auséncia do evento de soja MON 87708
ou partes vegetais derivadas do evento de soja MON 87708.

[0072] A sequéncia do inserto de DNA heterdlogo, as sequéncias
de ligacao, ou as sequéncias que flanqueiam do evento de soja MON
87708 (com amostras de semente representativas depositadas como
ATCC PTA-9670) podem ser verificadas (e corrigidas se necessario)
amplificando tais sequéncias do evento usando iniciadores derivados
das sequéncias fornecidas neste pedido seguido pelo sequenciamento
de DNA padrédo do amplicon ou do DNA clonado.

[0073] Como usado neste pedido, o termo "compreendendo” signi-
fica "incluindo, mas nao limitado a".

[0074] Os seguintes exemplos estdo incluidos para demonstrar
exemplos de certas modalidades preferenciais da invengdo. Deve ser
apreciado por aqueles com habilidade na técnica que as técnicas descri-
tas nos exemplos que seguem representam abordagens que os invento-
res encontraram funcionar bem na pratica da invengéo, e dessa forma
podem ser considerados constituir exemplos de modos preferenciais pa-

ra sua pratica. Entretanto, aqueles com habilidade na técnica, na luz da
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presente revelacdo, devem apreciar que muitas modificagdes podem ser
feitas nas modalidades especificas que sao descritas e ainda obtém um
resultado parecido ou similar sem partir o espirito e escopo da invengao.
EXEMPLOS

Exemplo 1: Transformac&o de Soja A3525 e selecdo de evento MON
87708

[0075] A planta de soja MON 87708 foi produzida pela transforma-

cao de soja mediada por Agrobacterium. As células de soja foram

transformadas e regeneradas em plantas de soja intactas e as plantas
individuais foram selecionadas a partir da populacdo de plantas que
mostrou integridade do cassete de expressao vegetal e resisténcia a
dicamba. Desta populacdo, evento de planta de soja MON 87708 foi
selecionado e caracterizado.

[0076] A planta transgénica de soja MON 87708 tolerante a di-
camba foi desenvolvida pela transformacdo mediada por Agrobacte-
rium do tecido meristemal de soja utilizando vetor de transformacao
PV-GMHT4355. O método foi descrito na Patente U.S. No. 6.384.301
(neste pedido incorporada por referéncia), que permite a geracédo de
plantas transformadas sem utilizagdo de calo. Resumidamente, os te-
cidos meristemais foram extirpados dos embrides da semente de soja
A3525 germinada (Asgrow, St Louis, MO). Apds cocultivo com vetor
carreando Agrobacterium, os meristemas foram colocados em meio de
selegao contendo glifosato (Monsanto, St Louis, MO), sal dissédico de
carbenicilina, sal sédico de cefotaxima e mistura sal dissédico de ticar-
cilina/ clavulanato de potassio para inibir o crescimento de células ve-
getais nao transformadas e com Agrobacterium excessiva. Os meris-
temas entdo foram colocados em meios condutivos para desenvolvi-
mento de galhos e raizes. Plantas radiculadas com caracteristicas fe-
notipicas normais foram selecionadas e transferidas para o solo para

crescimento e avaliagao adicionais.
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[0077] As plantas RO geradas pela transformacédo acima menciona-
da foram transferidas para o solo para crescimento e logo autofecunda-
das para produzir a semente R1. Durante a autofecundacgéo subsequente
das plantas RO para produzir a geragdo R1, as insercdes nao ligadas de
T-DNA | (cassete de expressdo dmo) e T-DNA Il (cassete de expressao
cp4 epsps) foram segregadas. Uma dose néo letal de glifosato foi aplica-
da as plantas R1. Plantas com injurias menores foram selecionadas para
analises adicionais, ao passo que plantas que nao apresentaram injuria,
isto €, contendo T-DNA |l (cassete de cp4 epsps expressao) foram elimi-
nadas do desenvolvimento subsequente. Posteriormente, plantas RO
contendo somente um unico inserto T-DNA (isto €, cassete génico dmo)
foram identificadas. O cassete de expressdo T-DNA | compreendeu pro-
motor de Peanut Clorotic Streak Virus (PCISV) com uma regidao potencia-
lizadora duplicada (P-PCISV.FLt-enh); operacionalmente ligado a um li-
der de DNA derivado do transcrito de RNA de Tobacco Etch Virus (L-
TEV); operacionalmente ligado a uma molécula de DNA que codifica N-
terminal de peptideo transito de cloroplasto a partir da subunidade menor
da carboxilase 1,5-bisfosfato ribulose (SSU) de Pisum sativum (TS-RbcS-
3C); operacionalmente ligado a parte da proteina madura de subunidade
menor da carboxilase 1,5-bisfosfato ribulose (SSU) de Pisum sativum
(CR-RbcS-3C); operacionalmente ligado a uma molécula de DNA que
codifica um mono-oxigenase dicamba (DMO) de Stenotrophomonas mal-
tophilia (Pseudomonas maltophilia foi o nome original da fonte do gene
DMO. Este organismo fonte foi posteriormente reclassificado primeiro
como Xanthomonas maltophilia e logo depois como Stenotrophomonas
maltophilia); operacionalmente ligado a uma 3’ UTR da molécula de DNA
derivada do gene da subunidade menor da carboxilase 1,5-bisfosfato ri-
bulose de Pisum sativum (T-Ps. RbcS2-E9). As plantas foram seleciona-
das por uma combinacgao de técnicas analiticas, incluindo TagMan, anali-

se por PCR e pulverizacao de herbicida. O evento MON 87708 foi seleci-
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onado entre aproximadamente 2.400 eventos transgénicos individuais
baseados nas suas caracteristicas fenotipicas superiores, uma analise
de perfil molecular abrangente, e sua associacdo com haplétipo deseja-
vel. O Evento MON 87708 entdo foi cruzado com o evento MON 89788
(tolerante a glifosato). A progénie deste cruzamento foi tratada com di-
camba (Clarity®, BASF, Research Triangle Park, NC), glifosato (Roundup
WeatherMAX®, Monsanto Co, St Louis, MO), ou uma combinagdo de di-
camba e glifosato. Os tratamentos foram feitos em estagio de crescimen-
to vegetativo 3 (V3) pré-planta, pos-planta, e pos-planta no estagio de
reproducdo 1 (R1). As plantas tratadas foram classificadas quanto ao
percentual de inibicdo de crescimento em 14 dias apds o tratamento
(DAT) para o tratamento com herbicida pré-planta, 3 DAT para o trata-
mento pos-emergéncia no estagio VE, e tratamento 3 DAT pds-emer-
géncia no estagio R1. O herbicida(s) foi aplicado em varias propor¢cdes
por acre como mostrado na Tabela 1. As medidas percentuais de inibicdo
representam uma media das repetigdes.

Tabela 1: Teste de tolerancia a Dicamba e/ou Roundup WeatherMAX®
com MON89788 x MON 87708

Herbicida % de inibicao|% de inibicdo|% de inibicdo

(a.e. Taxa gm/ha (Ib/a)) em em 3 DAT|em 3 DAT
14 DAT PRE  |POS (V3) POS (R1)

N&o tratado/Sem herbicida 0,0 0,0 0,0

Roundup WeatherMAX® (3364 (0,0 0,0 0,0

(3.0)

Clarity® (2244 (2.0)) 0,0 10,0 20,0

Clarity®561 (0.5) e Roundup|0,0 5,0 10,0

WeatherMAX® (841 (0.75))

Clarity® (1120 (1.0)) e Roundup|0,0 7,5 12,5

WeatherMAX® (1682 (1.5))

Clarity® (2244 (2.0)) e Roundup|0,0 22,5 25,0

WeatherMAX® (3364 (3.0))
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[0078] O transgene de tolerancia a dicamba foi mapeado no even-
to de soja MON 87708 para ligagcao ao grupo 9 aproximadamente na po-
sicao 143,5 do mapa. A janela haplotipica 19743 e 19767 associada n&o
tem nenhum efeito sobre rendimento, maturidade, altura ou acamamen-
to. A informacéo sobre associagcao haplotipica é fornecida na Tabela 2
onde GM_A92205 indica o evento MON 87708.

Peticao 870210079027, de 27/08/2021, pag. 50/75



Tabela 2: Associagao haplotipica LG9, Pos 143°,5

Evento Janela haplotipica | HaplétipolD Rendimen- Maturidade | Altura Acamamen- Sequé’n?la Grupo ~de liga-
to to haplotipica ¢ao
GM_A92205 19743 1573355 0,00 -0,03 0,06 0,04 CGCTG 9
GM_A92205 19743 1573357 0,00 0,07 -0,03 -0,04 CGCTA 9
GM_A92205 19743 1573371 0,00 -0,09 -0,41 -0,09 CCCTG 9
GM_A92205 19743 1573373 0,00 -0,20 -0,01 -0,03 TG*GG 9
GM_A92205 19743 1573374 0,00 -0,08 -0,07 0,05 TG*GA 9
GM_A92205 19743 1573375 0,00 -0,15 0,05 0,04 CCCTA 9
GM_A92205 19743 1573376 0,00 -0,45 -0,14 0,00 TC*GG 9
GM_A92205 19767 1573486 0,00 0,00 -0,03 0,00 TACGGTC 9
GM_A92205 19767 1573493 0,00 0,00 0,22 0,00 AACAATT 9
GM_A92205 19767 1573494 0,00 0,00 0,03 0,00 TACAATC 9
GM_A92205 19767 1573495 0,00 0,00 0,07 0,00 TGAAACC 9
GM_A92205 19767 1573497 0,00 0,00 0,41 0,00 TACGGTT 9
GM_A92205 19767 1573499 0,00 0,00 -0,01 0,00 TGAAACT 9
GM_A92205 19767 1573500 0,00 0,00 0,06 0,00 TGAGACC 9
GM_A92205 19767 1573502 0,00 0,00 -0,07 0,00 AACAATC 9
GM_A92205 19767 1573503 0,00 0,00 0,08 0,00 AACGATC 9
GM_A92205 19767 1573504 0,00 0,00 0,07 0,00 TACAGTC 9
GM_A92205 19767 1573506 0,00 0,00 -0,03 0,00 AACGATT 9
GM_A92205 19767 1573507 0,00 0,00 0,20 0,00 TGAAATT 9
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Exemplo 2: Caracterizacdo das sequéncias de DNA de MON 87708
[0079] O DNA inserido no genoma da planta de soja MON 87708 e

a sequéncia flanqueadora foram caracterizados por analises molecula-

res detalhadas. Estas analises incluiram: a sequéncia do inserto, o
numero de insertos (numero de sitios de integracdo dentro do genoma
da soja), o numero de coépias (numero de cdpias de DNA transgénico
dentro de um locus), a integridade do cassete génico inserido, as se-
quéncias que flanqueiam, e a associagado da insercdo com regides de
haplétipo do genoma da soja.

[0080] Sondas moleculares de DNA que foram usadas incluiam a
regido de codificacdo intacta e seus respectivos elementos regulado-
res, os promotores, introns, e sequéncias de poliadenilacdo dos casse-
tes de expressao vegetais. A analise mostrou que MON 87708 contém
uma insercao de DNA transgénico unica com uma copia do cassete de
expressao. PCR inverso e as analises de sequéncia de DNA foram
realizados para determinar as ligagdes 5’ e 3’ do inserto ao genoma da
planta, confirmar a organizacdo dos elementos dentro do inserto (Figu-
ra 1), e determinar a sequéncia completa de DNA do inserto na planta
de soja MON 87708 (fornecido neste pedido como a SEQ ID NO: 5).
Uma planta de soja que compreende no seu genoma os elementos
genéticos ligados no transgene mostrados na Figura 1 e é resistente a
dicamba é um aspecto da invengao.

[0081] As sequéncias que flanqueiam a insercdo de DNA transgé-
nico em MON 87708 foram determinadas usando PCR inverso como
descrito em Ochman et al., 1990 (PCR Protocols: A guide to Methods
and Applications, Academic Press, Inc) e/ou técnicas de passagem
pelo genoma. O DNA gendémico vegetal foi isolado tanto da linhagem
A3525 como das linhagens de soja transgénicas do tecido cultivado
sob condicdes de estufa padrdo. Aproximadamente 1 grama do tecido

de folha jovem foi combinado com nitrogénio liquido e preso a um po
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perfeito usando um morteiro e pildo. O DNA foi extraido usando um kit
de extracdo de DNA gendmico Nucleon® PhytoPure® (RPN8511,
Amersham, Piscataway, NJ) de acordo com o protocolo do fabricante.
Apos a etapa final de precipitacdo, o DNA foi ressuspenso em 0,5 ml
de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM). Este método pode ser
modificado por um versado na técnica para extrair DNA de qualquer
tecido da soja, incluindo, mas n&o limitado a semente. Uma aliquota
de DNA foi digerida com endonucleases de restrigdo selecionadas ba-
seado na analise de restricdo do DNA transgénico. Apds auto-ligacao
dos fragmentos de restricdo, PCR foi realizado usando iniciadores pro-
jetados da sequéncia de DNA transgénico que amplificaria sequéncias
que se estendem das extremidades 5 e 3’ do DNA transgénico. Os
produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
e purificados utilizando um kit de purificacdo de gel da QIAGEN (Qia-
gen, Valencia, CA). Os produtos de DNA subsequentes foram sequen-
ciados diretamente usando protocolos de sequenciamento de DNA
padrao. A sequéncia que flanqueia a extremidade 5 que se estende
na borda direita da sequéncia do cassete de expressao do DNA trans-
génico é apresentada como a SEQ ID NO: 3 ([C], vide Figura 1). A se-
guéncia que flanqueia a extremidade 3’ que se estende na borda es-
querda da sequéncia do cassete de expressdo do DNA transgénico &
apresentada como a SEQ ID NO: 4 ([D], vide Figura 1). A porgcao de
DNA do cassete de expressao que esteve totalmente integrado no
DNA genbmico de A3525 é apresentada como a SEQ ID NO: 5 ([E],
vide Figura 1).

[0082] As sequéncias de molécula de DNA isoladas foram em
comparadas com a sequéncia do DNA transgénico para identificar a
sequéncia que flanqueia e o fragmento de DNA transgénico co-
isolado. A confirmacdo da presenca do cassete de expressao foi al-

cangada por PCR com iniciadores projetados baseado nos dados de-
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duzidos de sequéncia flanquedora e a sequéncia de DNA transgénico
conhecida. A sequéncia selvagem correspondente a mesma regiao na
qual o DNA transgénico foi integrado na linhagem transformada foi iso-
lada usando iniciadores projetados a partir das sequéncias que flan-
queiam em MON 87708. As reacdes de PCR foram realizadas usando
o sistema de amplificagcdo Elongase® (Invitrogen, Carlsbad, CA). As
sequéncias de DNA flanqueadoras em MON 87708 e a sequéncia sel-
vagem de A3525 foram analisadas contra multiplos bancos de dados
de nucleotideos e proteinas. Esta informacao foi usada para examinar
a relacédo do transgene com o genoma vegetal e procurar pela integri-
dade do sitio de inser¢do. A sequéncia flanqueadora e as sequéncias
de tipo selvagem foram usadas para projetar iniciadores para ensaios
TAQMAN® usados para identificar os eventos. Os ensaios de zigosi-
dade foram desenvolvidos usando esta informagao.

Exemplo 3: Ensaios TAQMAN® ponto final especificos para evento.

[0083] Este exemplo descreve um método de amplificagcdo térmica
TAQMAN® ponto final especifico para evento desenvolvido para identi-
ficar o evento MON 87708 em uma amostra. Exemplos de condi¢cbes
Uteis para o método TAQMAN® Ponto final Especifico para o evento
MON 87708 sdo como se segue: Etapa 1: agua 18 megohm ajustada
para o volume final de 10 ul. Etapa 2: 5,0 pyl Master Mix Universal 2X
(dNTPs, enzima, tampao) para um concentracao final 1X. Etapa 3: 0,5
Ml de Mix Iniciador de Evento-1 (SQ13570) e Iniciador de Evento-2
(SQ13571) (ressuspensos em agua 18 megohm a uma concentracéo
de 20 yM de cada iniciador) para a concentragao final de 1,0 uM (por
exemplo, em um tubo de microcentrifuga, para se alcancar 500 pl deve
ser adicionado seguinte em uma concentragdo final de 20uM: 100 pl
de Iniciador SQ13570 (SEQ ID NO: 9) em uma concentracao de 100
MM; 100 pl de Iniciador SQ13571 (SEQ ID NO: 10) em uma concentra-
cao de 100 uM; 300 pl de agua 18 megohm). Etapa 4: 0,2 pl de Sonda
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Sonda PB4655 6-FAM® MGB (ressuspensos em agua 18 megohm a
uma concentracdo de 10 uM (SEQ ID NO: 11) para a concentracéo
final de 0,2 uM. Etapa 5: 0,5 yl de Mistura de Iniciador de Controle In-
terno-1 e Iniciador de Controle Interno-2 (ressuspensos em agua 18
megohm para uma concentracdo de 20 uM de cada iniciador) para
uma concentracao final de 1,0 uM. Etapa 6: 0,2 uyl de Sonda Controle
Interno VIC™ a uma concentracio final de 0,2 yM (ressuspensos em
agua 18 megohm para uma concentragao de 10 uM) Etapa 7: 3,0 ul de
DNA Extraido (molde) de cada amostra com uma cada uma das se-
guintes compreendendo 1. Amostras de Folha a ser analisadas; 2.
Controle negativo (DNA ndo transgénico); 3. Controle negativo de
agua (nenhum molde); 4. Controle positivo DNA MON 87708. Etapa 8:
Condicdes de Termociclador como se segue: Um Ciclo a 50°C por 2
minutos; Um Ciclo a 95°C por 10 minutos; Dez Ciclos de 95°C por 15
segundos entdo 64°C por 1 minuto com -1°C/ciclo; Trinta Ciclos de
95°C por 15 segundos entdo 54°C 1 minuto; ciclo final de 10°C.

[0084] Os iniciadores de DNA usados no ensaio de ponto final sdo
os iniciadores SQ13570 (SEQ ID NO: 9), SQ13571 (SEQ ID NO: 10), e
a sonda PB4655 marcada com 6-FAM® (SEQ ID NO: 11). 6-FAM™ ¢
um produto corante fluorescente da Applied Biosystems (Foster City,
CA) ligado a sonda de DNA. Para sondas TAQMAN® MGB™, a ativida-
de 5’exonuclease da Tag DNA polimerase cliva a sonda na extremida-
de 95’, entre o fluoréforo e supressor. Quando hibridizado a fita de DNA
alvo, supressor e fluoréforo sdo separados o suficiente para produzir
um sinal fluorescente, dessa forma liberando fluorescéncia. SQ13570
(SEQ ID NO: 9) e SQ13571 (SEQ ID NO: 10) quando usados nestes
métodos de reacdo com PB4655 (SEQ ID NO: 11) produzem um am-
plicon de DNA que é diagnostico para o DNA de evento MON 87708.
Os controles desta analise devem incluir um controle positivo de soja

contendo DNA de evento MON 87708, um controle negativo de soja
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nao transgénica, e um controle negativo que n&o contenha nenhum
DNA molde. Adicionalmente, um controle da reagao de PCR inclui Ini-
ciadores de Controles Internos e uma Sonda de Controle Interno, es-
pecifica para um gene de cdpia unica no genoma de Glicina. Um ver-
sado na técnica sabera como desenhar iniciadores especificos para
um gene de codpia unica no genoma de Glicina. Estes ensaios sao oti-
mizados para uso tanto com um termocicaldor Applied Biosystems
GeneAmp® PCR System 9700 (funcionando na velocidade maxima)
quanto com um MJ Research DNA Engine PTC-225. Outros métodos
e aparelhos conhecido pelos versados na técnica que produzem am-
plicons que identificam o DNA do evento MON 87708 sao abrangidos
pela técnica.

[0085] Permitiu-se que plantas RO que demonstraram a presenca
do cassete de expressdo se desenvolvessem em plantas totalmente
maduras. Sondas desenhadas com base nas sequéncias do cassete
transgénico de tolerancia a dicamba foram usadas para marcar
Southern blots para determinar a ligacao. As plantas RO também foram
avaliadas para o numero de cépias do cassete de expressdo usando
uma combinacgdo de analise por Southern e TAQMAN® ponto final.
[0086] Um ensaio de zigosidade é util para determinar se uma
planta compreendendo um evento € homozigota para DNA de evento;
que esta compreendendo DNA exdgeno na mesma posi¢cdo em cada
cromossomo de um par cromossémico; ou heterozigoto para DNA de
evento, que esta compreendendo DNA exdégeno em somente um cro-
mossomo de um par cromossémico; ou € nulo para DNA de evento,
que é selvagem. O método de amplificacéo térmica TAQMAN® ponto
final também foi usado para desenvolver ensaios de zigosidade para o
evento MON 87708. Este exemplo descreve um método de amplifica-
cao térmica TAQMAN® ponto final especifico para evento desenvolvido

para determinar a zigosidade do evento MON 87708 em uma amostra.
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Para este ensaio, um ensaio trés iniciadores foi empregado em que o
iniciador SQ20632 (SEQ ID NO: 12) hibridiza e se estende especifica-
mente da ligacdo 3’ do DNA exdgeno inserido e DNA genémico, o ini-
ciador SQ20636 (SEQ ID NO: 13) hibridiza e estende-se especifica-
mente do lado que flanqueia 3° o DNA do DNA exoégeno inserido, e o
iniciador SQ20637 (SEQ ID NO: 14) hibridiza e estende-se especifi-
camente de DNA gendmico no qual esteve integrado o DNA exdgeno
inserido. Os trés iniciadores sao diagnosticos para o evento. Neste
exemplo, o iniciador SQ20636 (SEQ ID NO: 13) e o iniciador SQ20632
(SEQ ID NO: 12) e a sonda oligonucleotidica PB10130 marcada com
6-FAM® (SEQ ID NO: 15) sdo diagnosticos quando ha uma copia de
DNA exogeno inserido. Neste exemplo, SQ20636 (SEQ ID NO: 13) e o
iniciador SQ20637 (SEQ ID NO: 14) e a sonda oligonucleotidica
PB10131 marcada com VIC™ (SEQ ID NO: 16) sdo diagndsticos
quando ndo ha nenhuma coépia presente do DNA exdgeno inserido no
DNA genbmico, isto €, selvagem. Quando os trés iniciadores e duas
sondas sao misturados em uma reacdo de PCR com DNA extraido de
uma planta homozigota para o evento MON 87708, ha um sinal fluo-
rescente somente sonda oligonucleotidica PB10130 marcada com 6-
FAM® (SEQ ID NO: 15) que é indicativo de diagndstico de uma planta
homozigota para o evento MON 87708. Quando os trés iniciadores e
duas sondas sao misturados em uma reagado de PCR com DNA extra-
ido de uma planta heterozigota para o evento MON 87708, ha um sinal
fluorescente tanto da sonda oligonucleotidica PB10130 marcada com
6-FAM® (SEQ ID NO: 15) quanto da sonda oligonucleotidica PB10131
marcada com VIC™ (SEQ ID NO: 16) que ¢ indicativo de diagndstico
uma planta heterozigota para o evento MON 87708. Quando os trés
iniciadores e duas sondas sdo misturados em uma reacdo de PCR
com DNA extraido de uma planta que é nula para o evento MON
87708 (isto é, selvagem), ha um sinal fluorescente somente da sonda
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oligonucleotidica PB10131 marcada com VIC™ (SEQ ID NO: 16) que
€ indicativo de diagnostico de uma nulidade vegetal do evento MON
87708, isto ¢, selvagem. Exemplos de condi¢cbes uteis para este méto-
do sdo como se segue: Etapa 1: agua 18 megohm ajustada para o vo-
lume final de 10 pl. Etapa 2: 5,0 pl Master Mix Universal 2X (Applied
Biosystems cat # 4304437; dNTPs, enzima, tamp&o) para uma con-
centracdo final 1X. Etapa 3: 0,5 pl de Iniciadores de Zigosidade
SQ20632, SQ20636, SQ20637 (ressuspensos em agua 18 megohm a
uma concentracdo de 20 yM de cada iniciador) para uma concentra-
cao final de 1,0 uM. Etapa 4: 0,2 yl de Sonda 6-FAM® PB10130 (SEQ
ID NO: 15) (ressuspensos em agua 18 megohm a uma concentragao
de 10 uM) para uma concentracdo final de 0,2 uyM. Etapa 5: 0,2 ul
Sonda VIC™ PB10131 (SEQ ID NO: 16) (ressuspensos em agua 18
megohm a uma concentracdo de 10 yM) para uma concentragao final
0,2 uM. Etapa 6: 3,0 yl de DNA Extraido (molde) de cada amostra com
cada uma das seguintes compreendendo 1. As Amostras de Folha a
serem analisadas (4-80 ng de DNA gendmico diluidos em agua); 2.
Controle negativo (DNA de soja nado transgénico; 4ng diluido em
agua); 3. Controle negativo em agua (nenhum molde; solugcdo na qual
DNA foi ressuspenso); 4. Controle positivo de DNA gendémico do even-
to MON 87708 heterozigoto conhecido (4 ng diluidos em agua); 5. 4.
Controle positivo de DNA gendémico do evento MON 87708 homozigo-
to conhecido (4 ng diluidos em agua). Etapa 7: Misturar delicadamen-
te. Etapa 8: Condi¢des do Termociclador usando os termocicladores
Applied Biosystems GeneAmp® PCR System 9700 (funcionando com a
velocidade maxima) ou MJ Research DNA Engine PTC-225 sdo como
se segue: Um Ciclo a 50°C por 2 minutos; um ciclo a 95°C por 10 mi-
nutos; Dez Ciclos (de 95°C por 15 segundos entdo 64°C por 1 minuto
(-1°Clciclo); Trinta Ciclos (de 95°C por 15 segundos entdo 54°C por 1

minuto); 10 a 20 ciclos adicionais opcionais (95°C por 15 segundos
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entdo 64°C por 1 minuto (-1°C/ciclo) pode fornecer separacdo demo-
grafica mais distinta durante a analise Ponto final TagMan®; Um ciclo a
10°C mantido.

Exemplo 4: Identificacdo de evento MON 87708 em qualquer atividade
de melhoramento de MON 87708

[0087] O seguinte exemplo descreve como cada um pode identifi-

car o evento MON 87708 dentro da progénie de qualquer atividade de
melhoramento usando evento de soja MON 87708.

[0088] Os pares de iniciadores de evento de DNA sio usados para
produzir um diagnostico de amplicon do evento de soja MON 87708.
Um diagndstico de amplicon de MON 87708 compreende pelo menos
uma sequéncia de ligacao, fornecida como a SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID
NO: 2 ou SEQ ID NO: 7 ou SEQ ID NO: 8. Os pares de iniciadores do
evento que produzirdo um amplicon diagnostico de MON 87708 inclu-
em pares de iniciadores baseados nas sequéncias flanqueadoras € o
cassete de expressao inserido. Para adquirir um amplicon diagndstico
no qual a SEQ ID NO: 1 é encontrada, projetar-se-ia uma molécula de
iniciador de sentido direto baseada na SEQ ID NO: 3 de bases 1 a
1126 e uma molécula de iniciador de sentido reverso baseada na se-
quéncia de DNA de cassete de expressao inserida (SEQ ID NO: 5 a
partir de posi¢cdes 1 a 3003) no qual as moléculas de iniciadores séo
de comprimento suficiente de nucleotideos contiguos para hibridizar
especificamente a SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 5. Para adquirir um
amplicon diagnostico no qual a SEQ ID NO: 2 é encontrada, projetar-
se-ia uma molécula de iniciador de sentido direto baseada na sequén-
cia de DNA de cassete de expressao inserida (SEQ ID NO: 5 a partir
de posi¢cdes 1 a 3003) e uma molécula de iniciador de sentido reverso
baseada na sequéncia 3’ flanqueadora (SEQ ID NO: 4 a partir de ba-
ses 131 a 1947), no qual as moléculas de iniciadores sdo de compri-

mento suficiente de nucleotideos contiguos para hibridizar especifica-
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mente a SEQ ID NO: 4 e SEQ ID NO: 5. Para fins praticos, deve-se
projetar iniciadores que produzem amplicons de uma faixa de tamanho
limitada, por exemplo, entre 100 e 1000 bases. Amplicons menores
(comprimento de polinucleotideo mais curto) em geral sdo mais confi-
antemente produzidos em reacdes PCR, permitem tempos de ciclo
mais curtos, e podem ser facilmente separados e visualizados em géis
de agarose ou adaptados ao uso em ensaios similares a TAQMAN® de
ponto final. Amplicons menores podem ser produzidos e detectados
por métodos conhecidos na técnica de deteccdo de DNA de amplicon.
Além disso, amplicons produzidos usando os pares de iniciadores po-
dem ser clonados em vetores, propagados, isolados e sequenciados
ou podem ser sequenciados diretamente com métodos bem estabele-
cidos na técnica. Qualquer par de iniciadores derivado da combinagao
da SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 5 ou a combinagao da SEQ ID NO: 4
e SEQ ID NO: 5 que sao uteis em um meétodo de amplificacdo de DNA
para produzir um diagnéstico de amplicon de MON 87708 ou a progé-
nie do mesmo € um aspecto da invencdo. Qualquer molécula de inici-
ador de polinucleotideo de DNA isolada unica compreendendo pelo
menos 11 nucleotideos contiguos da SEQ ID NO: 3, ou seu comple-
mento que € util em um método de amplificagdo de DNA para produzir
um diagnodstico de amplicon de MON 87708 ou progénie do mesmo é
um aspecto da invencédo. Qualquer molécula de iniciador de polinucle-
otideo de DNA isolada unica compreendendo pelo menos 11 nucleoti-
deos contiguos da SEQ ID NO: 4, ou seu complemento que é util em
um método de amplificacdo de DNA para produzir um diagndstico de
amplicon de MON 87708 ou progénie do mesmo € um aspecto da in-
vencao. Qualquer molécula de iniciador de polinucleotideo de DNA
isolada unica compreendendo pelo menos 11 nucleotideos contiguos
da SEQ ID NO: 5, ou seu complemento que € util em um método de

amplificacdo de DNA para produzir um diagnostico de amplicon de
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MON 87708 ou progénie do mesmo é um aspecto da invencao.

[0089] Um exemplo das condi¢cdes de amplificacdo desta analise é
ilustrado no Exemplo 3. Entretanto, qualquer modificacdo destes mé-
todos ou uso de iniciadores de DNA homdlogos ou complementares a
SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4 ou sequéncias de DNA dos elementos
genéticos contidos no inserto de transgene (SEQ ID NO: 5) de MON
87708 que produzem um diagnostico de amplicon de MON 87708 esta
dentro da técnica. Um diagndstico de amplicon compreende uma mo-
[écula de DNA homdlogo ou complementar a pelo menos um DNA de
ligacdo de transgene / DNA de ligagdo genémica (SEQ ID NO: 1 ou
SEQ ID NO: 2 ou SEQ ID NO: 7 ou SEQ ID NO: 8), ou uma porcgao
substancial dos mesmos.

[0090] Uma analise da amostra de tecido vegetal do evento MON
87708 deve incluir um controle de tecido positivo do evento MON
87708, um controle negativo de uma planta de soja que nao € evento
MON 87708 (por exemplo, mas nao limitada a A3525), e um controle
negativo que ndo contém nenhum DNA gendmico de soja. Um par de
iniciadores que amplificara uma molécula de DNA de soja enddgeno
servira como um controle interno das condi¢ées de amplificacdo de
DNA. Sequéncias de iniciadores adicionais podem ser selecionadas a
partir da SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, ou SEQ ID NO: 5 pelos versa-
dos na técnica de métodos de amplificacdo de DNA, e as condi¢des
selecionadas para a produgao de um amplicon pelos métodos mostra-
dos no Exemplo 3 podem diferenciar-se, mas resultar em um diagnds-
tico de amplicon do evento MON 87708 DNA. O uso destas sequén-
cias de iniciadores de DNA com modificacbes aos métodos do Exem-
plo 3 esta dentro do escopo da invengdo. O amplicon produzido pelo
menos por uma sequéncia de iniciador de DNA derivada da SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, ou SEQ ID NO: 5 que é diagnéstico para MON
87708 é um aspecto da invengao.
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[0091] Os kits de deteccdo de DNA contém pelo menos um inicia-
dor de DNA de comprimento suficiente de nucleotideos contiguos deri-
vados da SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, ou SEQ ID NO: 5, que quando
usados em um método de amplificagdo de DNA produz um diagndstico
de amplicon de MON 87708 ou sua progénie € um aspecto da inven-
cao. Uma planta MON 87708 de soja, parte vegetal, célula vegetal,
semente, ou produto que produzira um diagndstico de amplicon de
MON 87708 quando testados em um método de amplificagdo de DNA
€ um aspecto da invengao. O ensaio do amplicon de MON 87708 pode
ser realizado usando um Sistema Applied Biosystems GeneAmp® PCR
9700 (executado em velocidade maxima) ou ciclador térmico MJ Re-
search DNA Engine PTC-225 ou qualquer outro sistema de amplifica-
¢cao que possa ser usado para produzir um diagnostico de amplicon de
MON 87708 como mostrado no Exemplo 3.

[0092] Um depdsito de uma amostra representativa da semente do
evento de soja MON 87708 descrita acima e citada nas reivindicagbes
foi feito de acordo com o Tratado de Budapeste com o American Type
Culture Collection (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas,
VA. 20110. O numero de acesso ATCC deste depdsito € PTA-9670. O
depdsito sera mantido no depdsito durante um periodo de 30 anos, ou
5 anos apos pedido ultimo, ou para a vida util da patente, tudo o que
for mais longo, e sera substituido de acordo com a necessidade duran-
te aquele periodo.

[0093] Tendo ilustrado e descrito os principios da invencao, deve
ser evidente para os versados na técnica de que a invencéo pode ser
modificada em arranjo e detalhe sem se afastar de tais principios. Rei-
vindicamos todas as modificacbes que estdo dentro do espirito e do

escopo das reivindicacdes acrescentadas.
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REIVINDICACOES

1. Molécula de DNA recombinante, caracterizada pelo fato
de que consiste em uma molécula de nucleotideo consistindo em uma
sequéncia nucleotidica selecionada a partir do grupo consistindo em
SEQ ID NOs: 1 a4 e 6 a 8, e complementos completos da mesma.

2. Molécula de DNA recombinante de acordo com a reivindi-
cacao 1, caracterizado pelo fato de que é derivada do evento de soja
transgénica MON 87708, uma amostra representativa do qual deposi-
tada como ATCC PTA-9670.

3. Molécula de DNA recombinante de acordo com a reivindi-
cacao 1, caracterizada pelo fato de que a referida molécula de DNA é
derivada do evento de soja MON 87708, uma amostra representativa do
gual depositada como ATCC PTA-9670.

4. Molécula de DNA recombinante de acordo com a reivindi-
cacao 1, caracterizada pelo fato de que a referida molécula de DNA é
um amplicon diagndstico da presenca de DNA derivado do evento MON
87708.

5. Molécula de DNA, caracterizada pelo fato de que é uma
sonda compreendendo a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 11,
SEQ ID NO: 15 ou complementos das mesmas.

6. Par de moléculas de DNA, caracterizado pelo fato de que
consiste em uma primeira molécula de DNA compreendendo a sequén-
cia de nucleotideo de SEQ ID NO: 9 e uma segunda molécula de DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 10.

7. Método de deteccdo da presenca de uma molécula de
DNA derivada do evento de soja MON 87708 em uma amostra, carac-
terizado pelo fato de que compreende:

a. contato de uma amostra com a sonda de DNA como defi-
nida na reivindicacao 5;

b. submissao da referida amostra e da referida sonda de
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DNA a condi¢Oes de hibridizagao estringentes; e

c. deteccéo da hibridizacdo da referida sonda de DNA com
uma molécula de DNA na referida amostra, em que a hibridizacdo da
referida sonda de DNA a referida molécula de DNA indica a presenca
de uma molécula de DNA derivada do evento de soja MON 87708 na
referida amostra,

uma amostra representativa de sementes de soja compreen-
dendo o evento de soja MON 87708 tendo sido depositada como ATCC
PTA-9670.

8. Método de deteccdo da presenca de uma molécula de
DNA derivada do evento de soja MON 87708 em uma amostra, carac-
terizado pelo fato de que compreende:

a. contato de uma amostra com o par de moléculas de DNA
como definido na reivindicacéo 6;

b. execucdo de uma reacdo de amplificacdo suficiente para
produzir amplicon de DNA compreendendo uma sequéncia selecionada
a partir do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 1 a4 e 6 a 8, e comple-
mentos completos da mesma; e

c. deteccéo da presenca do referido amplicon de DNA na re-
ferida reacdo, em que a presenca do referido amplicon de DNA na refe-
rida reacdo indica a presenca de uma molécula de DNA derivada do
evento de soja MON 87708 na referida amostra,

uma amostra representativa de sementes de soja compreen-
dendo o evento de soja MON 87708 tendo sido depositada como ATCC
PTA-9670.

9. Kit de deteccdo de DNA, caracterizado pelo fato de que
compreende:

a. a sonda como definida na reivindicagao 5; ou

b. o par de moléculas de DNA como definido na reivindicacdo
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