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DESCRIPCIÓN

Par de cebadores para la detección de un gen (VIP3A) que codifica un insecticida

La presente invención se refiere a pares de cebadores para detectar material derivado de una planta de algodón 
transgénica resistente a insectos.

Las plagas vegetales son un factor importante en la pérdida de las cosechas agrícolas importantes del mundo. Se 5
pierden alrededor de 8 mil millones de dólares cada año en los Estados Unidos de América debido a infestaciones 
de plantas por plagas no mamíferas, incluyendo insectos. Además de las pérdidas en cosechas de campo, las 
plagas de insectos también son una carga para los cultivadores de vegetales y frutas, para productores de flores 
ornamentales, y para jardineros.

Las plagas de insectos se controlan principalmente mediante aplicaciones intensivas de plaguicidas químicos, que 10
son activos mediante la inhibición del crecimiento de los insectos, prevención de la alimentación de reproducción de 
los insectos, o que provoca la muerte. De este modo se puede alcanzar un buen control de plagas de insectos, pero 
estos compuestos químicos pueden afectar también algunas veces a otros insectos beneficiosos. Otro problema que 
resulta del uso extendido de plaguicidas químicos es la aparición de variedades de insectos resistentes. Esto se ha 
aliviado parcialmente mediante diversas prácticas de manejo de la resistencia, pero hay una creciente necesidad de 15
agentes de control de plagas alternativos. Los agentes de control de plagas biológicos, tales como las cepas de 
Bacillus thuringiensis que expresan toxinas plaguicidas como -endotoxinas, también se han aplicado a plantas de 
cosechas con resultados satisfactorios, ofreciendo una alternativa o ayuda a plaguicidas químicos. Se han aislado 
los genes que codifican algunas de estas -endotoxinas, y se ha demostrado que su expresión en hospedantes 
heterólogos proporciona otra herramienta para el control de plagas de insectos económicamente importantes. En 20
particular, la expresión de toxinas insecticidas tales como -endotoxinas de Bacillus thuringiensis en plantas 
transgénicas, ha proporcionado protección eficiente frente a plagas de insectos seleccionadas, y se han 
comercializado plantas transgénicas que expresan tales toxinas, permitiendo a los granjeros reducir las aplicaciones 
de agentes de control de insectos químicos.

Recientemente, se ha identificado una nueva familia de proteínas insecticidas producidas mediante Bacillus sp. 25
durante las etapas vegetativas de crecimiento (proteínas insecticidas vegetativas (VIPs)). Las patentes U.S. 
5.877.012, 6.107.279, y 6.137.033 describen genes de la toxina vip3A, aislados de la especie Bacillus. Las toxinas 
VIP3A poseen actividad insecticida frente a un amplio espectro de insectos lepidópteros, que incluye, pero no se 
limita a, gusano cogollero del maíz, Spodoptera frugiperda, gusano cortador grasiento, Agrotis ipsilon, taladrador de 
la caña de azúcar, Diatraea saccharalis, y gusano picador, Elasmopalpus lignosellus, y, cuando se expresan en 30
plantas transgénicas, por ejemplo algodón, confieren protección a la planta del daño por ingestión del insecto.

La familia del algodón, género Gossypium, un miembro de las Malváceas, consiste en 39 especies, de las cuales 
Gossypium hirsutum es la especie más habitualmente cultivada. También se cultivan otras tres especies: G. 
arboreum, G. barbadense, y G. herbaceum. Estas especies cultivadas se hacen crecer principalmente para las 
masas de fibras sedosas que se convierten en telas. El algodón es adecuado como fibra textil debido a que las 35
hebras secas maduras se retuercen de tal manera que se pueden hilar de ellas hebras fuertes finas. Otros 
productos, tales como aceite de semilla de algodón, torta, y removedoras de hilachas de algodón son subproductos 
de la producción de fibras.

El daño a las cosechas de algodón por plagas de insectos en todo el mundo da como resultado cada año una 
pérdida significativa de producción. El control eficaz de estas plagas para minimizar la pérdida de producción es de 40
gran importancia económica. Los ejemplos de plagas de insectos de algodón incluyen rosquilla verde gardana 
(Spodoptera exigua), picudo del algodonero (Anthonomus grandis grandis), gusano medidor del repollo (Trichoplusia 
ni), insecto de planta anubarrado (Neurocolpus nubilus), áfido del algodón (Aphis gossypii), gusano pelotero
(Heliocoverpa zea), gusanos cortadores (Feltia subterranea, Peridroma saucia, Agrotis ipsilon), taladrador del maíz 
europeo (Ostrinia nubilalis), cogollero del maíz (Spodoptera frugiperda), trips de plántula (Frankliniella spp.), falso 45
medidor (Pseudoplusia includens), insectos hediondos (Nezara viridula, Acrosternum hilare, Euschistus servus), 
chinche opaca de las plantas (Lygus lineolaris), perforador mayor de la bellota (Heliothis virescens) y moscas 
blancas (Trialeurodes abutilonea, Bemisia tabaci).

La transformación y regeneración de plantas de algodón es ahora un procedimiento bien consolidado, basado 
típicamente en transferencia de ADN extraño mediada por Agrobacterium tumefaciens en partes vegetales de 50
algodón y la regeneración de dichas partes vegetales en cultivo tisular en plantas de algodón transgénicas, 
completamente fértiles.

Existe la necesidad de generar una planta de algodón que sea resistente a insectos, de manera que se reduzca la 
pérdida de producción por daño a las cosechas de algodón por plagas de insectos. Una planta de algodón resistente 
a insectos podría reducir la necesidad de aplicar plaguicidas químicos, que pueden ser perjudiciales a otros insectos 55
beneficiosos y al entorno.
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Por lo tanto, la presente invención se refiere a medios para detectar material vegetal derivado de un suceso de 
algodón transgénico resistente a insectos, denominado COT102. En particular, la presente invención se refiere a un 
par de cebadores para detectar la presencia de ácidos nucleicos específicos para el suceso COT102 en una 
muestra biológica, comprendiendo el par de cebadores un primer par y un segundo par diseñados para unirse a un 
polinucleótido que comprende al menos 20 nucleótidos contiguos de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2 cuando dicho 5
polinucleótido es monocatenario, en el que el primer cebador y el segundo cebador, cuando se usan juntos en una 
reacción de PCR, producen un amplicón que comprende al menos una secuencia de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2, 
y en el que la producción de un amplicón es indicativa de ácidos nucleicos específicos para el suceso COT102. 
Preferiblemente, el primer cebador se diseña para unirse a una secuencia de ADN específica para el sitio de 
inserción de COT102, y el segundo cebador se diseña para unirse a una secuencia de ADN genómico flanqueante 10
en dirección 3’ del extremo 3’ del sitio de inserción de COT102, o a una secuencia de ADN genómico flanqueante en 
dirección 5’ del extremo 5’ del sitio de inserción de COT102, en el que el sitio de inserción de COT102 comprende la 
secuencia de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2. En una realización preferida, el primer cebador tiene la secuencia de 
SEC ID NO: 3, y el segundo cebador tiene la secuencia de SEC ID NO: 4. En una realización preferida adicional, el 
primer cebador tiene la secuencia de SEC ID NO: 19, y el segundo cebador tiene la secuencia de SEC ID NO: 18.15

“Suceso COT102”, en el contexto de esta solicitud, se refiere a la planta de algodón transgénica insecticida original 
descrita aquí. “Insecticida”, como se usa aquí, se refiere a cualquier efecto inhibidor sobre un insecto, incluyendo, 
pero sin limitarse a, alimentación reducida, crecimiento retardado, fecundidad reducida, parálisis o muerte. 
“Fecundidad” comprende todos los aspectos relacionados con la reproducción, tales como la capacidad 
reproductora, la frecuencia reproductora y el número de descendientes.20

El suceso COT102 muestra un genotipo nuevo que comprende dos casetes de expresión. El primer casete 
comprende un promotor adecuado para la expresión en plantas, operablemente enlazado a un gen que codifica una 
toxina insecticida VIP3A, útil para controlar un amplio espectro de plagas de insectos lepidópteros, y una señal de 
poliadenilación adecuada. Los promotores adecuados se pueden aislar, entre otros, de plantas. Se han aislado y 
caracterizado numerosos promotores vegetales, incluyendo promotores constitutivos, encendibles y/o específicos de 25
tejidos. Los promotores adecuados se pueden se pueden seleccionar del siguiente grupo no limitante: CaMV35S, 
FMV35S, ubiquitina, Act2, NOS, OCS, el promotor del virus de la hoja rizada amarilla del Cestrum, patatina, E9, el 
conector alcA/alcR, el conector GST, el conector RMS, oleosina, gelvina, la subunidad pequeña de ribulosa 
bisfosfato carboxilasa-oxigenasa, actina 7, el promotor MR7 (maíz), Gos 9 (arroz), los promotores GOS2, MasOcs (o 
superpromotor), el promotor RoID (Agrobacterium rhizogenes), el promotor SuperMAS, y el promotor Suc2 30
(Arabidopsis). Preferiblemente, el promotor es el promotor de actina, Act2, de Arabidopsis. También se pueden
incorporar elementos adicionales, tales como secuencias potenciadoras, en el casete de expresión a fin de estimular 
niveles de expresión génica, por ejemplo potenciadores transcripcionales o traduccionales, tales como el activador 
de la traducción del virus del grabado del tabaco (TEV), el potenciador CaMV35S, y el potenciador FMV35S. Como 
alternativa, se puede incluir una secuencia seleccionadora de dianas, por ejemplo, para dirigir el transporte de la 35
toxina VIP3A a un compartimiento celular particular. Por ejemplo, si se desea proporcionar la proteína fuera de la 
célula, entonces se puede ligar una secuencia extracelular seleccionadora de dianas al polinucleótido que codifica la 
proteína VIP. Otros ejemplos de selección de dianas incluyen la selección de una diana de un orgánulo o 
compartimiento intracelular específico, por ejemplo al retículo endoplásmico usando una secuencia de retención 
“KDEL”. Se han aislado y caracterizado numerosas señales de poliadenilación. Los ejemplos de señales de 40
poliadenilación adecuadas funcionales en plantas incluyen aquellas del gen de nopalina sintasa (nos) de 
Agrobacterium tumefaciens, del gen del inhibidor de proteinasa II y del gen de alfa-tubulina (documento EP-A 
652.286). En una realización de la presente invención, la señal de poliadenilación es aquella del gen nos de 
Agrobacterium tumefaciens.

El polinucleótido que codifica la proteína VIP3A también se puede optimizar para los codones o se puede alterar de 45
otro modo para potenciar, por ejemplo, la transcripción una vez que se incorpora en el material vegetal. Tal 
optimización de codones también se puede usar para alterar la estructura secundaria predicha del transcrito de ARN 
producido en cualquier célula transformada, o para destruir elementos de inestabilidad de ARN crípticos presentes 
en el transcrito no alterado, incrementando de ese modo la estabilidad y/o disponibilidad del transcrito en la célula 
transformada (Abler y Green (1996) Plant Molecular Biology (32) p.63-78).50

El segundo casete de expresión comprende un gen que, cuando se expresa, se puede usar como un marcador 
seleccionable. Se han caracterizado numerosos marcadores seleccionables, incluyendo algunos que confieren 
tolerancia a antibióticos, y otros que confieren tolerancia a herbicidas. Los ejemplos de genes marcadores 
seleccionables adecuados incluyen aquellos que confieren tolerancia a higromicina, canamicina o gentamicina. 
Otros marcadores seleccionables adecuados incluyen genes que confieren resistencia a herbicidas, tales como 55
herbicidas a base de glifosato, o resistencia a toxinas tales como eutipina. También existen otras formas de 
selección, tales como sistemas de selección a base de hormonas, tales como el sistema de multiautotransformación 
(MAT) de Hiroyrasu Ebinuma et al. (1997) PNAS Vol. 94 p. 2117-2121; los sistemas de selección visual, que usan la 
proteína fluorescente verde conocida, -glucuronidasa, o cualquier otro sistema de selección tal como manosa 
isomerasa (Positech™), xilosa isomerasa y 2-desoxiglucosa (2-DOG). Preferiblemente, el gen marcador 60
seleccionable es aquel que confiere tolerancia a higromicina. Opcionalmente, en el suceso COT102 están 
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comprendidos casetes de expresión adicionales. Por ejemplo, estos pueden proporcionar otros beneficios deseables 
tales como resistencia a herbicidas.

Los casetes de expresión primero y segundo se pueden introducir en la planta en los mismos plásmidos o en 
plásmidos diferentes. Si los casetes de expresión primero y segundo están presentes en el mismo plásmido y se 
introducen en la planta vía un método de transformación mediada por Agrobacterium, pueden estar presentes en las 5
mismas regiones de T-DNA o en regiones diferentes. Preferiblemente, los casetes de expresión primero y segundo 
están presentes en la misma región del T-DNA.

Se proporciona un polinucleótido que comprende al menos 17 nucleótidos contiguos procedentes de la secuencia de 
26 nucleótidos de SEC ID NO: 1. Preferiblemente, dicho polinucleótido comprende al menos 18 nucleótidos 
contiguos de SEC ID NO: 1. También se prefiere que dicho polinucleótido comprenda al menos 20 nucleótidos 10
contiguos de SEC ID NO: 1. Como otra opción, dicho polinucleótido comprende al menos 22 nucleótidos contiguos 
de SEC ID NO: 1, o al menos 24 nucleótidos contiguos de SEC ID NO: 1. Finalmente, se describe un polinucleótido 
que comprende la secuencia de SEC ID NO: 1.

Además, se describe un polinucleótido que comprende al menos 17 nucleótidos contiguos procedentes de la 
secuencia de 26 nucleótidos de SEC ID NO: 2. Preferiblemente, dicho polinucleótido comprende al menos 18 15
nucleótidos contiguos de SEC ID NO: 2, o al menos 20 nucleótidos contiguos de SEC ID NO: 2, o al menos 22 
nucleótidos contiguos de SEC ID NO: 2, o al menos 24 nucleótidos contiguos de SEC ID NO: 2. Finalmente, se 
describe un polinucleótido que comprende la secuencia de SEC ID NO: 2.

Adicionalmente, se describe un polinucleótido como se describe anteriormente, que comprende la secuencia de SEC 
ID NO: 7. Adicionalmente, se describe un polinucleótido como se describe anteriormente, que comprende la 20
secuencia de SEC ID NO: 21.

Se describe además una planta que comprende un polinucleótido que comprende al menos 17 nucleótidos contiguos 
de SEC ID NO: 1 y/o SEC ID NO: 2. Preferiblemente, dicha planta comprende al menos 18 nucleótidos contiguos de 
SEC ID NO: 1 y/o SEC ID NO: 2, o al menos 20 nucleótidos contiguos de SEC ID NO: 1 y/o SEC ID NO: 2, o al 
menos 22 nucleótidos contiguos de SEC ID NO: 1 y/o SEC ID NO: 2. Adicionalmente preferido, dicha planta 25
comprende al menos 24 nucleótidos contiguos de SEC ID NO: 1 y/o SEC ID NO: 2, o la secuencia de SEC ID NO: 1 
y/o SEC ID NO: 2. Dicha planta puede comprender adicionalmente la secuencia de SEC ID NO: 7. Preferiblemente, 
dicha planta comprende la secuencia de SEC ID NO: 21. Dicha planta puede ser una planta de algodón. Lo más 
preferido, dicha planta es una planta de algodón insecticida que es el suceso COT102, o una planta derivada del 
mismo.30

El experto está familiarizado con métodos de transformación vegetal. En particular, se han caracterizado dos 
técnicas principales a lo largo de un amplio intervalo de especies vegetales: transformación mediante Agrobacterium
y transformación mediante transferencia directa de ADN.

La transformación mediada por Agrobacterium es un método usado habitualmente para la transformación de plantas 
dicotiledóneas. El ADN extraño a introducir en la planta se clona en un vector binario entre las secuencias de 35
consenso de frontera izquierda y derecha. Esta es la región de T-DNA. El vector binario se transfiere en una célula 
de Agrobacterium, que se usa subsiguientemente para infectar tejido vegetal. La región de T-DNA del vector que 
comprende el ADN extraño se inserta en el genoma de la planta. El casete del gen marcador y el casete del gen de 
rasgo pueden estar presentes en la misma región de T-DNA, en regiones diferentes de T-DNA en el mismo vector, o 
incluso en regiones diferentes de T-DNA en vectores diferentes. Preferiblemente, los casetes están presentes en la 40
misma región de T-DNA.

Como alternativa, se puede usar la transferencia directa de ADN para introducir el ADN directamente en una célula 
vegetal. Un método adecuado de transferencia directa puede ser el bombardeo de células vegetales con un vector 
que comprende el ADN para la inserción usando una pistola de partículas (transformación biolística mediada por 
partículas); otro método establecido “filamentos”, implica revestir el ADN sobre fibras de carburo de silicio, sobre las 45
que se atraviesan las células. Otros métodos para transformar células vegetales incluyen transformación de
protoplastos (opcionalmente en presencia de polietilenglicoles); tratamiento con ultrasonidos de tejidos vegetales, 
células o protoplastos en un medio que comprende el polinucleótido o vector; microinserción del polinucleótido o 
vector en un material vegetal (que emplea opcionalmente la técnica conocida de “filamentos” de carburo de silicio), 
electroporación, y similares.50

Tras la transformación, las plantas transgénicas se deben de regenerar a partir del tejido vegetal transformado, y la 
progenie que posee el ADN extraño se selecciona usando un marcador apropiado tal como resistencia a 
higromicina. El experto está familiarizado con la composición de medios de regeneración adecuados.

Una planta como se describe aquí tiene un efecto insecticida sobre insectos de una o más especies del grupo que 
comprende Heliothis sp., Helicoverpa sp. y Spodoptera sp. que la pueden infestar. “Infestar”, como se usa aquí, se 55
refiere a atacar, alimentarse o dañar de cualquier forma por uno o más insectos. De este modo, por ejemplo, la 
planta proporcionará un mecanismo de autodefensa frente a la infestación por insectos de plagas tales como 
Helicoverpa zea (gusano de la mazorca del maíz). Como resultado, se requiere un número reducido de 
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pulverizaciones de insecticida durante el cultivo de dicha planta en comparación con una planta de maíz no 
transgénica de la misma variedad, y la pérdida de producción debido a plagas de insectos se mantiene en un nivel 
mínimo.

La presente divulgación no está limitada al propio suceso COT102, sino que se amplía además para incluir cualquier 
material vegetal derivado del mismo, incluyendo semillas en tanto que contienen al menos uno de los polinucleótidos 5
arriba. Se incluyen plantas que derivan de una reproducción cruzada con el suceso COT102 o un derivado del 
mismo mediante reproducción convencional u otros métodos. Se incluye también material vegetal derivado del 
suceso COT102 que puede comprender secuencias polinucleotídicas adicionales, modificadas o en menor número, 
en comparación con el suceso COT102, o presenta otras características fenotípicas. Por ejemplo, puede ser 
deseable transformar el material vegetal derivado del suceso COT102 para generar un nuevo suceso que posee un 10
rasgo adicional, tal como un segundo gen de resistencia a insectos. Este procedimiento es conocido como 
apilamiento génico. El segundo gen de resistencia a insectos puede codificar, por ejemplo, lectinas insecticidas, 
inhibidores de proteasas insecticidas, y proteínas insecticidas que derivan de especies de Bacillus thuringiensis, 
Xenorhabdus nematophilus, o Photorabdus luminescens.

Preferiblemente, el segundo gen de resistencia a insectos codifica un gen Cry de la bacteria Bacillus thuringiensis,15
gen Cry el cual produce una toxina con un modo de acción diferente, o un sitio de unión en el intestino del insecto a 
VIP, para el control de diferentes especies de insectos. Se describe además material vegetal derivado del suceso 
COT102 que posee un rasgo adicional tal como resistencia a herbicidas, resistencia a nematodos o resistencia 
fúngica. Preferiblemente, dicho rasgo adicional es resistencia a herbicidas. Por ejemplo, dicho rasgo de resistencia a 
herbicidas proporciona resistencia a un herbicida que comprende ácido glifosato o una sal agrícolamente aceptable 20
del mismo. En particular, dicho rasgo de resistencia a herbicidas se proporciona mediante un gen que codifica EPSP 
sintasa, o un mutante del mismo.

También se describe un método para controlar insectos, que comprende proporcionar material vegetal derivado del 
suceso COT102 en un locus en el que se alimentan dichos insectos. Se describe adicionalmente un método para 
controlar insectos, que comprende proporcionar material vegetal derivado del suceso COT102 en un locus en el que 25
se alimentan dichos insectos, y aplicar otras sustancias agroquímicas a dicho material vegetal, tales como 
herbicidas, fungicidas y otros compuestos insecticidas, incluyendo otras proteínas insecticidas. Los ejemplos de 
compuestos insecticidas posibles incluyen lectinas insecticidas inhibidores de proteasas insecticidas y proteínas 
insecticidas derivadas de las especies de Bacillus thuringiensis, Xenorhabdus nematophilus, o Photorabdus
luminescens. Los ejemplos de posibles sustancias químicas incluyen peritroides, carbamatos, imidacloprida, 30
organocloros, y macromoléculas tales como spinosad, abamectina o emamectina.

Se divulga aquí también un método para detectar material vegetal derivado del suceso transgénico COT102, que 
comprende obtener una muestra para análisis; extraer ADN de la muestra; proporcionar un par de cebadores 
diseñados para unirse a un polinucleótido que comprende almenos 17 nucleótidos contiguos de SEC ID NO: 1 o 
SEC ID NO: 2; amplificar la región que se encuentra entre los sitios en los que se unen los cebadores; y detectar la 35
presencia del producto de la amplificación. Los pares adecuados de cebadores para uso en este método de 
detección se pueden diseñar usando parámetros bien conocidos por los expertos en la técnica de biología molecular 
ahora que ya están proporcionados en la presente invención las SEC ID NOs: 1 y 2. Por ejemplo, uno o ambos 
cebadores del par se pueden diseñar para ser específicos del vector, específicos del gen de rasgo, específicos del 
promotor, específicos para la secuencia de la unión entre el ADN insertado y el ADN genómico y/o específicos del 40
marcador. 

En una realización, el par de cebadores comprende un primer cebador y un segundo cebador diseñados para unirse 
a un polinucleótido que comprende al menos 20 nucleótidos contiguos de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2 cuando 
dicho polinucleótido es monocatenario, en el que el primer cebador y el segundo cebador, cuando se usan juntos en 
una reacción de PCR, producen un amplicón que comprende al menos una secuencia de SEC ID NO: 1 o SEC ID 45
NO: 2 y en el que la producción de un amplicón es indicativa de ácidos nucleicos específicos para el suceso 
COT102. En una realización adicional, el primer cebador se diseña para unirse a una secuencia de ADN específica 
para el sitio de inserción de COT102, y el segundo cebador se diseña para unirse a una secuencia de ADN 
genómico de flanqueo en dirección 3’ del extremo 3’ del sitio de inserción de COT102 o a una secuencia de ADN 
genómico de flanqueo en dirección 5’ del extremo 5’ del sitio de inserción de COT102, en el que el sitio de inserción 50
de COT102 comprende la secuencia de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2. En otra realización, el primer cebador tiene 
la secuencia de SEC ID NO: 3 y el segundo cebador tiene la secuencia de SEC ID NO: 4. En una realización 
adicional, el primer cebador tiene la secuencia de SEC ID NO: 19 y el segundo cebador tiene la secuencia de SEC 
ID NO: 18 y producen un amplicón de 962pb.

Los cebadores alternativos que se pueden usar en combinación para detectar el suceso COT102 incluyen SEC ID 55
NOs 22 y 23, que son específicas para el gen VIP y producen un amplicón de 556 pb, o SEC ID NOs 24 y 25 que 
son específicas para el gen que confiere resistencia al antibiótico higromicina y producen un amplicón de 367 pb.

Existen muchos métodos de amplificación que se pueden usar según este aspecto de la invención. El principio 
subyacente, una técnica conocida por los expertos en la técnica, es la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
El producto de la amplificación procedente de una reacción de PCR se puede visualizar tiñendo con bromuro de 60
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etidio y excitando con luz UV, Típicamente después de la separación de tamaños usando electroforesis en gel de 
agarosa.

Variaciones del principio de PCR, tal como TaqManTM, se pueden emplear. Éste implica marcar al menos uno de los 
cebadores implicados en el proceso de amplificación con un colorante fluorescente. Cuando no está unido, el 
cebador adopta una conformación de manera que no se puede detectar fluorescencia. Sin embargo, cuando el 5
cebador se une a un trozo de ADN, la conformación cambia, y se puede detectar fluorescencia. De esta manera, el 
proceso de amplificación se puede monitorizar en tiempo real, correspondiendo la intensidad de la fluorescencia 
directamente al nivel de amplificación. Otras principios incluyen, pero no se limitan a, RACE PCR.

Se describe adicionalmente el uso de PCR múltiple para distinguir entre material vegetal COT102 homocigoto y 
material vegetal COT102 heterocigoto. Esto se conoce por los expertos en la técnica como ensayo de cigocidad, e 10
implica el uso de tres cebadores de PCR que se unen a partes específicas del genoma de algodón y/o ADN 
insertado. Los cebadores adecuados para uso en tal ensayo de cigocidad se representan como SEC ID NOs 18 a 
20.

Se divulga además un kit de partes que comprende un medio para detectar en una muestra la presencia de material 
vegetal derivado del suceso COT102. Preferiblemente, dicho kit de partes comprende un medio para detectar en una 15
muestra la presencia de un polinucleótido que comprende almenos 17 nucleótidos contiguos de la secuencia de 
SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2. Preferiblemente, dicho kit de partes puede comprender tecnología de detección de 
amplificación de ADN, tal como PCR o TaqManTM y instrucciones para uno o más de estos métodos.

EJEMPLOS

La invención será manifiesta adicionalmente a partir de los siguientes ejemplos no limitantes, conjuntamente con los 20
listados de secuencias asociados como se describe a continuación:

SEC ID NO 1: Secuencia polinucleotídica que se extiende a lo largo de la unión donde el extremo 5’ 
del inserto COT102 se inserta en el genoma de algodón en el suceso COT102.

SEC ID NO 2: Secuencia polinucleotídica que se extiende a lo largo de la unión donde el extremo 3’ 
del inserto COT102 se inserta en el genoma de algodón en el suceso COT102.25

SEC ID NOs 3-4: Secuencias polinucleotídicas adecuadas para uso como cebadores en la detección del 
suceso COT102.

SEC ID NOs 5-7: Secuencias polinucleotídicas adecuadas para uso como sondas en la detección del suceso 
COT102.

SEC ID NO 8: Secuencia de aminoácidos de la proteína de la toxina VIP3A.30

SEC ID NOs 9-17: Secuencias polinucleotídicas adecuadas para uso como cebadores TaqMan en la 
detección del suceso COT102.

SEC ID NOs 18-20: Secuencias polinucleotídicas adecuadas para uso como cebadores en la detección del 
suceso COT102 vía ensayo de cigosidad.

SEC ID NO 21: Secuencia polinucleotídica que caracteriza el suceso COT102.35

SEC ID NOs 22-25: Secuencias polinucleotídicas adecuadas para uso como cebadores en la detección del 
suceso COT102.

Ejemplo ilustrativo 1: Clonación y transformación

1.1 Clonación del vector

Se usaron técnicas de clonación génica estándar de restricción, digestión y ligación de fragmentos de vectores 40
domésticos para construir el vector de transformación, pNOV3001. El vector incluyó un casete marcador 
seleccionable que comprende un promotor de ubiquitina (UBQ3), el intrón UBQ3, una secuencia génica que codifica 
una proteína que confiere resistencia a higromicina, y una secuencia de poliadenilación nos. El vector también 
incluyó el casete de expresión del gen diana, casete el cual comprendió un promotor de actina Act2, el intrón Act2, 
una secuencia que codifica el gen de VIP3A que había sido optimizada en los codones para la expresión en maíz, y 45
una secuencia de poliadenilación nos. El casete marcador seleccionable y el casete que contiene VIP3A se clonaron 
en la región T-DNA del vector pNOV3001, entre las secuencias frontera izquierda y derecha. El vector también 
comprendió un gen que confiere resistencia a un antibiótico, espectinomicina, para la selección procariota.

El vector se transformó en la cepa EHA101 de Agrobacterium tumefaciens, usando técnicas de transformación de 
Agrobacterium estándar, y se seleccionaron células transformadas mediante su resistencia a espectinomicina.50
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1.2 Transformación vegetal

El suceso COT102 se produjo mediante transformación mediada por Agrobacterium de Gossypium hirsutum L. cv 
Coker 312.

Las semillas de Coker 312 se esterilizaron en la superficie durante 30 segundos en etanol al 70% usando suficiente 
etanol para recuperar la cantidad de semilla a esterilizar. Las semillas se lavaron con etanol, se aclararon con agua 5
estéril y se empaparon en una disolución al 12% de Clorox + Tween 20, durante 20 minutos. El procedimiento de 
lavado se llevó a cabo 3 veces. Las semillas se colocaron entonces sobre medio de germinación (Stewart y Hsu, 
1977) y se dejaron germinar a 30ºC durante 7-10 días.

Cultivos de 2 ml de Agrobacterium que contiene el constructo pNOV3001 se hicieron crecer toda la noche en 
antibiótico apropiado, y después se diluyeron con medio MSNH (19:1) en una cápsula de petri estéril. Los hipocotilos 10
se cortaron en longitudes de 6-8 mm y se colocaron en la disolución diluida de Agrobacterium, durante al menos 30 
segundos. Los explantes de hipocotilos se retiraron de la disolución de Agrobacterium y se transfirieron sobre papel 
de filtro estéril, para eliminar las bacterias en exceso. Los hipocotilos se colocaron en medio T2 (sales MS, vitaminas 
B5, 0,1 mg/l de 2,4-D, 0,5 mg/ml de cinetina, 30 g/l de glucosa, 2 g/l de Phytagel – pH 5,8), y se cocultivaron con la 
Agrobacterium durante 72 horas en la oscuridad.15

Los explantes de hipocotilos se transfirieron nuevamente sobre papel de filtro estéril y se transfirieron a placas que 
contienen medio MS2NK (sales MS, vitaminas B5, 2 mg/ml de NAA, 0,1 mg/l de cinetina, 30 g/l de glucosa, 2 g/l de 
Phytogel, 500 mg/l de cefotaxima, 10 mg/l de higromicina – pH 5,8). Las placas se envolvieron con parafilm y se 
incubaron en la luz a 30ºC durante varios meses hasta que se formó callo.

El callo se rompió en trozos tan pequeños como fuese posible, y se colocó en un matraz Erlenmeyer de 50 ml que 20
contiene 10 ml de medio MSNH líquido (sales MS, vitaminas B5, 30 g/l de glucosa – pH 5,8). El callo suspendido se 
agitó a 110 rpm en la luz a 30ºC hasta que fueron visibles racimos de células ligeramente redondas blancas 
pequeñas. Las células se lavaron y se colocaron sobre medio MSNH sólido (sales MS, vitaminas B5, 30 g/l de 
glucosa, 2 g/l de Phytogel – pH 5,8). Las placas se comprobaron mensualmente para determinar el desarrollo de 
embriones somáticos.25

Los embriones somáticos maduros se recogieron de las placas y se colocaron sobre placas que contienen medio SA 
(sales de Stewart y Hsu, 20 g/l de sacarosa, 20 g/l de agar – pH 5,8). Las placas de los embriones se colocaron en 
la oscuridad durante aproximadamente 14 días. Las raíces se recortaron de los embriones en maduración, y los 
embriones se transfirieron a medio SGA (sales de Stewart y Hsu, 5 g/l de sacarosa, 1,5 g/l de Phytagel, 5 g/l de agar 
– pH 6,8).30

Después de que salió la primera hoja verdadera, las plantas jóvenes se movieron a tarros de latas de tamaño de una 
pinta que contienen medio SGA. Cuando las plantas alcanzaron 7-10 cm de altura, la parte superior se cortó y se 
transfirió a otro tarro. Al desarrollar un buen sistema de raíces, los esquejes así enraizados se transplantaron en 
macetas y se hicieron crecer en el invernadero.

1.3 Identificación y selección de transgénicos35

Se cribaron plantas transgénicas putativas mediante PCR en busca de la presencia del gen de VIP3A. Los sucesos 
positivos se identificaron y se cribaron usando bioensayos de insectos para determinar la actividad insecticida frente 
a cogollero del maíz (Spodoptera frugiperda) (véase el Ejemplo 7). Las líneas insecticidas se caracterizaron para 
determinar el número de copias mediante análisis TaqManTM (véase el Ejemplo 2). Se observaron semillas T1 a 
partir de 3 sucesos de una sola copia y 2 sucesos de doble copia en un ensayo de campo para determinar la 40
resistencia a insectos y la calidad agronómica. Se escogieron dos sucesos, COT101 y COT102, basándose en la 
posesión de una sola copia del transgén, buena expresión proteica como se identifica mediante ELISA (véase el 
Ejemplo 4), buena actividad insecticida frente a gusano del maíz (Helicoverpa zea) y comportamiento de campo. Al 
final del segundo año de ensayos de campo, se compararon los resultados entre los dos sucesos, y COT102 se 
adelantó.45

1.4 Verificación de la secuencia de COT102

Se aisló ADN genómico a partir del suceso COT102. Éste se usó en la secuenciación de las uniones del sitio de 
inserción de ADN con el ADN genómico de algodón en el suceso COT102, usando técnicas de secuenciación de 
ADN estándar.

50

Ejemplo 2: Detección de COT102 vía TaqManTM

2.1 Extracción de ADN

Se extrajo ADN de tejido de hoja usando el Wizard™ Magnetic 96 DNA Plant System (Promega, #FF3760), según 
las instrucciones del fabricante, con una etapa adicional al comienzo del protocolo: tras la molienda del material de 
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hoja, se añadieron a cada pocillo 0,9 ml de tampón de extracción de algodón (0,2M de Tris pH 8,0, 50 mM de EDTA, 
0,25M de NaCl, 0,1% v/v de 2-mercaptoetanol, 2,5% p/v de polivinilpirrolidona), el tejido vegetal se resuspendió, y la 
placa se centrifugó a 4.000 rpm (2755 g) durante 10 minutos. Después de aspirar y desechar el sobrenadante, se 
añadieron 300 ul de tampón de lisis A (Promega) y se siguió el protocolo del fabricante a partir de este punto. Este 
procedimiento dio como resultado aproximadamente 85 ul de ADN genómico purificado, a una concentración de 5
aproximadamente 10 ng/ul.

2.2 Reacciones de PCR TaqMan

Se llevaron a cabo reacciones de PCR TaqMan™ usando una mezcla de reacción estándar que comprende:

625 ul 2x Jumpstart Master Mix for Q-PCR (Sigma, #P2893), suplementado con 15 mM de MgCl2 y 200 nM 
de Strata-ROX10

25 ul 50x de mezcla de cebador/sonda FAM

25 ul 50x de mezcla de cebador/sonda TET

200 ul agua.

Las mezclas 50x de cebador/sonda comprenden 45 ul de cada cebador a una concentración de 1 mM, 50 ul de la 
sonda a una concentración de 100 uM y 860 ul 1x TE, y se almacenaron en un tubo de ámbar a 4ºC. Los ejemplos 15
de combinaciones adecuadas de secuencias cebadoras/sondas que se usaron son:

Nombre del cebador Secuencia del cebador 5’-3’ SEC ID

GhCHI2b-F directo GGTCCCTGGATACGGTGTCA SEC ID nº 9

GhCHI2b-R inverso TTGAGGGTTGGATCCTTTGC SEC ID nº 10

Sonda GhCHI2b-TET CCAACATCATCAATGGTGGCATCGAAT (marcador de 5’ = TET, marcador 
de 3’ = TAMRA)

SEC ID nº 11

Higromicina-F directo CAGGCAGGTCTTGCAACGT SEC ID nº 12

Higromicina-R inverso CGAGAGCCTGACCTATTGCAT SEC ID nº 13

Sonda Higromicin-FAM ACACCCTGTGCACGGCGGG (marcador de 5’ = FAM, marcador de 3’ = 
TAMRA)

SEC ID nº 14

Vip3-F directo ATGAAGACCCTGCGCTACGA SEC ID nº 15

Vip3-R inverso ACGCCCAGTGGCATGTAGA SEC ID nº 16

Sonda Vip3-FAM AGCGAGGCCGAGTACCGCACC (marcador de 5’ = FAM, marcador de 3’ = 
TAMRA)

SEC ID nº 17

Se dispensaron 7 ul de mezcla maestra en cada pocillo de una placa de ensayo TaqMan™ de 384 pocillos. Se 
añadieron 3 ul de molde de ADN a los pocillos apropiados. Se añadieron como control a los pocillos específicos 3 ul 20
de series de dilución de control de copia. Las reacciones se llevaron a cabo en un ABI7900 (Applied Biosystems) 
usando las condiciones de ciclo siguientes:

Etapa Temperatura Tiempo

1 50°C 2 min.

2 95°C 10 min.

3 95°C 15 s

4 60°C 1 min.

5 Vaya a la etapa 3, repítase 40 veces
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Los datos se analizaron usando el software SDS2.0 (Applied Biosystems).

Ejemplo 3: Detección de COT102 vía PCR

3.1 Extracción de ADN genómico

El ADN genómico de COT102 se extrajo como se describe en el Ejemplo 2.1.

3.2 Ensayo de cigosidad de PCR Multiplex5

Se diseñaron cebadores de PCR para unirse a la secuencia de ADN genómico de algodón en dirección 5’ del sitio 
en el que se insertó el casete de COT102 (SEC ID NO: 18); la propia secuencia del casete de COT102 (SEC ID NO: 
19); y la secuencia de ADN genómico de algodón que se sustituyó cuando se insertó la secuencia de COT102 (SEC 
ID NO: 20). Cuando el inserto de COT102 está presente, los pares de cebadores SEC ID NO: 18 y 19 amplifican un 
fragmento de PCR de un tamaño de 962 pb. Se montó una reacción de PCR de 50 ul para cada muestra a ensayar, 10
según lo siguiente:

1x JumpState ReadyMix REDTaq PCR (Sigma P-1107) 25 ul

40 pmoles cebador 1 (SEC ID nº 18) 4 ul

40 pmoles cebador 2 (SEC ID nº 19) 4 ul

40 pmoles cebador 3 (SEC ID nº 20) 4 ul

40 ng ADN genómico 4 ul

ddH2O 9 ul

Las reacciones de PCR se calentaron en un termociclador a 94ºC durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos según lo 
siguiente: 94ºC durante 30 segundos, 60ºC durante 30 segundos, 72ºC durante 1 minuto. La reacción se completó 15
calentando a 72ºC durante 5 minutos.

3.3 Análisis

Se llevaron a cabo reacciones de PCR en un gel de agarosa, y las bandas de ADN se visualizaron en luz UV 
después de teñir con bromuro de etidio. La presencia de 3 bandas indicó que la muestra fue una planta homocigota 
COT102; 2 bandas (teniendo una de las cuales un tamaño de 962 pb) indicaron que la muestra fue una planta 20
heterocigota COT102; 2 bandas (sin ninguna banda de tamaño de 962 pb) indicaron que la muestra fue una planta 
de algodón de tipo salvaje homocigota.

3.4 PCR específica del suceso

Se diseñó un cebador de PCR para unirse hacia el extremo 3’ del gen de VIP3A (SEC ID NO: 3). Se diseñó otro 
cebador de PCR para unirse a la hebra complementaria de la secuencia de ADN genómico de flanqueo en dirección 25
3’ del extremo del sitio de inserción de COT102 (SEC ID NO: 4). Estos cebadores se usaron juntos en una reacción 
de PCR usando ADN genómico de COT102, dando como resultado la amplificación de un fragmento de 800 pb. 
Cuando los cebadores se usaron en una reacción de PCR usando una muestra de ADN genómico de algodón no 
transformado Coker312, no se amplificó ningún fragmento.

En un segundo par de cebadores, se diseñó un cebador para unirse al gen de higromicina (SEC ID NO: 19), y el otro 30
cebador se diseñó para unirse a la secuencia de ADN genómico de flanqueo en dirección 5’ del extremo del sitio de 
inserción de COT102 (SEC ID NO: 18). Estos cebadores se usaron juntos en una reacción de PCR usando ADN 
genómico de COT102, dando como resultado la amplificación de un fragmento de 962 pb. Cuando los cebadores se 
usaron en una reacción de PCR usando una muestra de ADN genómico de algodón no transformado Coker312, no 
se amplificó ningún fragmento.35

Ejemplo ilustrativo 4: Detección de COT102 vía transferencia Southern

4.1 Extracción de ADN para uso en transferencia Southern

Se molieron aproximadamente 5 a 10 gramos de tejido vegetal en nitrógeno líquido usando un mortero y mano de 
almirez. El tejido vegetal se resuspendió en 12,5 ml de tampón de extracción A (0,2M de Tris pH 8,0, 50 mM de 40
EDTA, 0,25M de NaCl, 0,1% v/v de B-mercaptoetanol, 2,5% p/v de polivinilpirrolidona), y se centrifugó durante 10 
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minutos a 4.000 rpm (2755 g). Después de desechar el sobrenadante, el pelete se resuspendió en 2,5 ml de tampón 
de extracción B (0,2M de Tris pH 8,0, 50 mM de EDTA, 0,5M de NaCl, 1% v/v de B-mercaptoetanol, 2,5% p/v de 
polivinilpirrolidona, 3% de Sarkosyl, 20% de etanol) y se incubó a 37ºC durante 30 minutos. Durante la incubación, la 
muestra se mezcló una vez con un bucle estéril. Tras la incubación, se añadió un volumen igual de 
cloroformo/alcohol isoamílico (24:1), se mezcló suavemente mediante inversión, y se centrifugó durante 20 minutos 5
a 4.000 rpm. La capa acuosa se recogió, y se añadió 0,54 volúmenes de isopropanol, seguido de centrifugación 
durante 5 minutos a 4.000 rpm, para precipitar el ADN. El sobrenadante se desechó, y el pelete de ADN se 
resuspendió en 500 ul de TE. A fin de degradar cualquier ARN presente, el ADN se incubó a 37ºC durante 30 
minutos con 1 ul de RNasa A 30 mg/ml, se centrifugó durante 5 minutos a 4.000 rpm, y se precipitó mediante 
centrifugación a 14.000 rpm durante 10 minutos en presencia de 0,5 volúmenes de acetato de amonio 7,5 M y 0,54 10
volúmenes de isopropanol. Después de desechar el sobrenadante, el pelete se lavó con 500 ul de etanol al 70%, y 
se dejó secar antes de resuspender en 100 ul de TE.

4.2 Digestiones con enzimas de restricción

El ADN se cuantificó usando un espectrofotómetro o fluorómetro (usando 1x TNE y colorante de Hoechst). Las 
digestiones enzimáticas adecuadas se prepararon usando 8 ug de ADN por digestión en un volumen total de 50 ul. 15
Las digestiones incluyeron BamHI, EcoRI, EcoRV, HindIII, NcoI, SacI, ScaI, SpeI y PstI, tanto solos como en 
combinación. En particular, se usó una digestión doble con BamHI y EcoRI para detectar que el gen de VIP3A 
estaba intacto; se usó una digestión doble con BamHI y EcoRI para detectar el número del locus de VIP3A y que el 
gen de higromicina estaba intacto; y se usó una digestión con una sola enzima BamHI para detectar el número del 
locus de VIP3A. Las digestiones se incubaron toda la noche a una temperatura apropiada para cada enzima. Las 20
muestras se hicieron girar en vacío a velocidad para reducir el volumen a 30 ul.

4.3 Electroforesis en gel

Se añadió colorante de carga de azul de bromofenol a cada muestra procedente de 4.2 anterior, y cada muestra se 
cargó en un gel de agarosa al 0,8% de TBE que contiene bromuro de etidio. El gel se hizo funcionar a 60 voltios toda 
la noche.25

El gel se lavó en 0,25 M de HCl durante 15 minutos para despurinar el ADN, y después se lavó con agua. Se montó 
una transferencia Southern según lo siguiente: se colocaron 20 horas de papel de transferencia seco grueso en una 
bandeja y encima se colocaron 4 hojas de papel de transferencia seco delgado. Una hora del papel de transferencia 
delgado se prehumedeció en 0,4M de NaOH y se colocó encima del apilamiento, seguido de una hoja de membrana 
de transferencia Hybond-N+ (Amersham Pharmacia Biotech, #RPN303B), también prehumedecida en 0,4M de 30
NaOH. El gel se colocó encima para asegurarse de que no hubiese burbujas de aire entre el gel y la membrana. La 
transferencia de ADN tuvo lugar durante aproximadamente 4 horas a temperatura ambiente. Después de la 
transferencia, la membrana Hybond se aclaró en 2x SSC durante 10 segundos, y el ADN se unió a la membrana vía 
reticulación mediante UV.

4.4 Hibridación35

Se preparó una sonda de ADN adecuada mediante PCR. Se hirvieron 25 ng de ADN de sonda en 45 ul de TE 
durante 5 minutos, se colocó en hielo durante 7 minutos y después se transfirió a un tubo de Rediprime II 
(Amersham Pharmacia Biotech, #RPN1633). Tras añadir 5 ul de dCTP marcado con P32 al tubo de Rediprime, la 
sonda se incubó a 37ºC durante 15 minutos. La sonda se purificó mediante centrifugación a través de una columna 
G50 de microrrotación (Amersham Pharmacia Biotech, #27-553-01) según las instrucciones del fabricante para 40
eliminar dNTPs no incorporados. La actividad de la sonda se midió usando un contador de centelleo.

La membrana Hybond se prehibridó humedeciendo con 20 ml de disolución de prehibridación Church precalentada 
(500 mM de NaPO4, 1 mM de EDTA, 7% de SDS, 1% de BSA) a 65ºC durante 30 minutos. La sonda marcada se 
hirvió durante 5 minutos, y se colocó en hielo durante 10 minutos. Se añadió una cantidad apropiada de sonda (1 
millón de recuentos por 1 ml de tampón de prehibridación) al tampón de prehibridación, y la hibridación transcurrió a 45
65ºC toda la noche. Al siguiente día, el tampón de hibridación se desechó y le siguió un aclarado con 20 ml de 
disolución de lavado de Church 1 (40 mM de NaPO4, 1 mM de EDTA, 5% de SDS, 0,5% de BSA), y la membrana se 
lavó en 150 ml de disolución de lavado de Church 2 (40 mM de NaPO4, 1 mM de EDTA, 15% de SDS). La 
membrana se expuso a una pantalla de fósforo o a una película de rayos X, para detectar dónde se unió la sonda.

50

Ejemplo ilustrativo 5: Detección de COT102 vía ELISA

5.1 extracción proteica

El tejido de algodón para análisis se cosechó y se congeló a -70ºC. Se molió tejido fresco hasta un polvo fino, y se 
pesó en un tubo de polipropileno marcado. Se añadió a la muestra tampón de extracción (100 mM de Tris, 100 mM 
de borato de sodio, 5 mM de MgCl, 0,05% de Tween 20, 0,2% de ascorbato de sodio, agua, pH 7.8, 1 mM de 55
AEBSF, 0,001 mM de leupeptina) en una relación de 2:1 (volumen de tampón de extracción: peso de muestra 
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fresca) para tejido fresco, o 30:1 (volumen de tampón de extracción: peso de muestra seca) para tejido liofilizado. La 
muestra se sometió a vórtice y se homogeneizó usando un Brinkman PT 10/35 Polytron equipado con un generador 
reductor de espuma PTA 10TS, hasta que la mezcla se licuó. Los extractos se centrifugaron a 10.000 x g durante 15 
minutos. El sobrenadante del extracto proteico se almacenó a 2-8ºC.

5.2 Protocolo de ELISA5

El procedimiento de ELISA usó técnicas estándar según lo siguiente. Se empapó una placa de 96 pocillos en etanol 
durante 2 horas, y se secó al aire. La placa se revistió con 50 ul de anticuerpo anti-VIP3A de cabra por pocillo, y se 
incubó toda la noche a 2-8ºC. Después de lavar tres veces con disolución de lavado 1X de ELISA (100 mM de Tris, 
0,5% de Tween 20, 75 mM de NaCl, pH 8,5), la placa se secó brevemente dando golpecitos hacia arriba y hacia 
abajo en una toalla de papel. Se añadieron a cada pocillo 150 ul de disolución de bloqueo (10 mM de NaPO4, 140 10
mM de NaCl, 1% de BSA, 0,02% de azida sódica, valorado hasta pH 7,4 con NaPi monobásico y NaPi dibásico), 
seguido de la incubación a temperatura ambiente durante 45 minutos. La placa se lavó 3 veces como se describe 
anteriormente.

Patrones de VIP3A y muestras de extracto proteico se aplicaron a pocillos apropiados de la placa por triplicado, 50 ul 
de volumen total por pocillo. La placa se incubó a 2-8ºC durante 1 hora 30 minutos, seguido de temperatura 15
ambiente durante otros 30 minutos. La placa se lavó tres veces con disolución de lavado de ELISA, y después se 
incubó a 35-39ºC durante 1 hora con 50 ul de anticuerpo anti-VIP3A de conejo, por pocillo. La placa se lavó tres 
veces con disolución de lavado de ELISA, y se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos con 50 ul de 
fosfatasa alcalina de anti-conejo de burro, por pocillo. Tras tres lavados adicionales con disolución de lavado de 
ELISA, se añadieron 50 ul de disolución de sustrato de fosfatasa por pocillo, y la placa se incubó durante 30 minutos 20
a temperatura ambiente. La reacción se detuvo añadiendo 50 ul de 3M de NaOH por pocillo. La absorbancia de la 
disolución en cada pocillo se midió a 405 nm, usando un lector de placas de múltiples pocillos Ceres 900C, y los 
resultados se analizaron usando el software de ajuste de curvas KC3 (Bio-Tek Instruments Inc.). La concentración 
de VIP3A en la muestra se calculó mediante referencia a los patrones de proteína VIP3A.

Ejemplo ilustrativo 6: Detección de COT102 vía DipStick25

6.1 Extracción proteica

Se colocó un trozo de tejido de hoja de aproximadamente 2 cm2 en un tubo que contiene tampón de extracción. Para 
extraer la proteína del tejido se usó un agitador plástico, cortando y macerando el tejido.

6.2 Ensayo Dipstick

Se colocó una tira de ensayo en el tubo y se incubó durante 5-10 minutos para que el resultado se desarrollase. La 30
tira de ensayo comprendió una primera banda a la que se unió el anticuerpo anti-VIP3A, y una segunda banda a la 
que se unió un anticuerpo de control. Tras la incubación, una línea roja doble en la ventana de resultados de la tira 
de ensayo indicó que estaba presente VIP3A. La línea inferior indicó la presencia de proteína Vip3A, mientras que la 
línea superior fue un control que indicó que el ensayo estaba funcionando correctamente.

Ejemplo ilustrativo 7: Detección de COT102 vía bioensayo de insectos35

7.1 Bioensayos de hojas

Se llevaron a cabo ensayos de hoja en gusano cogollero (Spodoptera frugiperda), gusano del algodón (Helicoverpa
zea) y gusano del tabaco (Heliothis virescens), según lo siguiente: se empaparon almohadillas con 300 ul a 500 ul 
de agua destilada, y se colocaron en placas Gelman. Se cortaron trozos de hoja que miden entre aproximadamente 
0,5 pulgadas al cuadrado y 0,75 pulgadas al cuadrado de plantas de algodón de 8 a 12 pulgadas de altura, y se 40
colocaron en las almohadillas. En cada placa y con una tapa, se colocaron entre 8 y 10 larvas de insectos. Las 
placas se incubaron a 28ºC. En los días tercero y sexto tras la infestación, se puntuó el daño a la hoja en cada placa, 
y se comparó con las plantas de control.

7.2 Bioensayos de baga

Se saturaron cuatro almohadillas absorbentes con agua, y se colocaron dentro de una copa de plástico grande. Se 45
colocaron tres filtros de vidrio extragruesos, cada uno empapado con 100 ul de agua destilada, en una copa de 
plástico más pequeña, que se situó entonces dentro de la copa más grande. Se cortó una baga de 1,25 pulgadas de 
longitud, se sumergió en nistatina 10 mg/ml a 20 mg/ml, y se colocó sobre los filtros en la pequeña copa. Se 
colocaron 50 larvas de insectos en el cuadrado o baga, y se adjuntó una tapa a la copa más grande. Los cuadrados 
o bagas se reinfestaron con 50 larvas más después de 7 días.50

El experimento se incubó a temperatura ambiente durante aproximadamente 3 semanas. Las bagas se cortaron 
entonces, abriéndolas para determinar el daño. El daño a la baga se comparó con las muestras de control.

7.3 Bioensayos de hoja liofilizada

E10178584
18-02-2014ES 2 447 818 T3

 



12

Se llevaron a cabo bioensayos usando tejido de hoja liofilizado sobre Heliothis virescens, según lo siguiente:

Hojas terminales se congelaron instantáneamente en hielo seco en el momento de la recogida, y se liofilizaron toda 
la noche. El tejido liofilizado se molió en un mortero y mano de almirez hasta un polvo fino, y se resuspendió en 
disolución de agar al 0,2% para obtener una suspensión al 8% (0,08 g/ml) de polvo de hoja. La suspensión se 
depositó encima de la dieta artificial de insectos, en placas de 96 pocillos, y se dejó secar. En cada pocillo se 5
introdujo una única larva de insecto neonato, y las placas se cerraron herméticamente. Las placas se incubaron a 
28ºC. En el sexto día después de la infestación, se puntuó la mortalidad de las larvas y se comparó con las muestras 
de control. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

variedad % de suspensión de polvo 
de hoja

% de mortalidad larvaria (media de 
5 ensayos)

Coker312 8 6,7

COT102 8 98,3

10
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<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> motivo nucleotídico COT102

<400> 3

<210>410

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo nucleotídico COT10215
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<213> Secuencia artificial
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<223> motivo nucleotídico COT102
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<210> 6

<211> 347

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5
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<223> motivo nucleotídico COT102
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<210> 9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> motivo nucleotídico COT102

<400> 9
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<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo nucleotídico COT10215
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<223> marcador TAMRA en el extremo 3’

<400> 11

<210> 12

<211> 195

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo nucleotídico COT102

<400> 1210

<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial15

<220>
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<220>
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo nucleotídico COT102

<220>25
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<220>

<221> base_modificada30

<222> (21)..(21)

<223> marcador TAMRA en el extremo 3’

<400> 17
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<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> motivo nucleotídico COT102

<400> 18
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<220>

<223> motivo nucleotídico COT10215
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<213> Secuencia artificial5
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<223> motivo nucleotídico COT102
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<223> motivo nucleotídico COT10215
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<210> 24

<211> 20
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<223> motivo nucleotídico COT102

<400> 24
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo nucleotídico COT10210

<400> 25
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REIVINDICACIONES

1. Un par de cebadores para detectar la presencia de ácidos nucleicos específicos para el suceso COT102 en una 
muestra biológica, comprendiendo el par de cebadores un primer cebador y un segundo cebador diseñados para 
unirse a un polinucleótido que comprende al menos 20 nucleótidos contiguos de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2 
cuando dicho polinucleótido es monocatenario, en el que el primer cebador y el segundo cebador, cuando se usan 5
juntos en una reacción de PCR, producen un amplicón que comprende al menos una secuencia de SEC ID NO: 1 o 
SEC ID NO: 2, y en el que la producción de un amplicón es indicativa de ácidos nucleicos específicos para el suceso 
COT102.

2. El par de cebadores según la reivindicación 1, en el que el primer cebador se diseña para unirse a una secuencia 
de ADN específica para el sitio de inserción de COT102, y el segundo cebador se diseña para unirse a una 10
secuencia de ADN genómico flanqueante en dirección 3’ del extremo 3’ del sitio de inserción de COT102, o a una 
secuencia de ADN genómico flanqueante en dirección 5’ del extremo 5’ del sitio de inserción de COT102, en el que 
el sitio de inserción de COT102 comprende la secuencia de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2.

3. Un par de cebadores según la reivindicación 2, en el que el primer cebador tiene la secuencia de SEC ID NO: 3, y 
el segundo cebador tiene la secuencia de SEC ID NO: 4.15

4. Un par de cebadores según la reivindicación 2, en el que el primer cebador tiene la secuencia de SEC ID NO: 19, 
y el segundo cebador tiene la secuencia de SEC ID NO: 18.
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