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DESCRIPCION
Plantas de algodon resistentes a los insectos y métodos para identificacion de las mismas.

Campo de la Invencion

Esta invencion se refiere a plantas transgénicas de algoddén, material y semillas de plantas, caracterizadas por
albergar un evento de transformacion especifico, particularmente por la presencia de un gen que codifica una
proteina que confiere resistencia a los insectos, en una localizacion especifica en el genoma del algodén. Las
plantas de algodén de la invencion combinan el fenotipo de resistencia a los insectos con una eficiencia agronémica,
estabilidad genética y adaptabilidad a diferentes sustratos genéticos equivalentes a la linea de algodon no
transformada en ausencia de insectos. Esta invencion proporciona adicionalmente métodos y kits para identificar la
presencia de material de plantas que comprende especificamente el evento de transformacién EE-GH5 en muestras
bioldgicas.

Antecedentes de la Invencién

La expresion fenotipica de un transgén en una planta estd determinada a la vez por la estructura del gen
propiamente dicha y por su localizacion en el genoma de planta. Al mismo tiempo, la presencia del transgén (en un
DNA extrafio) en diferentes localizaciones en el genoma influird en el fenotipo global de planta de diferentes
maneras. La introduccion con éxito agrondémica o industrialmente de un rasgo comercialmente interesante en una
planta por manipulacion genética puede ser un procedimiento laborioso que depende de diferentes factores. La
transformacion y regeneracion real de plantas transformadas genéticamente son solo el primero en una serie de
pasos de seleccion, que incluyen caracterizacion genética extensa, mejora genética, y evaluacion en pruebas de
campo, conduciendo finalmente a la seleccién de un evento de élite.

La fibra de algodén es el articulo textil individual mas importante mundialmente. Aproximadamente 80 millones de
acres (32 millones de hectareas) de algodon se recolectan anualmente a lo largo del globo terraqueo. El algodon es
la quinta cosecha mas importante en los Estados Unidos en términos de produccion en hectareas, con mas de 15
millones de acres (6 millones de hectareas) plantadas en 2000.

Las especies de insectos mas dafinas que se alimentan de algodén son Helicoverpa zea (oruga de las mazorcas del
maiz u oruga de las capsulas del algodén), Helicoverpa armigera (oruga de las capsulas del algodéon americano),
Heliothis virescens (oruga de los brotes del tabaco) y Helicoverpa punctigera.

La identificacion inequivoca de un evento de élite estda adquiriendo importancia creciente teniendo en cuenta las
discusiones en Novel Food/Feed, segregacion de productos GMO y no-GMO vy la identificacion de material
patentado. Idealmente, dicho método de identificacion es a la vez rapido y sencillo, sin necesidad de un montaje
extenso de laboratorio. Adicionalmente, el método deberia proporcionar resultados que permitan la determinacion
inequivoca del evento de élite sin interpretacion de expertos, pero que se cumplan bajo escrutinio de expertos en
caso necesario. Instrumentos especificos para uso en la identificacion del evento de élite EE-GH5 en muestras
bioldgicas se describen en esta memoria.

EE-GH5 ha sido identificado como un evento de élite de una poblacién de plantas transgénicas de algodén en el
desarrollo de algodon resistente a los insectos (Gossypium hirsutum) que comprende un gen que codifica una
proteina cristalina insecticida de Bacillus thuringiensis. Las plantas transgénicas de algodéon contienen un gen
quimérico que codifica una proteina cristalina insecticida Bt (como se describe en WO 03/093484) bajo control de un
promotor expresable en plantas.

Plantas de algodon que comprenden un gen de resistencia a los insectos han sido descritas en la técnica. Sin
embargo, ninguna de las descripciones de la técnica anterior propone o sugiere la presente invencion.

Sumario de la Invencién

La presente invencion se refiere a una planta transgénicas de algodén que comprende, integrada de manera estable
en su genoma, una casete de expresion que comprende un gen de resistencia a los insectos que comprende la
secuencia codificante del gen cry1Ab (como se describe en el Ejemplo 1.1 en esta memoria), que es resistente a los
insectos y, en ausencia de presion de insectos, tiene una eficiencia agrondémica que es sustancialmente equivalente
a la linea iségena no transgénica como se caracteriza en las reivindicaciones. Bajo presion de insectos, la planta
tendra un fenotipo agrondmico superior comparada con la planta no transgénica.

De acuerdo con la presente invencion, la planta de algodon comprende el evento de élite EE-GH5.

Mas especificamente, la presente invencion se refiere a una planta transgénica de algodén, cuyo DNA genémico se
caracteriza por el hecho de que, cuando se utiliza en un protocolo de identificacion PCR como se describe en esta
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memoria, utilizando dos cebadores dirigidos a la regién flanqueante 5' o 3' de EE-GH5 y el DNA extrafio,
respectivamente, produce un fragmento que es especifico para EE-GH5. Los cebadores pueden estar dirigidos
contra la region flanqueante 5' dentro de SEQ ID No. 1 y el DNA extrafio respectivamente, de tal modo que los
cebadores comprenden o estan constituidos por la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 7 y SEQ ID No. 8
respectivamente, y producen un fragmento de DNA que tiene entre 100 y 700 pb, con preferencia aproximadamente
129 pb. Los cebadores pueden estar dirigidos también contra la region flanqueante 3' dentro de SEQ ID No. 2 y el
DNA extrafio respectivamente, de tal modo que los cebadores comprenden o estan constituidos por la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID No. 3 y SEQ ID No. 6 respectivamente, y producen un fragmento de DNA que contiene entre
300 y 700 pb, con preferencia aproximadamente 369 pb.

La semilla de referencia que comprende el evento de élite de la invencion ha sido depositada en la ATCC bajo el
numero de acceso PTA-8171, Una realizacion de la invencién es la semilla que comprende el evento de élite EE-
GH5 depositada con el nimero de acceso ATTC PTA-8171, que se desarrollaran en una planta de algodon
resistente a los insectos, particularmente Helicoverpa sp. o Heliothis sp. La semilla del depdsito ATCC numero
PTA8171, es un lote de siembra constituido por al menos aproximadamente 95% de almendras transgénicas
homocigoéticas para el transgén, que comprenden el evento de élite de la invencién, que se desarrollaran en plantas
resistentes a los insectos, siendo las plantas también plantas tolerantes a glufosinato. La semilla puede sembrarse y
las plantas en crecimiento pueden tratarse con glufosinato como se describe en esta memoria para obtener 100% de
plantas tolerantes a glufosinato, que comprenden el evento de élite de la invencion. La invencion se refiere
adicionalmente a células, tejidos, progenie, y descendientes procedentes de una planta que comprende el evento de
élite de la invencion desarrollada a partir de la semilla depositada en la ATCC que tiene el nimero de acceso PTA-
8171. Se describen también en esta memoria plantas que pueden obtenerse por propagacion de y/o mejora genética
de una planta de algodén que comprende el evento de élite de la invencidon desarrollado a partir de la semilla
depositada en la ATCC que tiene el nimero de acceso PTA-8171. La invencién se refiere también a plantas de
algodén que comprenden el evento de élite EE-GH5.

La invencion se refiere adicionalmente a un método para identificacién de una planta transgénica, o células o tejidos
de la misma, que comprenden el evento de élite EE-GH5, método que esta basado en la identificacion de la
presencia de secuencias caracterizadoras de DNA o aminoacidos codificados por dichas secuencias de DNA en la
planta transgénica, células o tejidos como se caracterizan en las reivindicaciones. De acuerdo con una realizacion
preferida de la invencion, tales secuencias caracterizadoras de DNA son secuencias de 15 pares de bases (pb),
preferiblemente 20 pb, muy preferiblemente 30 pb o0 mas que comprenden el sitio de insercion del evento, es decir a
la vez una parte de DNA extrafio y una parte del genoma de algodén (sea en la region flanqueante 5' o 3') contigua
al mismo, que permiten la identificacion especifica del evento de élite.

La presente invencién se refiere adicionalmente a métodos para identificar el evento de élite EE-GH5 en muestras
bioldgicas, métodos que estan basados en cebadores que reconocen especificamente la secuencias flanqueantes 5'
y/o 3' de EE-GH5.

Mas especificamente, la invencion se refiere a un método que comprende amplificar una secuencia de un acido
nucleico presente en muestras bioldgicas, utilizando una reacciéon en cadena de polimerasa con al menos dos
cebadores, uno de los cuales reconoce la regién flanqueante 5' o 3' de EE-GHS5, reconociendo el otro una secuencia
dentro del DNA extrafio, preferiblemente para obtener un fragmento de DNA de entre 100 y 500 pb. Los cebadores
pueden reconocer una secuencia dentro de la region flanqueante 5' de EE-GH5 (SEQ ID No. 1, desde la posicion 1 a
la posicion 98 o SEQ ID No. 16 desde la posicion 1 a la posicion 563) o dentro de la region flanqueante 3' de EE-
GH5 (complemento de SEQ ID No. 2 desde la posicion 41 a la posicion 452) y una secuencia dentro del DNA
extrafio (complemento de SEQ ID No. 1 desde la posicion 99 a la posicién 334 o SEQ ID No. 2 desde la posicion 1
a la posicién 40), respectivamente. El cebador que reconoce la region flanqueante 5' puede comprender la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 7 o SEQ ID No. 17, y el cebador que reconoce la secuencia dentro del
DNA extrafio puede comprender la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 18 o SEQ ID No. 19
descritas en esta memoria. El cebador que reconoce la region flanqueante 3' puede comprender la secuencia de
nucleotidos de SEQ ID No. 6 y el cebador que reconoce una secuencia dentro del DNA extrafio puede comprender
la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 3 descrita en esta memoria.

La presente invenciodn se refiere mas especificamente a un método para identificacién del evento de élite EE-GH5 en
diversas muestras, método que comprende amplificar una secuencia de un acido nucleico presente en una muestra
bioldgica, utilizando una reaccion en cadena de polimerasa con dos cebadores que tienen resistencia a los
nucledtidos de SEQ ID No. 3 y SEQ ID No. 6 respectivamente, para obtener un fragmento de DNA de
aproximadamente 369 pb.

El evento de élite presente comprende una secuencia de DNA extrafio en donde ha tenido lugar una ligera
transposicion cuando se compara con el DNA utilizado inicialmente para el procedimiento de transformacion, siendo
la transposicion exclusiva para el evento de élite EE-GH5. De acuerdo con ello, la invencion se refiere también a un
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método para identificacion del evento de élite EE-GH5 en muestras biologicas, método que comprende amplificar
una secuencia de un acido nucleico presente en una muestra bioldgica, utilizando una reacciéon en cadena de
polimerasa con dos cebadores que flanquean la transposicion exclusiva de DNA extrafio en EE-GHS5, tales como los
cebadores que comprenden o tienen la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 10 y SEQ ID No. 11, para obtener
un fragmento de DNA de aproximadamente 262 pares de bases.

La presente invencion se refiere adicionalmente a las secuencias flanqueantes especificas de EE-GH5 descritas en
esta memoria, que pueden utilizarse para desarrollar métodos de identificacion especificos para EE-GH5 en
muestras biolégicas. Tales secuencias flanqueantes especificas pueden utilizarse también como material de control
de referencia en ensayos de identificacion. Mas particularmente, la invencién se refiere a las regiones flanqueantes
5'y/o 3' de EE-GH5 que pueden utilizarse para el desarrollo de cebadores y sondas especificos como se describen
mas adelante en esta memoria. Se describen también moléculas de acido nucleico que abarcan las transposiciones
especificas dentro del DNA extrafio de EE-GH5, tales como una molécula de acido nucleico que comprende la
secuencia de SEQ ID No. 12 desde la posicion del nucleotido 52 a la posicion del nucleétido 88, o que comprenden
la secuencia de SEQ ID No. 12. También son adecuadas como material de referencia moléculas de acido nucleico,
con preferencia de aproximadamente 369 pares de bases, que comprenden la secuencia que puede ser amplificada
por cebadores que tienen la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 3y SEQ ID No. 6.

La invencién se refiere adicionalmente a métodos de identificacién para la presencia de EE-GH5 en muestras
bioldégicas basados en el uso de tales cebadores o sondas especificos. Los cebadores pueden estar constituidos por
una secuencia de nucledtidos de 17 a aproximadamente 200 nucleétidos consecutivos seleccionados de la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 1 desde el nucledtido 1 al nucleétido 98 de la secuencia de nucledtidos de
SEQ ID No. 16 desde el nucledtido 1 al nucleétido 563 o el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID
No. 2 desde el nucleétido 41 al nucledtido 452) combinado con iniciadores constituidos por una secuencia de
nucledtidos de 17 a aproximadamente 200 nucleétidos consecutivos seleccionados del complemento de la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 1 desde el nucledtido 99 al nucleétido 334 o la secuencia de nucleétidos de
SEQ ID No. 2 desde el nucledtido 1 al nucleétido 40. Los cebadores pueden comprender también estas secuencias
de nucledtidos localizadas en su extremo 3’ ultimo, y comprender adicionalmente secuencias no afines o secuencias
derivadas de las secuencias de nucleétidos mencionadas, pero que comprenden apareamientos erréneos.

La invencién se refiere adicionalmente a kits para la identificacion del evento de élite EE-GH5 en muestras
biolégicas, comprendiendo dichos kits al menos un cebador o sonda que reconoce especificamente la region
flanqueante 5' o 3' de EE-GHS5, o la transformacion especifica dentro de la secuencia de DNA extrafio en EE-GH5.

El kit de la invencidon comprende, ademas de un cebador que reconoce especificamente la region flanqueante 5' o 3'
de EE-GHS5, un segundo cebador que reconoce especificamente una secuencia dentro del DNA extrafio de EE-GHS5,
para uso en un protocolo de identificacion PCR. Los kits de la invencién pueden comprender al menos dos
cebadores especificos, uno de los cuales reconoce una secuencia dentro de la region flanqueante 5' de EE-GHS5,
reconociendo el otro una secuencia comprendida dentro del DNA extrafio. El iniciador que reconoce la region
flanqueante 5' puede comprender la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 3, y el cebador que reconoce el
transgén puede comprender la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 6 o cualquier otro cebador como se
describe en esta memoria.

La invencién se refiere adicionalmente a un kit para la identificacion del evento de élite EE-GH5 en muestras
bioldgicas, comprendiendo dicho kit los cebadores PCR que tienen la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 3y
SEQ ID No. 6 para uso en el protocolo de identificacion PCR de EE-GH5 descrito en esta memoria. La invencion se
refiere adicionalmente a un kit para la identificacion de evento de élite EE-GH5 en muestras bioldgicas,
comprendiendo dicho kit los cebadores PCR que tienen la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 10 y SEQ ID No.
11.

Se describe también en esta memoria un kit para la identificacién del evento de élite EE-GH5 en muestras
bioldgicas, kit que comprende una sonda especifica que tiene una secuencia que corresponde (0 es complementaria
a) una secuencia que tiene entre 80% y 100% de identidad de secuencia con una regién especifica de EE-GH5. La
secuencia de la sonda puede corresponder a una region especifica que comprende parte de la region flanqueante 5'
o 3' de EE-GH5 o a una regién correspondiente a la transposicion de DNA extrafio especifico para EE-GH5. La
sonda especifica puede tener (o puede ser complementaria a) una secuencia que tiene entre 80% y 100% de
identidad de secuencia con la secuencia entre los nucleétidos 78 y 119 de SEQ ID No. 1 o SEQ ID No. 2 desde el
nucledtido 20 al 61 o SEQ ID No. 12 desde el nucledtido 52 al nucledtido 88.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se dan a conocer secuencias de DNA que comprenden el sitio de

insercion del evento y longitud suficiente de polinucledtidos tanto del DNA genémico del algodon como del DNA

extrafio (transgén) como se caracterizan en las reivindicaciones, de tal modo que son utiles como cebador o sonda

para la deteccion de EE-GH5. Tales secuencias pueden comprender al menos 9 nucleétidos del DNA genémico del

algoddn y un nimero similar de nucleétidos del DNA extrafio (transgén) de EE-GH5 con el mismo a cada lado del
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sitio de insercion respectivamente. Muy preferiblemente, tales secuencias de DNA comprenden al menos 9
nucledtidos del DNA gendmico del algodén y un namero similar de nucleétidos del DNA extrafio contiguo con el sitio
de insercion en SEQ ID No. 1 0 SEQ ID No. 2.

Los métodos y kits abarcados por la presente invencion pueden utilizarse para propésitos diferentes tales como,
pero sin caracter limitante, los siguientes: identificar la presencia o ausencia de EE-GH5 en plantas, material de
planta o en productos tales como, pero sin caracter limitante, productos alimenticios o piensos (frescos o
procesados) que comprenden o se derivan de material de plantas; adicional o alternativamente, los métodos y kits
de la presente invencion pueden utilizarse para identificar material de plantas transgénico para propédsitos de
segregacion entre material transgénico y no transgénico; adicional o alternativamente, los métodos y kits de la
presente invencion pueden utilizarse para determinar la calidad (es decir el porcentaje de material puro) del material
de planta que comprende EE-GH5.

Se describen también en esta memoria las regiones flanqueantes 5' y/o 3' de EE-GH5 asi como los cebadores y
sondas especificos desarrollados a partir de las secuencias flanqueantes 5' y/o 3' de EE-GH5 y la region de
transposicion especifica EE-GH5, asi como cebadores o sondas especificos desarrollados a partir de dicha region.

Finalmente, se da a conocer en esta memoria DNA gendmico obtenido a partir de plantas que comprenden el evento
de élite EE-GH5. Dicho DNA gendmico puede utilizarse como material de control de referencia en los ensayos de
identificacion que se describen en esta memoria.

Breve descripcién de los dibujos

Los ejemplos que siguen pueden comprenderse en asociacion con las figuras que se acompafian, en las cuales:

Fig. 1: representa esquematicamente la relacion entre las secuencias nucleotidicas citadas y los cebadores.
Barra negra: DNA extrafio; barra negra rayada: transposicion en el DNA extrafio especifica para EE-GH5;
barra clara: DNA de origen de planta; barra clara rayada: delecion de la diana pre-insercion; flechas:
cebadores oligonucleotidicos, las cifras bajo las barras representan posiciones de nucleétido; (c) se refiere al
complemento de la secuencia nucleotidica indicada.

Fig. 2: representa resultados obtenidos por el protocolo de identificacion PCR desarrollado para EE-GH5.
Secuencia de carga del gel: pista 1: marcador de peso molecular (escalera de 100 pares de bases); pistas 2 a
3: muestras de DNA de la plantas de algodon que comprenden el evento transgénico EE-GH5; pistas 4 a 10:
muestras de DNA de la plantas transgénicas de algodén que no comprenden el evento de élite EE-GH5,
pero que comprenden un gen de resistencia a los insectos similar; pista 11: ausencia de control de DNA
molde; pista 12: marcador de peso molecular.

Fig. 3: representa resultados obtenidos por el protocolo de clasificacion de cigosidad PCR desarrollado
para EE-GH5. Secuencia de carga del gel, pista 1: marcador de peso molecular (escalera de 100 pb); pistas
2 y 3: muestras de DNA de la plantas de algodén que comprenden el evento transgénico EE-GH5 en forma
heterocigética; pista 4: fallo; pista 5: muestra de DNA de control de una planta de algodén de tipo salvaje;
pistas 6-7: muestra de DNA de la plantas de algodén que comprenden el evento transgénico EE-GH5 en
forma homocigética; pista 8: ausencia de control del DNA molde; pista 9: marcador de peso molecular.

Descripcion detallada

La incorporacion de una molécula de DNA recombinante en el genoma de planta es tipicamente resultado de la
transformacion de una célula o tejido. El sitio particular de incorporacion se debe usualmente a integracion
"aleatoria".

El DNA introducido en el genoma de planta como resultado de transformacion de una célula o tejido de planta con
un DNA recombinante o "DNA transformante”, y originario de dicho DNA transformante se designa en lo sucesivo
como "DNA extrafio" que comprende uno o mas "transgenes". La expresion "DNA pre-insercion de planta " en el
contexto de la presente invencion hara referencia al DNA originario de planta que se transforma. EI DNA de la planta
se encontrara usualmente en el mismo locus genético en la planta de tipo salvaje correspondiente. EI DNA extrafio
puede ser caracterizado por la localizacion y la configuracién en el sitio de incorporacion de la molécula de DNA
recombinante en el genoma de planta. El sitio en el genoma de planta en el que se ha insertado un DNA
recombinante se designa también como el "sitio de insercion" o "sitio diana". La insercion del DNA recombinante en
la region del genoma de planta a la que se hace referencia como "DNA pre-insercion de planta " puede estar
asociada con una deleciéon de DNA de la planta, a la que se hace referencia como "delecién del sitio diana". Una
"region flanqueante" o "secuencia flanqueante" como se utiliza en esta memoria se refiere a una secuencia de al
menos 20 pares de bases, preferiblemente al menos 50 pares de bases y hasta 5.000 pares de bases de DNA
diferente del DNA introducido, preferiblemente DNA del genoma de la plana que esta localizado inmediatamente
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aguas arriba de y contiguo con o inmediatamente aguas abajo de y contiguo con el DNA extrafio. Los
procedimientos de transformacion que conducen a la integracion aleatoria del DNA extrafio daran como resultado
transformantes con regiones flanqueantes diferentes, que son caracteristicas y exclusivas para cada transformante.
Cuando el DNA recombinante se introduce en una planta por cruzamiento tradicional, su sitio de insercién en el
genoma de planta, o sus regiones flanqueantes, no cambiaran por regla general. Una "regién de insercion" como se
utiliza en esta memoria, hace referencia a la regiéon correspondiente a la region de al menos 40 pares de bases,
preferiblemente al menos 100 pares de bases, y hasta 10.000 pares de bases, abarcada por la secuencia que
comprende la region flanqueante aguas arriba y/o aguas abajo de un DNA extrafio en el genoma de planta.
Tomando en consideracion diferencias menores debidas a mutaciones dentro de una especie, una region de
insercion retendra, después de cruzamiento con una planta de la misma especie, al menos 85%, preferiblemente
90%, mas preferiblemente 95%, y muy preferiblemente 100% de identidad de secuencia con la secuencia que
comprende las regiones flanqueantes aguas arriba y aguas abajo del DNA extrafio en la planta obtenida
originalmente por transformacion.

Un evento se define como un locus genético (artificial) que, como resultado de ingenieria genética, lleva un transgén
que comprende al menos una copia de un gen de interés. Los estados alélicos tipicos de un evento son la presencia
o ausencia del DNA extrafio. Un evento se caracteriza fenotipicamente por la expresion del transgén. Al nivel
genético, un evento forma parte de la constitucién genética de una planta. Al nivel molecular, un evento puede
caracterizarse por el mapa de restriccion (v.g., como se determina por transferencia Southern), por las secuencias
flanqueantes aguas arriba y/o aguas abajo del transgén, la localizacién de marcadores moleculares y/o la
configuracion molecular del transgén. Usualmente, la transformacion de una planta con un DNA transformante que
comprende al menos un gen de interés conduce a una poblacién de transformantes que comprenden una multitud
de eventos separados, cada uno de los cuales es exclusivo.

Un evento de élite, como se utiliza en esta memoria, es un evento que se selecciona de un grupo de eventos,
obtenido por transformacién con el mismo DNA transformante o por retro-cruzamiento con plantas obtenidas por
dicha transformacion, basado en la expresion y estabilidad del o de los transgenes y su compatibilidad con
caracteristicas agrondmicas 6ptimas de planta que lo comprende. Asi, los criterios para seleccién de eventos de élite
son uno o mas, preferiblemente dos o mas, ventajosamente todos los siguientes:

a) que la presencia del DNA extrafio no pone en compromiso otras caracteristicas deseadas de planta, tales como
las relacionadas con la eficiencia agronémica o el valor comercial;

b) que el evento se caracteriza por una configuracion molecular bien definida que se hereda de manera estable y
para la cual pueden desarrollarse instrumentos apropiados para control de identidad;

c) que el gen o genes de interés exhibe(n) una expresion espacial y temporal fenotipica correcta, apropiada y
estable, tanto en condicién heterocigética (o hemicigética) como homocigética del evento, a un nivel comercialmente
aceptable en un intervalo de condiciones ambientales a las cuales es probable que se vean expuestas las plantas
portadoras del evento en el uso agronémico normal.

Se prefiere que el DNA extrafio esté asociado con una posicion en el genoma de planta que permita la introgresion
facil en sustratos genéticos comerciales deseados.

El estatus de un evento como evento de élite se confirma por introgresion del evento de élite en diferentes sustratos
genéticos relevantes y observacion del cumplimiento con uno, dos o la totalidad de los criterios, v.g., a), b) y c)
anteriores.

Un "evento de élite" se refiere por tanto a un locus genético que comprende un DNA extrafio, que responde a los
criterios arriba descritos. Una planta, material de planta, o progenie tal como semillas puede comprender uno o mas
eventos de élite en su genoma.

Los instrumentos desarrollados para identificar un evento de élite o la planta, material de planta que comprende un
evento de élite, o productos que comprenden material de planta que comprende el evento de élite estan basados en
las caracteristicas especificas del genoma del evento de élite, tales como un mapa de restriccion especifico de la
region gendmica que comprende el DNA extrafio, marcadores moleculares o la secuencia de la o las regiones
flanqueantes del DNA extraio.

Una vez que una o ambas regiones flanqueantes del DNA extrafio han sido secuenciadas, pueden desarrollarse
cebadores y sondas que reconocen especificamente esta(estas) secuencia(s) en el acido nucleico (DNA o RNA) de
una muestra por medio de una técnica de biologia molecular. Por ejemplo, puede desarrollarse un método PCR para
identificar el evento de élite en muestras bioldgicas (tales como muestras de plantas, material de planta o productos
que comprenden material de planta). Una PCR de este tipo esta basada en al menos dos "cebadores" especificos,
uno de los cuales reconoce una secuencia dentro de la region flanqueante 5' o 3' del evento de élite, en tanto que el
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otro reconoce una secuencia dentro del DNA extrafio. Los cebadores tienen preferiblemente una secuencia entre 15
y 35 nucledtidos que, en condiciones PCR optimizadas "reconocen especificamente” una secuencia dentro de la
region flanqueante 5' o 3' del evento de élite y el DNA extrafio del evento de élite respectivamente, de tal modo que
un fragmento especifico ("fragmento de integracion” o amplicon de discriminacion) se amplifica a partir de una
muestra de acido nucleico que comprende el evento de élite. Esto significa que Unicamente el fragmento de
integracion direccionado, y ninguna otra secuencia en el genoma de planta o DNA extrafio, se amplifica en
condiciones PCR optimizadas.

Cebadores de PCR adecuados para la invencién pueden ser los siguientes:

- oligonucledtidos de longitud comprendida entre 17 nt y aproximadamente 100 nt, que comprenden una
secuencia de nucleétidos de al menos 17 nucledtidos consecutivos, preferiblemente 20 nucleétidos
consecutivos seleccionados de la secuencia flanqueante 5' (SEQ ID No. 1 desde el nucleétido 1 al
nucleotido 98 o SEQ ID No. 16 desde el nucledtido 1 al 563) en su extremo 3' (cebadores que
reconocen la secuencia flanqueante 5'); o

- oligonucledtidos comprendidos en longitud desde 17 nt a aproximadamente 200 nt, que comprenden
una secuencia de nucledtidos de al menos 17 nucledtidos consecutivos, preferiblemente 20
nucledtidos consecutivos, seleccionados de la secuencia flanqueante 3' (complemento de SEQ ID No.
2 desde el nucleétido 41 al nucledtido 452) en su extremo 3' (cebadores que reconocen secuencias
flanqueantes 3'); o

- oligonucledtidos comprendidos en longitud desde 17 nt a aproximadamente 200 nt, que comprenden
una secuencia de nucledtidos de al menos 17 nucledtidos consecutivos, preferiblemente 20
nucledtidos seleccionados de las secuencias de DNA insertadas (complemento de SEQ ID No. 1
desde el nucleétido 99 al nucledtido 334) en su extremo 3' (cebadores que reconocen DNA extrafio); o

- oligonucledtidos comprendidos en longitud desde 17 nt a aproximadamente 40 nt, que comprenden
una secuencia de nucledtidos de al menos 17 nucledtidos consecutivos, preferiblemente 20
nucleodtidos seleccionados de las secuencias de DNA insertadas (SEQ ID No. 2 desde el nucleétido 1
al nucledtido 40).

Los cebadores pueden ser por supuesto mas largos que los 17 nucledtidos consecutivos mencionados, y pueden,
v.g., tener una longitud de 20, 21, 30, 35, 50, 75, 100, 150, 200 nt o ser mas largos aun. Los cebadores pueden estar
constituidos enteramente por secuencias de nucleétidos seleccionadas de las secuencias de nucleédtidos
mencionadas de secuencias flanqueantes y secuencias de DNA extrafio. En cambio, la secuencia de nucledtidos de
los cebadores en su extremo 5' (es decir fuera de los 17 nucleétidos consecutivos localizados en 3') es menos
critica. Asi, la secuencia 5' de los cebadores puede estar constituida por una secuencia de nucleétidos seleccionada
de las secuencias flanqueantes de DNA extrafio, en caso apropiado, pero puede contener varios (v.g., 1, 2, 5, 10)
apareamientos erroneos. La secuencia 5' de los cebadores puede estar constituida incluso enteramente por una
secuencia de nucleotidos no relacionada con las secuencias flanqueantes o el DNA extrafio, tal como v.g. una
secuencia de nucleétidos que represente sitios de reconocimiento por enzimas de restriccion. Tales secuencias no
relacionadas con secuencias de DNA flanqueantes con apareamientos erréneos deberian ser preferiblemente no
mas largas que 100, mas preferiblemente no mas largas que 50 o incluso 25 nucledtidos.

Ademas, cebadores adecuados pueden comprender o estar constituidos por una secuencia de nucleétidos en su
extremo 3' que abarca la region de unién entre las secuencias derivadas de DNA de la planta y las secuencias de
DNA extrafio (localizadas en los nucledtidos 98-99 en SEQ ID No. 1y los nucledtidos 40-41 en SEQ ID No. 2) con
tal que los 17 nucleétidos consecutivos mencionados localizados en 3' no se deriven exclusivamente del DNA
extrafio o de secuencias derivadas de plantas en SEQ ID No. 1 6 2.

Resultara también inmediatamente claro para el profesional experto que pares de cebadores PCR seleccionados
adecuadamente no deben comprender tampoco secuencias complementarias unas a otras.

Para el propdésito de la invencion, el "complemento de una secuencia de nucleétidos representada en SEQ ID No. X"
es la secuencia de nucleédtidos que puede derivarse de la secuencia de nucleétidos representada reemplazando los
nucledtidos por su nucleétido complementario de acuerdo con las reglas de Chargaff (A < T; G «— C) y leyendo la
secuencia en la direccién 5' a 3', es decir en direccion opuesta de la secuencia de nucleétidos representada.

Ejemplos de cebadores adecuados son las secuencias de oligonucleétidos de SEQ ID No. 7 o SEQ ID No. 17
(cebadores de reconocimiento de la secuencia flanqueante 5'), SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 18 o SEQ ID No. 19
(cebadores de reconocimiento de DNA extrafio para uso con los cebadores de reconocimiento de la secuencia
flanqueante 5'), SEQ ID No. 3 (cebadores de reconocimiento de DNA extrafio para uso con los cebadores de
reconocimiento de la secuencia flanqueante 3'), SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6 (cebadores de
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reconocimiento de la secuencia flanqueante 3') y SEQ ID Nos. 10 y 11 (cebadores de reconocimiento de la
transposicion especifica de DNA extrafio en EE-GH5).

Otros ejemplos de cebadores oligonucleotidicos adecuados comprenden en su extremo 3' las secuencias siguientes
o estan constituidos por secuencias de este tipo:

a. cebadores de reconocimiento de la secuencia flanqueante 5"
- la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 1 desde el nucledtido 58 al nucledétido 77
- la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 16 desde el nucleétido 85 al nucleo6tido 104
- la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 16 desde el nucledtido 150 al nucledtido 166
- la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 16 desde el nucledtido 150 al nucleétido 171
- la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 16 desde el nucleétido 154 al nucleo6tido 171
- la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 16 desde el nucleétido 87 al nucleétido 104
- la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 16 desde el nucleétido 189 al nucleétido 206

b. cebadores de reconocimiento de la secuencia de DNA extrafio para uso con los cebadores de reconocimiento de
la secuencia flanqueante 5"

- el complemento de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 1 desde el nucleétido 149 al nucleétido 170
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 1 desde el nucleétido 169 al nucleétido 186
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 1 desde el nucleétido 193 al nucledtido 212
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 1 desde el nucleétido 161 al nucledtido 178
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 1 desde el nucleétido 194 al nucledtido 211
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 1 desde el nucledtido 193 al nucledtido 211
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 1 desde el nucleétido 163 al nucledtido 185
- el complemento de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 1 desde el nucleétido 194 al nucleétido 210
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 1 desde el nucleétido 193 al nucledtido 210
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 1 desde el nucleétido 193 al nucleétido 209
c. cebadores de reconocimiento de la secuencia flanqueante 3"
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 149 al nucleétido 168
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 154 al nucleétido 173
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 140 al nucledtido 159
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 141 al nucleétido 160
- el complemento de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 147 al nucledtido 166
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 148 al nucledtido 167
- el complemento de la secuencia de nucledétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 149 al nucledétido 167
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 153 al nucledtido 172
- el complemento de la secuencia de nucledétidos de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 154 al nucledtido 174
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 160 al nucledtido 177
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 232 al nucledtido 251
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- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 140 al nucledtido 160
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 141 al nucleotido 161
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 147 al nucleétido 165
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 149 al nucledtido 166
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 148 al nucleétido 166
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 147 al nucleétido 167
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 148 al nucledtido 168
- el complemento de la secuencia de nucledétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 153 al nucledtido 173 .
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 154 al nucleétido 175
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 156 al nucleétido 175
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 232 al nucleétido 250
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 140 al nucleétido 157
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 140 al nucleétido 161
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 141 al nucleétido 162
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de S.EQ ID No 2 desde el nucleétido 148 al nucledtido 165
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 149 al nucleétido 165
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 147 al nucleétido 168
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 148 al nucleétido 169
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 156 al nucleétido 174
- el complemento de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 153 al nucleétido 174
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucledétido 232 al nucledtido 249
- el complemento de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 234 al nucledtido 251

- el complemento de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 141 al nucleétido 163
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 148 al nucledtido 164
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 147 al nucledtido 169
- el complemento de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 153 al nucledtido 175
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 156 al nucleétido 177
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 181 al nucleétido 198
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 181 al nucledtido 202
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 234 al nucledtido 250
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 140 al nucledtido 162
- el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 181 al nucledtido 203

d. Cebadores de reconocimiento de la secuencia de DNA extrafio para uso con los cebadores de reconocimiento de
la secuencia flanqueante 3"

- la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 30 al nucledétido 49
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- la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 30 al nucledtido 48
- la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 32 al nucleétido 48
- la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 32 al nucleotido 49

- la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 31 al nucleétido 49
- la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 31 al nucledtido 48
- la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 2 desde el nucleétido 30 al nucledtido 46

Como se utiliza en esta memoria, "la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. Z desde la posicion X a la posicion Y"
indica la secuencia de nucleétidos que incluye ambos puntos finales nucleotidicos.

Preferiblemente, el fragmento amplificado tiene una longitud comprendida entre 50 y 500 nucleétidos, muy
preferiblemente entre 100 y 350 nucledtidos. Los cebadores especificos pueden tener una secuencia que es entre
80 y 100% idéntica a una secuencia comprendida dentro de la region flanqueante 5' 6 3' del evento de élite y el DNA
extraio del evento de élite, respectivamente, con tal que los apareamientos erréoneos permitan todavia la
identificacion especifica del evento de élite con estos cebadores en condiciones PCR optimizadas. El intervalo de
apareamientos erroneos permisible, sin embargo, puede ser determinado con facilidad experimentalmente y son
conocidos por una persona experta en la técnica.

La tabla siguiente ilustra los tamafios de los amplicones (o fragmentos de integracion) de DNA esperados con pares
seleccionados de cebadores PCR.

Cebador 1 Desde la posicion | Cebador 2 Hasta la posicion |Longitud del
amplicén

HVHO024 58 DPA312 186 128

GHI057 1 MAE115 175 175

GHI057 1 HVHO022 251 251

GHI057 1 GHI065 369 369

La deteccion de fragmentos de integracién puede ocurrir de diversas maneras, v.g. por estimacion de tamafio
después de analisis en gel. Los fragmentos de integracion pueden ser secuenciados también directamente. Otros
métodos especificos de la secuencia para deteccion de fragmentos de DNA amplificados se conocen también en la
técnica.

Dado que la secuencia de los cebadores y su localizacion relativa en el genoma son exclusivas para el evento de
élite, la amplificacion del fragmento de integracién ocurrird Unicamente en muestras biolégicas que comprenden (el
acido nucleico de) el evento de élite. Preferiblemente, cuando se realiza una PCR para identificar la presencia de
EE-GH5 en muestras desconocidas, se incluye un control de un juego de cebadores con el cual puede amplificarse
un fragmento dentro de un "gen propio" de la especie de planta del evento. Los genes internos son gens que son
expresados en la mayoria de los tipos de células y que conciernen a actividades metabdlicas basicas comunes a
todas las células. Preferiblemente, el fragmento amplificado del gen propio. es un fragmento que es mayor que el
fragmento de integracion amplificado. Dependiendo de las muestras a analizar, pueden incluirse otros controles.

Se describen en la técnica protocolos PCR estandar, por ejemplo en "PCR Applications Manual" (Roche Molecular
Biochemicals, 22 edicion, 1999) y otras referencias. Las condiciones 6ptimas para la PCR, con inclusién de la
secuencia de los cebadores especificos, se especifican en un "protocolo de identificacion PCR" para cada evento de
élite. Sin embargo, se comprende que puede ser necesario ajustar cierto nimero de parametros en el protocolo de
identificacion PCR a condiciones especificas de laboratorio, que pueden modificarse ligeramente para obtener
resultados similares. Por ejemplo, el uso de un método diferente para preparacion de DNA puede requerir el ajuste
de, por ejemplo, la cantidad de cebadores, polimerasa y las condiciones de reasociacion utilizadas. Analogamente,
la seleccion de otros cebadores puede dictar otras condiciones éptimas para el protocolo de identificacion PCR.
Estos ajustes seran sin embargo evidentes para una persona experta en la técnica, y se detallan adicionalmente en
manuales de aplicaciones PCR actuales tales como el citado anteriormente.
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Alternativamente, se pueden utilizar cebadores especificos para amplificar un fragmento de integracion que pueda
ser utilizado como "sonda especifica" para identificacion de EE-GH5 en muestras bioldgicas. La puesta en contacto
de acido nucleico de una muestra biolégica, con la sonda, en condiciones que permitan la hibridacion de la sonda
con su fragmento correspondiente en el acido nucleico, da como resultado la formacién de un hibrido acido
nucleico/sonda. La formacién de este hibrido puede detectarse (v.g. marcacion del acido nucleico o sonda), con lo
cual la formacion de este hibrido indica la presencia de EE-GH5. Métodos de identificacion de este tipo basados en
hibridaciéon con una sonda especifica (sea en un portador de fase sélida o en solucién) han sido descritos en la
técnica. La sonda especifica es preferiblemente una secuencia que, en condiciones optimizadas, se hibrida
especificamente a una region dentro de la regién flanqueante 5' 6 3' del evento de élite y que comprende también
preferiblemente parte del DNA extrafio contiguo a ella (al que se hace referencia en lo sucesivo en esta memoria
como "region especifica"). Preferiblemente, la sonda especifica comprende una secuencia de entre 50 y 500 pb,
preferiblemente de 100 a 350 pb que es al menos 80%, preferiblemente entre 80 y 85%, mas preferiblemente entre
85 y 90%, de modo especialmente preferible entre 90 y 95%, muy preferiblemente entre 95% y 100% idéntica (o
complementaria) a la secuencia de nucledtidos de una region especifica. Preferiblemente, la sonda especifica
comprendera una secuencia de aproximadamente 15 a aproximadamente 100 nucleé6tidos contiguos idénticos (o
complementarios) a una reaccion especifica del evento de élite.

Los oligonucledtidos adecuados como cebadores PCR para deteccion del evento de élite EE-GH5 pueden utilizarse
también para desarrollar un protocolo basado en PCR a fin de determinar el estatus de cigosidad del evento de élite.
A este fin, se disefian dos cebadores que reconocen el locus de tipo salvaje de tal manera que los mismos estan
dirigidos uno hacia otro y tienen el sitio de insercion localizado entre ellos. Estos cebadores pueden ser cebadores
que reconocen especificamente las secuencias flanqueantes 5' y 3' contenidas dentro de SEQ ID No. 1, ¢ 2,
respectivamente. Estos cebadores pueden ser también cebadores que reconocen especificamente la secuencia
flanqueante 5' 6 3' (tal como un cebador que tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 7 o SEQ ID Nos. 4-6)
asi como un cebador que reconoce la region delecionada durante la insercion de EE-GH5 dentro del DNA pre-
insercion de planta ). Este juego de cebadores, junto con un tercer cebador complementario a las secuencias de
DNA transformante (tal como un cebador que tenga la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 3) permite la
amplificacion por PCR de diagnéstico del locus especifico EE-GH5, asi como del locus de tipo salvaje. Si la planta
es homocigotica para el locus transgénico o el locus de tipo salvaje correspondiente, la PCR de diagnoéstico dara
lugar a un solo producto PCR tipico, preferiblemente tipico en longitud, para el locus transgénico o el locus de tipo
salvaje. Si la planta en hemicigotica para el locus transgénico, apareceran dos productos PCR especificos del locus,
reflejando ambos la amplificacion del locus transgénico como la del tipo salvaje.

Adicionalmente, métodos de deteccion especificos para el evento de élite EE-GH5 que difieren de los métodos de
amplificacién basados en PCR pueden desarrollarse también utilizando la informacién de secuencia especifica del
evento de élite proporcionada en esta memoria. Tales métodos de deteccion alternativos incluyen métodos lineales
de deteccién de amplificacion de sefal basados en la escisién invasiva de estructuras de acido nucleico particulares,
conocidas también como tecnologia Invader™ (como se describe (v.g. en la Patente US 5.985.557 "Invasive
Cleavage of Nucleic Acids", 6.001.567 "Detection of Nucleic Acids Sequences by Invader Directed Cleavage"). A
este fin, la secuencia diana puede hibridarse con un cebador oligonucleétido de acido nucleico marcado que
comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 1 desde el nucledtido 99 al nucleétido 116 o su complemento
o dicha sonda de acido nucleico marcado que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 2 desde el
nucleotido 23 al nucleotido 40 o su complemento, y esta hibridada ulteriormente con un segundo oligonucledtido de
acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 1 desde el nucleotido 81 al nucleétido 98
o su complemento o dicha sonda de acido nucleico marcado que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID
No. 2 desde el nucleétido 41 al nucledtido 58 o su complemento, en donde los oligonucleétidos primero y segundo
estan solapados por al menos un nucleétido. La estructura duplex o triplex que se produce por esta hibridacion
permite la escision selectiva de la sonda con una enzima (Cleavase®) que deja intacta la secuencia diana. La sonda
marcada escindida se detecta subsiguientemente, potencialmente por un paso intermedio que da como resultado
una amplificacién ulterior de la sefial.

Un "kit", como se utiliza en esta memoria, se refiere a un juego de reactivos para el propésito de realizacion del
método de la invencion, mas particularmente, la identificacion del evento de élite EE-GH5 en muestras bioldgicas o
la determinacion del estatus de cigosidad del material de planta que contiene EE-GH5. Mas particularmente, una
realizacion preferida del kit de la invencién comprende al menos uno o dos cebadores especificos, como se ha
descrito arriba para la identificacién del evento de élite, o tres cebadores especificos para la determinacion del
estatus de cigosidad. Opcionalmente, el kit puede comprender ademas cualquier otro reactivo descrito en esta
memoria en el protocolo de identificacion PCR. Alternativamente, de acuerdo con otra realizaciéon de esta invencion,
el kit puede comprender una sonda especifica, como se ha descrito arriba, que se hibrida especificamente con acido
nucleico de muestras bioldgicas para identificar la presencia de EE-GH5 en ellas. Opcionalmente, el kit puede
comprender ademas cualquier otro reactivo (tal como, pero sin caracter limitante, tampén de hibridacion, marcador)
para la identificacion de EE-GH5 en muestras bioldgicas, utilizando la sonda especifica.
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El kit de la invencién puede utilizarse, y sus componentes pueden ajustarse especificamente, para propositos de
control de calidad (v.g., pureza de lotes de semillas), deteccion de la presencia o ausencia del evento de élite en
material de planta o material que comprende o se deriva de material de planta, tal como, pero sin caracter limitante,
productos alimenticios o piensos.

Como se utiliza en esta memoria, "identidad de secuencia" con relaciéon a las secuencias de nucleotidos (DNA o
RNA) se refiere al niumero de posiciones con nucleétidos idénticos dividido por el nimero de nucledtidos en la mas
corta de las dos secuencias. La alineacion de las dos secuencias de nucledtidos se realiza por el algoritmo de Wilbur
y Lipmann (Wilbur and Lipmann, 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:726) utilizando un tamafio de ventana de 20
nucledtidos, una longitud de palabra de 4 nucleétidos, y una penalidad por laguna de 4. El analisis asistido por
computadora y la interpretacion de los datos de secuencia, con inclusion de la alineacion de las secuencias como se
describe arriba, pueden, v.g., realizarse convenientemente utilizando el paquete de software de andlisis de
secuencias del Genetics Computer Group (GCG, Centro de Biotecnologia de la Universidad de Wisconsin). Las
secuencias se consideran "esencialmente similares" cuando dichas secuencias tienen una identidad de secuencia
de al menos aproximadamente 75%, en particular al menos aproximadamente 80%, de modo mas particular al
menos aproximadamente 85%, de modo muy particular aproximadamente 90%, en especial aproximadamente 95%,
y de modo mas especial aproximadamente 100%. Esta claro que cuando se dice que secuencias de RNA son
esencialmente similares o tienen cierto grado de identidad de secuencia con secuencias de DNA, la timidina (T) en
la secuencia de DNA se considera igual al uracilo (U) en la secuencia de RNA.

El término "cebador", como se utiliza en esta memoria, abarca cualquier acido nucleico que es capaz de cebar la
sintesis de un acido nucleico naciente en un proceso dependiente molde, tal como PCR. Tipicamente, los cebadores
son oligonucledtidos de 10 a 30 nucledtidos, pero puede emplearse secuencias mas largas. Los cebadores pueden
proporcionarse en forma bicatenaria, aunque se prefiere la forma monocatenaria. Pueden utilizarse sondas como
cebadores, pero estan disefiadas para fijarse a DNA o RNA diana y no precisan ser utilizadas en un proceso de
amplificacion.

El término "reconocimiento”, como se utiliza en esta memoria cuando se hace referencia a cebadores especificos,
se refiere al hecho de que los cebadores especificos se hibridan especificamente a una secuencia de acido nucleico
en el evento de élite en las condiciones indicadas en el método (tales como las condiciones del protocolo de
identificacion PCR), con lo cual la especificidad esta determinada por la presencia de promotores positivos y
negativos.

El término "hibridacion", como se utiliza en esta memoria cuando se hace referencia a sondas especificas, se refiere
al hecho de que la sonda se fija a una regidn especifica en la secuencia de acido nucleico del evento de élite en
condiciones de severidad estandar. Las condiciones de severidad estandar como se utilizan en esta memoria se
refieren a las condiciones para hibridacién descritas en esta memoria o a las condiciones convencionales de
hibridacién como han sido descritos por Sambrook et al., 1989 (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion,
Cold Spring Harbour Laboratory Press, NY) que pueden comprender por ejemplo los pasos siguientes: 1)
inmovilizacién de fragmentos de DNA gendmicos de planta sobre un filtro, 2) prehibridacion del filtro durante 1 a 2
horas a 42°C en formamida al 50%, 5 X SSPE, 2X reactivo de Denhardt y 0,1% SDS, o durante 1 a 2 horas a 68°C
en 6X SSC, 2 X reactivo de Denhardt y 0,1% SDS, 3) adiciéon de la sonda de hibridacion que se ha marcado, 4)
incubacion durante 16 a 24 horas, 5) lavado del filtro durante 20 min a la temperatura ambiente en 1X SSC, 0,1%
SDS, 6) lavado del filtro 3 veces durante 20 min cada vez a 68°C en 0,2 X SSC, 0,1% SDS, y 7) exposicion del filtro
durante 24 a 48 horas a film de rayos X a -70°C con un filtro intensificador.

Como se utiliza en esta memoria, una muestra biolégica es una muestra de una planta, material de planta o
productos que comprenden material de planta. El término "planta" tiene por objeto abarcar tejidos de planta de
algodén (Gossypium hirsutum), en cualquier etapa de madurez, asi como cualesquiera células, tejidos, u érganos
tomados o derivados de cualquiera de tales plantas, incluyendo sin limitacion, cualesquiera semillas, hojas, tallos,
flores, raices, células individuales, gametos, cultivos de células, cultivos de tejido o protoplastos. "Material de planta”,
como se utiliza en esta memoria, hace referencia a un material que se obtiene o se deriva de una planta. Productos
que comprenden material de planta se refieren a productos alimenticios, piensos u otros productos que se obtienen
utilizando material de plantas o pueden estar contaminados por material de plantas. Debe entenderse que, en el
contexto de la presente invencion, tales muestras bioldgicas se testan respecto a la presencia de acidos nucleicos
especificos para EE-GH5, que implican la presencia de acidos nucleicos en las muestras. Asi, los métodos a que se
hace referencia en esta memoria para identificacion del evento de élite EE-GH5 muestras bioldgicas, se refieren a la
identificacion en muestras bioldgicas de acidos nucleicos que comprenden el evento de élite.

Como se utiliza en esta memoria, "que comprende" debe interpretarse como especificacion de la presencia de las
caracteristicas, entidades, pasos, reactivos o componentes indicados a que se ha hecho referencia, pero no excluye
la presencia o adicion de una o mas caracteristicas, entidades, pasos o componentes, o grupos de los mismos. Asi,
v.g., un acido nucleico o proteina que comprende una secuencia de nucleétidos o aminoacidos, puede comprender
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mas nucleétidos o aminoacidos que los citados explicitamente, es decir, puede estar incrustado en un acido nucleico
o proteina de mayor tamafio. Un gen quimérico que comprende una secuencia de DNA que esta definida funcional o
estructuralmente, puede comprender secuencias de DNA adicionales, etc.

La presente invencion se refiere también al desarrollo de un evento de élite EE-GH5 en algoddén, a las plantas que
comprenden este evento, a la progenie obtenida a partir de estas plantas y a las células de las plantas, o material de
plantas derivado de este evento. Plantas que comprenden el evento de élite EE-GH5 se obtuvieron como se
describe en el Ejemplo 1.

Plantas o material de plantas de algodén que comprenden EE-GH5 pueden identificarse de acuerdo con el protocolo
de identificacion PCR descrito para EE-GH5 en el Ejemplo 2. Resumidamente, el DNA gendmico de algoddn
presente en la muestra bioloégica se amplifica por PCR utilizando un cebador que reconoce especificamente una
secuencia dentro de la secuencia flanqueante 5' 6 3' de EE-GH5 tal como el cebador con la secuencia de SEQ ID
No. 6, y un cebador que reconoce una secuencia en el DNA extrafio, tal como el cebador con la secuencia de SEQ
ID No. 3. Cebadores de DNA que amplifican parte de una secuencia endégena de algodén se utilizan como control
positivo para la amplificacion PCR. Si, después de la amplificacion PCR, el material produce un fragmento del
tamafio esperado, el material contiene material de planta de una planta de algodén que alberga el evento de élite
EE-GH5.

Las plantas que albergan EE-GH5 se caracterizan por su resistencia a los insectos, asi como por su tolerancia a
glufosinato. Las plantas que albergan EE-GH5 se caracterizan también por tener caracteristicas agrondmicas que
son comparables a variedades de algodén disponibles comercialmente en los Estados Unidos, en ausencia de
presion de insectos. Se ha observado que la presencia de un DNA extrafio en la region de insercion del genoma de
la planta de algodén descrito en esta memoria, confiere caracteristicas fenotipicas y moleculares particularmente
interesantes a las plantas que comprenden este evento.

Los ejemplos siguientes describen la identificacion del evento de élite EE-GH5 y el desarrollo de instrumentos para
la identificacion especifica del evento de élite EE-GH5 en muestras bioldgicas.

A no ser que se especifique otra cosa en los ejemplos, todas las técnicas recombinantes se llevan a cabo de
acuerdo con protocolos estandar como se describen en "Sambrook J and Russell DW (eds.) (2001) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 3rd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York" y en "Ausubel FA,
Brent R, Kingston RE, Moore DD, Seidman JG, Smith JA and Struhl K (eds.) (2006) Current Protocols in
Molecular Biology. John Wiley & Sons, New York".

Materiales estandar y referencias se describen en "Croy RDD (ed.) (1993) Plant Molecular Biology LabFax,
BIOS Scientific Publishers Ltd., Oxford and Blackwell Scientific Publications, Oxford" y en "Brown TA, (1998)
Molecular Biology LabFax, 2nd Edition, Academic Press, San Diego". Materiales estandar y métodos para
reacciones en cadena de polimerasa (PCR) se pueden encontrar en "McPherson MJ and Meller SG (2000) PCR
(The Basics), BIOS Scientific Publishers Ltd., Oxford" y en "PCR Applications Manual, 3rd Edition (2006),
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim o en www.roche-applied-science.com".

En la descripcion y los ejemplos, se hace referencia a las secuencias siguientes:

SEQ ID No. 1: secuencia de nucleotidos que comprende una region flanqueante 5' de EE-GH5
SEQ ID No. 2 secuencia de nucleotidos que comprende una region flanqueante 3' de EE-GH5
SEQ ID No. 3 cebador GHI057
SEQ ID No. 4 cebador MAE115
SEQ ID No. 5: cebador HVH022
SEQ ID No. 6 cebador GHI065
SEQID No. 7 cebador HVH024
SEQ ID No. 8 cebador DPA312
SEQID No. 9 cebador GHI066
SEQ ID No. 10: cebador GHI047
SEQ ID No. 11: cebador GHI048
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SEQ ID No. 12: Secuencia de nucledtidos del fragmento amplificado de DNA de algodén que
comprende EE-GH5 utilizando GHI047 y GHI048

SEQ ID No. 13: cebador 1 para amplificacion del fragmento de control

SEQ ID No. 14: cebador 2 para amplificacion del fragmento de control

SEQ ID No. 15: Secuencia de nucleétidos de la secuencia diana gendmica de la planta antes de
la insercion de EE-GH5

SEQ ID No. 16: Secuencia de nucledtidos que comprende una region flanqueante 5’ de EE-GH5
(larga)

SEQ ID No. 17: cebador HVH036

SEQ ID No. 18: cebador SHA028

SEQ ID No. 19: cebador MAEO67

Ejemplos

1. Identificacion del evento de élite EE-GH5

Se desarrolld algodon resistente a los insectos por transformacion de algodén con un vector que comprendia la
secuencia codificante de un gen crylab modificado bajo el control de un promotor S7 del virus de la atrofia
subterranea del trébol.

El evento de élite EE-GH5 se selecciondé basandose en un procedimiento de selecciéon exhaustivo basado en
expresion satisfactoria y estabilidad del gen de resistencia a los insectos, y se evaluaron su compatibilidad con
caracteristicas agronémicas 6ptimas tales como altura de la planta, altura hasta el nudo, retencién de las capsulas,
firmeza, vigor, longitud de fibra, resistencia de fibra y rendimiento de hilas.

El evento seleccionado se introdujo en sustratos genéticos comerciales diferentes, y se compararon los resultados
de las pruebas en campo en localidades diferentes. Las plantas se expusieron a plagas de insectos utilizando
tratamientos diferentes. Las plantas exhibian un control satisfactorio de los insectos.

Adicionalmente, el evento tenia morfologia normal de hoja, flor y capsula, fertilidad excelente, y no presentaba
enfermedad alguna o susceptibilidad anormal a los insectos en sustratos genéticos multiples. Durante la introgresion
en sustratos genéticos multiples no se observaron en ningin caso problemas o anormalidades aberrantes.

2. Identificacion de las regiones flanqueantes del evento de élite EE-GH5

La secuencia de las regiones que flanqueaban el DNA extrafio en el evento de élite EE-GH5 se determiné utilizando
el método térmico asimétrico entrelazado (TAIL-)PCR descrito por Liu et al. (1995, Plant J. 8 (3): 457-463) siempre
que era posible. Este método utiliza 3 cebadores anidados en reacciones sucesivas junto con un cebador
degenerado arbitrario mas corto de tal manera que las eficiencias de amplificacion relativas de los productos
especificos y no especificos pueden ser controladas térmicamente. Los cebadores especificos se seleccionaron
para reasociacion al borde del DNA extrafio y se basaban en sus condiciones de reasociacion. Una pequefa
cantidad (5 pl) de productos PCR impurificados, secundarios y terciarios se analizaron en un gel de agarosa al 1%.
El producto PCR terciario se purificod y se secuencio.

2.1. Regién flanqueante derecha (5')

Se secuencio6 el fragmento identificado que comprendia la regién flanqueante 5' (SEQ ID No. 1). La secuencia entre
los nucledtidos 1 y 98 corresponde a DNA de la planta, mientras que la secuencia entre los nucleotidos 99 y 334
corresponde a DNA extrafio. Se secuencid también un fragmento mas largo que comprendia la regién flanqueante 5'
(SEQ ID No. 16). La secuencia entre los nucledtidos 1 y 563 corresponde al DNA de la planta, mientras que la
secuencia entre los nucledtidos 564 y 799 corresponde al DNA extrafio.

2.2. Region flanqueante izquierda (3')

Se secuencio el fragmento identificado que comprendia la regién flanqueante 3' obtenido por el método TAIL-PCR
(SEQ ID No. 2). La secuencia entre los nuclettidos 1 y 40 corresponde a DNA extrafio, mientras que la secuencia
entre los nucleodtidos 41 y 452 corresponde a DNA de la planta.

2.3. Regién que comprende la transposicion especifica EE-GH5 en DNA extranio.
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Se identificéd la secuencia de nucleétidos de una regién que comprendia la transposicion especifica EE-GH5 en el
DNA extrafio (SEQ ID No. 12). La region entre las posiciones de los nucledtidos 52 y 88 se identificdé como regién
que habia sufrido transposicién cuando se comparé con el DNA utilizado para obtener transformantes a partir de los
cuales se selecciono el evento de élite EE-GH5.

3. Desarrollo de protocolos de identificacion de la reacciéon en cadena de polimerasa para EE-GH5
3.1. Cebadores
Se desarrollaron cebadores especificos que reconocen secuencias dentro del evento de élite.

Mas particularmente, se seleccionaron 2 cebadores que reconocen secuencias que flanquean la transposicion
especifica EE-GH5 en el DNA extrafio. Los cebadores abarcan una secuencia de aproximadamente 262 pares de
bases. Se encontr6 que los cebadores siguientes dan resultados particularmente claros y reproducibles en una
reaccion PCR sobre DNA de EE-GH5:

GHI047: 5-TgC.CTC.TTg.AAC.TgT.AgC-3' (SEQ ID No.: 10)
GHI048: 5'-ACT.TgC.AgT.TgC.TgA.TgA.Tg-3' (SEQ ID No.: 11)

Alternativamente, se desarrollé un cebador que reconoce una secuencia dentro de la region flanqueante 5' de EE-
GH5. Se selecciond luego un segundo cebador dentro de la secuencia del DNA extrafio de tal manera que los
cebadores abarcan una secuencia de aproximadamente 369 nucledtidos. Se encontré que los cebadores siguientes
dan resultados particularmente claros y reproducibles en una reaccién PCR sobre DNA de EE-GH5:

GHI065: 5'- ggg.CCg.gAT.AAA ATT.AgC.CT-3' (SEQID No.: 6)
(diana: DNA de planta)

GHI057: 5- ATA.gCg.CgC.AAA.CTA.ggA-3' (SEQ ID No.: 3)
(diana: DNA de insercion)

En el céctel PCR se incluyen preferiblemente los cebadores que estan direccionados a una secuencia enddgena.
Estos cebadores sirven como control interno en muestras desconocidas y en el control positivo de DNA. Un
resultado positivo con el par de cebadores endégenos demuestra que hay abundante DNA de calidad adecuada en
la preparacion del DNA gendmico para generar un producto PCR. Los cebadores endégenos se seleccionaron para
reconocer un gen propio en algodon:

GHI001: 5-AAC.CTA.ggC.TgC.TgA.Agg.AgC-3’ (SEQ ID No.: 13)
GHI002: 5-CAA.CTC.CTC.CAg.TCA.TCT.CCg-3’ (SEQ ID No.: 14)
3.2. Fragmentos amplificados

Los fragmentos amplificados esperados en la reaccion PCR son:

Para el par de cebadores GHI001-GHI002: 445pb (control endégeno)

Para el par de cebadores GHI047-GHI048: 262pb (Evento de élite EE-GH5)
Para el par de cebadores GHI057-GHI065: 369pb (Evento de élite EE-GHS5)
3.3. DNA molde

Se preparé DNA molde a partir de un trozo circular de hoja de acuerdo con Edwards et al., (Nucleic Acids Research
19, p1349, 1991). En caso de utilizar DNA preparado por otros métodos, debia realizarse una operacion de test
utilizando cantidades diferentes molde. Usualmente, 50 ng de DNA gendmico molde proporcionan los resultados
6ptimos.

3.4. Controles positivo y negativo asignados.

Para evitar positivos o negativos falsos, se determind que debian incluirse en una operacion PCR los controles
positivos y negativos siguientes:
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- Control Master Mix (control negativo de DNA). Esta es una PCR en la cual no se afiade DNA alguno a la
reaccion. Cuando se observa el resultado esperado, sin productos PCR, esto indica que el céctel PCR no
estaba contaminado con DNA diana.

- Un control positivo de DNA (muestra de DNA gendmico conocida que se sabe contiene las secuencias
transgénicas). La amplificacion satisfactoria de este control positivo demuestra que a PCR se efectué en
condiciones que permiten la amplificacién de las secuencias diana.

- Un control de DNA de tipo salvaje. Esta es una PCR en la cual el DNA molde proporcionado es DNA
gendémico preparado a partir de una planta no transgénica. Cuando se observa el resultado esperado, sin
amplificacion de un producto PCR transgénico pero con amplificacion del producto PCR enddgeno, ello indica
que no hay amplificacion alguna detectable del sustrato transgénico en una muestra de DNA gendmico.

3.5. Condiciones de la PCR
Los resultados 6ptimos se obtuvieron en las condiciones siguientes:
- la mezcla PCR para reacciones de 25 pul contiene:
2,5 ul DNA molde
2,5 yl 10x Tampodn de Amplificacion (suministrado por el fabricante con la
polimerasa Taq)
0,5 uyldNTP’s 10 mM
0,4 pyl GHIO01 (10pmoles/ml)
0,4 pl GHI002 (10pmoles/ml)
0,7 yl GHI047 (10pmoles/ml) o GHIO57 (protocolo PCR 2)
0,7 yl GHI048 (10pmoles/ml) o GHI065 (protocolo PCR 2)
0,1 yl DNA polimerasa Taq (5 unidades/pl)
agua hasta 25 ml
- el perfil de termociclacion a seguir para resultados 6ptimos es el siguiente:
4 min. at 95°C
Seguido por: 1 min. a 95°C
1 min. a 57°C
2 min. a 72°C
Durante 5 ciclos
Seguido por: 30s.a92°C
30s.a 57°C
1 min. a 72°C
Durante 25 ciclos
Seguido por: 10 minutos a 72°C
3.6. Analisis en gel de agarosa

Para visualizar 6ptimamente los resultados de la PCR se determiné que entre 10 y 20 pl de las muestras PCR
deberian aplicarse sobre un gel de agarosa al 1,5% (tampon Tris-borato) con un marcador de peso molecular
apropiado (v.g. la escalera de 100 pares de bases PHARMACIA).

3.7. Validacién de los resultados
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Se determind que los datos de las muestras de DNA de plantas transgénicas dentro de una operacion PCR aislada y
un coéctel PCR aislado no deberian considerarse aceptables a no ser que 1) el control positivo de DNA exhiba los
productos PCR esperados (fragmentos transgénicos y enddgenos), 2) el control negativo de DNA sea negativo para
la amplificacion PCR (sin fragmentos) y 3) el control de DNA de tipo salvaje exhiba el resultado esperado
(amplificacion de fragmentos enddgenos).

Cuando se sigue el Protocolo de Identificacion PCR para EE-GH5 como se ha descrito arriba, las pistas que
presentan cantidades visibles de los productos PCR transgénicos y endogenos de los tamafos esperados, indican
que la planta correspondiente a partir de la cual se habia preparado el DNA genémico molde , ha heredado el evento
de élite EE-GH5. Las pistas que no muestran cantidades visibles de ninguno de los productos PCR transgénicos y
presentan cantidades visibles de producto PCR enddgeno, indican que la planta correspondiente a partir de la cual
se habia preparado el DNA gendmico molde , no comprende el evento de élite. Las pistas que no presentan
cantidades visibles de los productos PCR enddgenos y transgénicos, indican que la calidad y/o cantidad del DNA
gendémico no permitia la generacion de un producto PCR. Estas plantas no pueden clasificarse. La preparacion de
DNA gendmico deberia repetirse y tiene que realizarse una nueva operacion PCR, con los controles apropiados.

3.8. Uso de protocolo PCR discriminante para identificar EE-GH5

Antes de intentar cribar muestras desconocidas, tiene que realizarse una operacién de test con todos los controles
apropiados. El protocolo desarrollado podria requerir optimizacion para componentes que puedan diferir entre
laboratorios (preparacion del DNA molde, DNA-polimerasa Taq, calidad de los cebadores, dNTP's, termociclador,
etc.).

La amplificacion de la secuencia enddgena juega un papel fundamental en el protocolo. Es necesario conseguir
condiciones de PCR y termociclacion que amplifiquen cantidades equimolares de ambas secuencias enddgena y
transgénica en un molde de DNA gendmico transgénico conocido. Siempre que el fragmento enddgeno direccionado
no se amplifique o siempre que las secuencias direccionadas no se amplifiquen con las mismas intensidades de
tincion con bromuro de etidio, a juzgar por electroforesis en gel de agarosa, puede requerirse optimizacion de las
condiciones PCR.

Se testd material de hoja de cierto nimero de plantas de algoddn, algunas de las cuales comprendian EE-GH5, de
acuerdo con el protocolo arriba descrito. Muestras del evento de élite EE-GH5 y de algodén de tipo salvaje se
tomaron como controles positivo y negativo, respectivamente.

La Figura 2 ilustra el resultado obtenido con el protocolo de identificacion PCR 1 del evento de élite para EE-GH5
sobre cierto niumero de muestras de plantas de algodén. Se encontré que las muestras en las pistas 2 a 3 contenian
el evento de élite dado que se detectaba la banda de 305 pares de bases, mientras que las muestras en las pistas 4
a 10 no comprenden EE-GHS5. Las pistas 4 y 10 comprenden otros eventos de élite de algodén (con inclusiéon de
plantas que comprenden genes quiméricos de tolerancia a diferentes insectos); la pista 11 representa la muestra del
control negativo (agua), y las pistas 1 y 12 representan el Marcador de Peso Molecular (escalera de 100 pares de
bases).

4. Uso de un fragmento de integracion especifico como sonda para deteccion de material que comprende
EE-GH5

Se obtiene un fragmento de integracion especifico de EE-GH5 por amplificacion PCR utilizando los cebadores
especificos GHI047 (SEQ ID No. 10) y GHI048 (SEQ ID No. 11) o por sintesis quimica, y se marca. Este fragmento
de integracion se utiliza como sonda especifica para la deteccion de EE-GH5 en muestras bioldgicas. El acido
nucleico se extrae de las muestras de acuerdo con procedimientos estandar. Este acido nucleico se pone luego en
contacto con la sonda especifica en condiciones de hibridacién que estan optimizadas para permitir la formacién de
un hibrido. La formacién del hibrido se detecta luego para indicar la presencia de acido nucleico de EE-GH5 en la
muestra. Opcionalmente, el acido nucleico en las muestras se amplifica utilizando los cebadores especificos antes
del contacto con la sonda especifica. Alternativamente, el acido nucleico se marca antes del contacto con la sonda
especifica en lugar del fragmento de integracion. Opcionalmente, la sonda especifica se fija a un portador solido (tal
como, pero sin caracter limitante, un filtro, cinta o cuentas) antes del contacto con las muestras.

5. Protocolo para la determinacion basada en PCR del estatus de cigosidad del material de planta de algodén
EE-GH5

5.1. Cebadores

Se disefiaron dos cebadores que reconocian las secuencias de nucledtidos del locus de tipo salvaje antes de
insercion del evento de élite, de tal manera que los mismos estan dirigidos uno hacia otro y tienen el sitio de
insercion entre ambos. Este juego de cebadores, junto con un tercer cebador complementario para las secuencias

17



10

15

20

25

30

35

40

ES 2432406 T3

de DNA extrafio y dirigido hacia el DNA flanqueante, permiten la amplificacion PCR simultanea del locus EE-GH5 asi
como del locus de tipo salvaje.

Se encontré que los cebadores siguientes dan resultados particularmente claros y reproducibles en una reaccion
PCR de clasificacion de la cigosidad sobre DNA de EE-GH5:

GHI066 5- AgA.TAA.AAT.CgT.CAg.TgC.Tg-3 (SEQ ID No.: 9)
(diana: DNA de planta aguas arriba de la secuencia flanqueante 5’)

GHI057 5-ATA.gCg.CgC.AAA.CTA.ggA-3’ (SEQ ID No.: 3)
(diana: DNA de insercion)

GHI065 5’- ggg.CCg.gAT.AAA.ATT.AgC.CT-3’ (SEQ ID No.: 6)

(diana: DNA de planta de la secuencia flanqueante 3’)

5.2. Fragmentos amplificados

Los fragmentos amplificados esperados de la reaccion PCR son:

Para el par de cebadores GHIO65 - GHI066: 517 pb (locus de tipo salvaje)

Para el par de cebadores GHI057 - GHI065: 369 pb (locus EE-GH5)

5.3. DNA molde

Se preparé DNA molde a partir de un trozo circular de hoja de acuerdo con Edwards et al., (Nucleic Acids Research,
19, p1349, 1991). En caso de utilizar DNA preparado por otros métodos, deberia realizarse una operacion de test
empleando cantidades de molde diferentes. Usualmente, 50 ng de DNA gendémico molde proporcionan los
resultados 6ptimos.

5.4. Controles positivo y negativo asignados
Para evitar positivos o negativos falsos, es aconsejable que se incluyan los controles positivos y negativos siguientes
en una operacion PCR:

- Control Master Mix (control negativo de DNA). Esta es una PCR en la cual no se afiade DNA alguno a la
reaccion. Cuando se observa el resultado esperado, sin productos PCR, esto indica que el céctel PCR no
estaba contaminado con DNA diana.

- Un control positivo de DNA (muestra de DNA gendmico conocida que se sabe contiene las secuencias
transgénicas). La amplificacion satisfactoria de este control positivo demuestra que a PCR se efectud en
condiciones que permiten la amplificacién de las secuencias diana.

- Un control de DNA de tipo salvaje. Esta es una PCR en la cual el DNA molde proporcionado es DNA
gendémico preparado a partir de una planta no transgénica. Cuando se observa el resultado esperado, sin
amplificacion de un producto PCR transgénico pero con amplificacion del producto PCR enddgeno, ello indica
que no hay amplificacion alguna detectable del sustrato transgénico en una muestra de DNA gendmico.

5.5. Condiciones PCR
Los resultados 6ptimos se obtuvieron en las condiciones siguientes:
- la mezcla PCR para reacciones de 25 pul contiene:
x I DNA molde (150 ng)
2,5 yl 10x Tampon de Amplificacion (suministrado por el fabricante con
la polimerasa Taq)
0,5 pul 10 mM dNTP’s
1,5 pl GHIO53 (10pmoles/yl)
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1,0 pl GHIO54 (10pmoles/ul)
0,5 pyl GHI041 (10pmoles/ul)
0,1 yl DNA polimerasa Taq (5 unidades/yl)
agua hasta 25 pl
- el perfil de termociclacion a seguir para resultados 6ptimos es el siguiente:
4 min. a 95°C
Seguido por: 1 min. a 95°C
1 min. a 57°C
2 min. a 72°C
Durante 5 ciclos
Seguido por: 30s.a92°C
30s.a 57°C
1 min. a 72°C
Durante 25 ciclos
Seguido por: 10 minutos a 72°C

Para visualizar éptimamente los resultados de la PCR se determiné que deberian aplicarse entre 10 y 20 pl de las
muestras PCR a un gel de agarosa al 1,5% (tampdn Tris-borato) con un marcador de peso molecular apropiado (v.g.
la escalera PHARMACIA de 100 pares de bases).

5.7. Validacién de los resultados

Los datos de las muestras de DNA de plantas transgénicas dentro de una sola operacion PCR y una sola Master Mix
PCR no seran aceptables a no ser que:

- el control positivo muestre los productos PCR esperados (amplificacion de la diana transgénica)

- el control de DNA positivo de tipo salvaje muestre el resultado esperado (amplificacion de la diana de
tipo salvaje)

- el control negativo sea negativo para la amplificacion PCR (ausencia de fragmentos).

Las pistas que muestran cantidades visibles del producto PCR transgénico del tamafio esperado y no muestran
cantidades visibles del producto PCR de tipo salvaje, indican que la planta correspondiente a partir de la cual se
prepar6 el molde de DNA gendmico es homocigoética para la casete del gen transgénico.

Las pistas que muestran cantidades visibles de los productos PCR transgénico y de tipo salvaje de los tamafos
esperados, indican que la planta correspondiente a partir de la cual se preparé el DNA gendémico molde, es
hemicigdtica para la casete del gen transgénico. Las pistas que no muestran cantidades visibles del producto PCR
transgénico y muestran cantidades visibles del producto PCR de tipo salvaje, indican que la planta correspondiente
a partir de la cual se prepard el DNA genémico molde no ha heredado la secuencia transgénica ensayada y es por
tanto homocigética para el locus de tipo salvaje.

Las pistas que no muestran cantidades visibles de los productos PCR transgénicos y de tipo salvaje indican que la
calidad y/o cantidad del DNA genémico no permitia generar un producto PCR. Estas plantas no pueden clasificarse.
La preparacion de DNA genomico deberia repetirse y tiene que realizarse una nueva operacion PCR, con los
controles apropiados.

5.8. Uso del protocolo de clasificacion de cigosidad para identificacion del estatus de cigosidad en plantas que
contienen EE-GH5.
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La Figura 3 ilustra el resultado obtenido con la clasificacion de cigosidad PCR para EE-GH5 sobre cierto numero de
muestras de plantas de algodoén. Se encontré que las muestras en las pistas 2-3 y 6-7 contienen el fragmento PCR
(369 pb) caracteristico para el evento de élite EE-GH5, mientras que las muestras en las pistas 2, 3 y 5 contenian el
fragmento caracteristico para la presencia del locus de tipo salvaje. Las pistas 6 y 7 contienen por tanto EE-GH5 en
forma homocigética, las pistas 2 y 3 contienen EE-GH5 en forma hemicigética y la pista 5 contiene el locus de tipo
salvaje en forma homocigética (acigética para EE-GHS5). La pista 8 representa la muestra de control negativo (agua),
y las pistas 1y 9 representan el Marcador de Peso Molecular (escalera de 100 pares de bases).

6. Introgresion de EE-GH5 en cultivares preferidos

El evento de élite EE-GH5 se introduce por retrocruzamiento repetido en cultivares de algodon comerciales tales
como, pero sin caracter limitante, FM5013, FM5015, FM5017, FM989, FM832, FM966 and FM958, FM989,
FM958, FM832, FM991, FM819, FM800, FM960, FM966, FM981, FM5035, FM5044, FM5045, FM5013,
FM5015, FM5017 o FM5024.

Se observa que la introgresion del evento de élite en estas cultivares no influye significativamente en ninguna de las
caracteristicas fenotipicas o agronémicas deseables de estas cultivares (arrastre de acoplamiento nulo) mientras
que la expresion del transgén, como se determina por tolerancia a glufosinato, cumple los
niveles comercialmente aceptables. Esto confirma el estatus del evento EE-GH5 como un evento de élite.

El evento de élite puede combinarse ventajosamente con otros eventos élite disponibles en el mercado,
particularmente otro gen de evento de élite de resistencia a los insectos para el propdsito de gestion de la resistencia
a los insectos tal como, pero sin caracter limitante, el evento 3006-210-23; demanda a USDA APHIS 03-036-02p)
evento 281-24-236 (demanda a USDA APHIS 03-036-01p); evento MON158985 (demanda a USDA APHIS 00-
342-01p); evento MON531 (demanda a USDA APHIS 94-308-01p) o evento COT102 (=Syngenta vip3A)
demanda a USDA APHIS 03-155-01p. El evento de élite EE-GHS5 puede combinarse también con eventos élite
tolerantes a herbicidas tales como el evento MON1445 (demanda a USDA APHIS 95-045-01p) o el evento
MONB88913 (demanda a USDA APHIS 04-086-01p).

Como se utiliza en las reivindicaciones que siguen, a no ser que se indique claramente otra cosa, debe entenderse
que el término "planta" tiene por objeto abarcar tejidos de planta, en cualquier etapa de madurez, asi como
cualesquiera células, tejidos, u organos tomados de o derivados de cualquiera de tales plantas, incluyendo sin
limitacién cualesquiera semillas, hojas, tallos, flores, raices, células individuales, gametos, cultivos de células,
cultivos de tejido o protoplastos.

Semilla de referencia que comprendia el evento de élite EE-GH5 se deposité como EE-GH5 en la ATCC (10801
University Blvd., Manassas, VA 20110-2209) en fecha 22 de enero 2007, bajo el nimero de acceso ATCC PTA-
8171. Un nombre alternativo para EE-GH5 es T304-40.

Como se utiliza en las reivindicaciones que siguen, a no ser que se indique claramente otra cosa, el término "planta”
tiene por objeto abarcar tejidos de planta, en cualquier etapa de madurez, asi como cualesquiera células, tejidos, u
organos tomados de o derivados de cualquiera de tales plantas, incluyendo sin limitacién cualesquiera semillas,
hojas, tallos, flores, raices, células individuales, gametos, cultivos de células, cultivos de tejido o protoplastos.
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220>
<223> Secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia flanqueante 5’ de EE-GH5

<220> o _
2221 Caracteristica mixta

<222>  (1).(98)
<223> DNAde planta

<220>
<221> Caracteristica mixta

<2225 (99).(334)
<223> DNA de insercion

<400> 1
cttttatcat ataagtgcct atataaataa agtttagtca gtcaaattag agagattgtc 60

attgtaggga gtttgtccaa ttattggtgt trttaatccc agtactcggc cgtcgaccgc 120
ggtaccccgg aattgaaaac agatttgagg tttcaaagtg gtgttgtggc tacagttcaa 180

gaggcattaa aagctgattt ggccggatct tttgaagctt tcaaacacaa ggaaatcatc 240

€atcaacctc caatcgaatg gcrirttget tggcacaata attcccctac trtrcgacttg 300
aggacaagtc gattttccgg gccggatgta ttga 334
<210 2

<211> 452

<212> DNA

<213> Artificial
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<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

=400 2
atagcgcgea

aagttatccc
cttccaatca
ccatcaaggc
caagcagtgg
tttatcgaga
atccggecca
attggcccaa
<210 3

<211> 18

<212> DNA
<213>
<220

Caracteristica mixta
(1)..(40)
DNA de insercion

Caracteristica mixta
(41)..(452)
DNA de planta

aactaggata
aagatctagg
ccagtcttag
aactagagat
atagaaagaa
ttcgaatcte
ataaataaaa

acaaaaaaga

artificial
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aattatcgcg
ggtattttgc
gtataaggga
gccttgatge
gctcaatgtt
taaatcaatg
caaaataaaa

gcccaataac

«223> Cebador oligonucleotidico GHI057

<400> 3
atagcgcgea

<210= 4

<211> 20
«212> DNA
<213>

<220>
<223>

tcggcaatgt

<210> 5

<211> 19
<212>
<213>

<220>
<223>

DNA
artificial

aactagga

Aartificial

tatcggcatc

Cebador oligonucleotidico MAE115
© <400> 4

cgcggtgtca
atcattaaga
aggctéatgc
aaaagagctc
aagtgcaaac
tcattaacaa
ataataaatc

cC

Cebador oligonucleotidico HVYH022

22

tctatctece
gaaaactttg
cgataacatt
ttttttagac
aaaattcgaa
ctatataaca

aaggtcaatt

Secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia flanqueante 3’ de EE-GH5

TICTCITELC
tttaattaga
gccgaacaaa
cctcaaatgc
aggctaaaag
ggctaatttt

tacaaaatag

60
120
1B0
240

300

360
420
452
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5

ccactgcttg gcatttgag

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

<220>
<223>

<400>

b

20

DNA,
artificial

Cebador oligonucieotidico GHI065

LV

gggccggata aaatragect

<210>
<211>

- ellds

<213>

<220>
<223

400>

7

20

DNA- - -

artificial

Cebador oligonucleotidico HVYH024

7

gtcattgtag ggagtttgtc

<210>
<211>
<212>
213>

<220>
223>

<400>

8

18

DNA
artificial

Cebador oligonucleotidico DPA312
B

tgcctcttga actgtage

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

«220>
<223>

<400>

<210=>
<211
<212
<213>

<220
<223>

<400>

9

20

DNA
artificial

Cebador oligonucleotidico GHI066

9
dgataaaatc gtcagtgctg

10

18

DNA- - -
Artificial

Cebador oligonucleotidico GHI47

10

tgcctcttga actgtage

23

19

20

20

18

20
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<210 11
<211 20
<212> DNA
<213 artificial
<220
<223 Cebador oligonucleotidico GHI048
<400> 11
acttgcagtt gctgatgatg , 20
<210 12
. <211 262
<212> DNA
<213> aArtificial
<220>

<223> Secuencia de nucledtidos del fragmento amplificado de DNA de algodon que
comprende EE-GH5 utilizando GH1047 y GH1048

<220

<221> Caracteristica mixta

222> (1).(51)

<223> secuencia derivada de 3’ me1

:g%?; Caracteristica mixta

<222> (86)..(88)
<223> secuencia derivada del borde derecho de T-DNA

<220>
<221> Caracteristica mixta

<222> (89)..(262)
<223>  secuencia derivada de 3’ me1

400> 12
tgcctcttga actgtageca caacaccact ttgaaacctc aaatctgttt tcaattccgg 60

ggtaccgogg tcgacggccg agtactggoec aaatttagtt tttggataaa gtaccagatt 120
tagggcaata aaactataaa cggccagcett ttagctacat acaatgagca ttcctgataa 180

acaaagaacc caaccggtat ttgtaagtga ataaacaaaa gtagtattaa gctttaagtt 240

tccatcatca gcaactgcaa gt 262
<210> 13

<21l> 21

«212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico GH1001

<400> 13

aacctraggcet gctgaaggag ¢ 21
<210> 14

<211> 21

<212> DNA
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<213> artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico GHI002

<400> 14

caagtcctcc agtcatctcc g 21

<210> 15

<211> 558

<212> DNA )

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos de la secuencia genodmica diana de la planta antes de la
insercion de EE-GH5

:%%g: Caracteristica mixta

<2225 (1)..(113)

<223> secuencia correspondiente a la secuencia flanqueante 5’

<220> .

<221 Caracteristica mixta

<222>  (114)..(145)

«223> delecion pre-insercion en el evento de élite EE-GH5

<220>

221> Caracteristica mixta

«222> (146)..(558)

<223> secuencia correspondiente a la secuencia flanqueante 3’

<220>

221> Caracteristica mixta

<222>  (457)..(475)

<223> secuencia correspondiente al complemento del oligonucleétido GHI065

<400> 15

agtttatatt tCttactitt atcatataag tgcctatata aataaagttt agtcagtcaa 60

attagagaga ttgtcattgt agggagtttg tccaattatt ggtgttttta atcacaagtt 120

gtttaaggat tccaaaccat acattatcta tctocctttit cttttcaagt tatcccaaga 180

tctaggggta ttttgcatca ttaagagaaa actttgtita attagacttc caatcaccag 240

tcttaggtat aagggaagge tgatgocgat aacattgoccg aacaaaccat caaggcaact 300

agagatgcct tgatgcaaaa gagctctttt ttagaccctc aaatgccaag cagtggatag 360

aaagaagctc aatgttaagt gcaaacaaaa ttcgaaaggce taaaagttta tcgagattcg 420

aatctctaaa tcaatgtcat taacaactat ataacaggcet aattttatcc ggcccaataa 480

ataaaacaaa ataaaaataa taaatcaagg tcaatttaca aaatagattg gcccaaacaa 540

aaaagagccc aataaccc 558

<210> 16

<211> 799
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<21Z>
<Z13>

<220>
<223>

DNA

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

<400> 16
aacaaataag

ttitttagtg
aattttcaga
agggtaaatt
ttaaattatt
tttattcatt
ttaaaagtta
cagtgctgaa
tgcctatata
tccaattatt
aaaacagatt
gatttggccg
gaatggcttt
tcegggeeag
<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400> 17
caggtgttag

17
20
DNA

<210>
<211
<212
<213>

18
24
DNA

Artificial

Caracteristica mixta
(1)..(563)
DNA de planta

Caracteristica mixta
(564)..(799)
DNA de insercién

ccaéttccaa
gtgcttatct
ctctaggatg
catttgagtt
ttctttatag
taattatagt
TTaatttctt
Ttttatatta
aataaagttt
ggtgrrttta
tgaggtttca
gatcttttga
ttgcttggeca

atgtattga

artificial

gagcacaatc

Aartificial
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agagaggata
gtttcaggtg
aatccttrte
caagtttgga
atcatgaaat
trgattatat
grrtattcat
ttttattaga
agtcagtcaa
at cccag tac
aagtggtgtt
agctttcaaa

caataattcc

Cebador oligonucleotidico HYH036

gctgatcttt
ttaggagcac
gaagaggagg
acactgacca
gatatattat
acatttgtaa
taaataaagt
agtttatatt
attagagaga
tcggccgteg
gtggctacag
cacaaggaaa

cctacttteg

26

tcactaatca
aatcatacca
tgaatgatac
acttgcaatg
ttaaaatttt
aattgaatat
tcaattatag
tcttactttt
ttgtcarttgt
accgcggtac
ttcaagaggc
tcatccatca

acttgaggac

taacttgaat
ttccctgeat
gaactcagaa
aatttttggg
aagatgttta
tratttggtt
ataaaatcgt
atcatataag
agggagtttg
cccggaattg
attaaaagct
acctccaatc

aagtcgattt

Secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia flanqueante 5 de EE-GH5 (larga)

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
799
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Cebador oligonucleotidico SHA028
18

cacaacacca crttgaaacc tcaa

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

<220>
<223>

<400>

19

19

DNA
artificial

Cebador oligonucleotidico MAEO67

19

ccattcgatt ggaggttga

27

24
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REIVINDICACIONES

1. Una planta transgénicas de algodon resistente a los insectos, o células, partes, semilla o progenie de la
misma, cada una de las cuales comprende un evento de élite, comprendiendo dicho evento de élite un DNA extrafio
que comprende la secuencia codificante de un gen cry1ab modificado bajo el control de un promotor S7 del virus de
la atrofia subterranea del trébol, en donde dicho evento de élite puede obtenerse a partir de la semilla de referencia
que comprende dicho evento que ha sido depositada en la ATCC bajo el numero de depédsito PTA-8171, el DNA
gendmico de dicha planta de algodén, o células, partes, semilla, o progenie de la misma cuando se analiza utilizando
el protocolo de identificacion de eventos élite para dicho evento de élite con dos cebadores que comprenden la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 10 y SEQ ID No. 11 respectivamente, produce un fragmento de DNA de
262 pb o cuando se analiza utilizando el protocolo de identificacion de eventos élite para dicho evento de élite con
dos cebadores que comprenden la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 3 y SEQ ID No. 6 respectivamente,
produce un fragmento de DNA de 369 pb.

2. Un método para identificacion de una planta transgénicas de algodoén resistente a los insectos, o células,
partes, semilla o progenie de la misma especificada en la reivindicacion 1 en muestras bioldgicas, comprendiendo
dicho método amplificar un fragmento de DNA de entre 100 y 500 pb de un acido nucleico presente en dichas
muestras bioldgicas utilizando una reaccion en cadena de polimerasa con al menos dos cebadores, reconociendo
uno de dichos cebadores la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 1 desde el nucleétido 1 al nucleétido 98 o la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 16 desde el nucledtido 1 al nucledtido 563 o la secuencia de nucledtidos
del complemento de SEQ ID No. 2 desde el nucleétido 41 al nucleétido 452, reconociendo el otro cebador de dichos
cebadores la secuencia de nucleétidos del complemento de SEQ ID No. 1 desde el nucleétido 99 al nucleétido 334 o
la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 2 desde el nucledétido 1 al nucledtido 40.

3. El método de la reivindicaciéon 2, en donde un cebador esta constituido por una secuencia de nucleétidos de
17 a 200 nucledtidos consecutivos seleccionados de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 1 desde el
nucledtido 1 al nucledtido 98 o la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 16 desde el nucledétido 1 al nucleétido 563
o dicho cebador esta constituido por una secuencia de nucleétidos de 17 a 200 nucleétidos consecutivos,
seleccionada de la secuencia de nucledtidos del complemento de SEQ ID No. 2 desde el nucleétido 41 al nucleétido
452, y el otro cebador esta constituido por 17 a 200 nucleotidos consecutivos seleccionados de la secuencia de
nucleétidos del complemento de SEQ ID No. 1 desde el nucleétido 99 al nucledtido 334 o la secuencia de
nucleodtidos de SEQ ID No. 2 desde el nucleétido 1 al nucleétido 40.

4. El método de la reivindicacion 2, en donde un cebador comprende en su extremo 3’ Ultimo una secuencia de
nucledtidos de al menos 17 nucleétidos consecutivos seleccionados de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 1
desde el nucledtido 1 al nucledtido 98 o la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 16 desde el nucleétido 1 al
nucleétido 563 o dicho cebador comprende en su extremo 3’ ultimo una secuencia de nucleétidos de al menos 17
nucledtidos consecutivos seleccionados de la secuencia de nucleétidos del complemento de SEQ ID No. 2 desde el
nucledtido 41 al nucledtido 452, y el otro cebador comprende en su extremo 3’ Ultimo al menos 17 nucledtidos
consecutivos seleccionados de la secuencia de nucleétidos del complemento de SEQ ID No. 1 desde el nucleétido
99 al nucledtido 334 o la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 2 desde el nucleétido 1 al nucleétido 40.

5. El método de la reivindicacion 4, en donde dichos cebadores comprenden la secuencia de SEQ ID No. 3 y
SEQ ID No. 6, respectivamente.

6. El método de la reivindicacion 5, método que comprende amplificar un fragmento de 369 pares de bases
utilizando el protocolo de identificacion de eventos élite.

7. Un kit para identificacion de una planta transgénicas de algodon resistente a los insectos, o células, partes,
semilla o progenie de la misma especificadas en la reivindicacion 1 en muestras bioldgicas, comprendiendo dicho kit
un cebador que reconoce la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 1 desde el nucledtido 1 al nucleétido 98 o la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 16 desde el nucledtido 1 al nucledtido 563 o un cebador reconoce la
secuencia de nucledtidos del complemento de SEQ ID No. 2 desde el nucleétido 41 al nucleétido 452, y un cebador
que reconoce la secuencia de nucleétidos del complemento de SEQ ID No. 1 desde el nucledtido 99 al nucleétido
334 o la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 2 desde el nucledétido 1 al nucledétido 40.

8. El kit de la reivindicacion 7, en donde un cebador esta constituido por una secuencia de nucleétidos de 17 a
200 nucleétidos consecutivos seleccionados de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 1 desde el nucleétido 1
al nucledtido 98 o la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 16 desde el nucledtido 1 al nucledtido 563, o dicho
cebador esta constituido por una secuencia de nucleétidos de 17 a 200 nucleétidos consecutivos seleccionados de
la secuencia de nucleotidos del complemento de SEQ ID No. 2 desde el nucledtido 41 al nucledtido 452, y un
cebador esta constituido por 17 a 200 nucledtidos consecutivos seleccionados de la secuencia de nucleétidos del
complemento de SEQ ID No. 1 desde el nucleétido 99 al nucleétido 334 o la secuencia de nucleétidos de SEQ ID
No. 2 desde el nucledtido 1 al nucledtido 40.
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9. El kit de la reivindicacion 7, en donde un cebador comprende en su extremo 3’ Ultimo una secuencia de
nucledtidos de al menos 17 nucledtidos consecutivos seleccionados de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 1
desde el nucledtido 1 al nucledtido 98 o la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 16 desde el nucleétido 1 al
nucleétido 563, o un cebador comprende en su extremo 3’ Ultimo una secuencia de nucleétidos de al menos 17
nucledtidos consecutivos seleccionados de la secuencia de nucleétidos del complemento de SEQ ID No. 2 desde el
nucledtido 41 al nucleétido 452, y uno comprende en su extremo 3’ Ultimo al menos 17 nucleétidos consecutivos
seleccionados de la secuencia de nucleétidos del complemento de SEQ ID No. 1 desde el nucledtido 99 al
nucleétido 334 o la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 2 desde el nucleétido 1 al nucleétido 40.

10. El kit de la reivindicacion 7, que comprende un cebador constituido por la secuencia de SEQ ID No. 3 y un
cebador constituido por la secuencia de SEQ ID No. 6.

11. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 1
desde el nucledtido 78 al nucleétido 119 o SEQ ID No. 2 desde el nucleétido 20 al 60, o el complemento de dichas
secuencias.
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