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

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

Las plagas vegetales son un factor importante en la pérdida de las cosechas agricolas importantes del mundo. Se
pierden alrededor de 8 mil millones de ddélares cada afio en los Estados Unidos de América debido a infestaciones
de plantas por plagas no mamiferas, incluyendo insectos. Ademas 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 quimicos, que
son activos mediante la inhibicién del crecimiento de los insectos, prevencion de la alimentacion de reproduccion de
los insectos, o que provoca la muerte. De este modo se puede alcanzar un buen control de plagas de insectos, pero
estos compuestos quimicos pueden afectar también algunas veces a otros insectos beneficiosos. Otro problema que
resulta del uso extendido de plaguicidas quimicos es la aparicion de variedades de insectos resistentes. Esto se ha
aliviado parcialmente mediante diversas practicas de manejo de la resistencia, pero hay una creciente necesidad de
agentes de control de plagas alternativos. Los agentes de control de plagas bioldgicos, tales como las cepas de
Bacillus thuringiensis que expresan toxinas plaguicidas como 3-endotoxinas, también se han aplicado a plantas de
cosechas con resultados satisfactorios, ofreciendo una alternativa o ayuda a plaguicidas quimicos. Se han aislado
los genes que codifican algunas de estas 6-endotoxinas, y se ha demostrado que su expresién en hospedantes
heterdlogos proporciona otra herramienta para el control de plagas de insectos econdmicamente importantes. En
particular, la expresion de toxinas insecticidas tales como &-endotoxinas de Bacillus thuringiensis en plantas
transgénicas, ha proporcionado proteccion 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 quimicos.

Recientemente, se ha identificado una nueva familia de proteinas insecticidas producidas mediante Bacillus sp.
durante las etapas vegetativas de crecimiento (proteinas 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 lepidopteros, que incluye, pero no se
limita a, gusano cogollero del maiz, Spodoptera frugiperda, gusano cortador grasiento, Agrotis ipsilon, taladrador de
la cafia de azucar, Diatraea saccharalis, y gusano picador, Elasmopalpus lignosellus, y, cuando se expresan en
plantas transgénicas, por ejemplo algodon, confieren proteccion a la planta del dafio por ingestion del insecto.

La familia del algoddn, género Gossypium, un miembro de las Malvaceas, consiste en 39 especies, de las cuales
Gossypium hirsutum es la especie mas habitualmente cultivada. También se cultivan ofras 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 algodon es adecuado como fibra textil debido a que las
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 algoddn, torta, y removedoras de hilachas de algodén son subproductos
de la produccién de fibras.

El dafio a las cosechas de algodén por plagas de insectos en todo el mundo da como resultado cada afio una
pérdida significativa de produccién. El control eficaz de estas plagas para minimizar la pérdida de produccién es de
gran importancia econémica. Los ejemplos de plagas de insectos de algoddn incluyen rosquilla verde gardana
(Spodoptera exigua), picudo del algodonero (Anthonomus grandis grandis), gusano medidor del repollo (Trichoplusia
ni), insecto de planta anubarrado (Neurocolpus nubilus), afido del algodon (Aphis gossypii), gusano pelotero
(Heliocoverpa zea), gusanos cortadores (Feltia subterranea, Peridroma saucia, Agrotis ipsilon), taladrador del maiz
europeo (Ostrinia nubilalis), cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda), trips de plantula (Frankliniella spp.), falso
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 transformacion y regeneracion de plantas de algodon es ahora un procedimiento bien consolidado, basado
tipicamente en transferencia de ADN extrafio mediada por Agrobacterium tumefaciens en partes vegetales de
algoddn y la regeneracion de dichas partes vegetales en cultivo tisular en plantas de algodon transgénicas,
completamente fértiles.

Existe la necesidad de generar una planta de algodén que sea resistente a insectos, de manera que se reduzca la
pérdida de produccién por dafio a las cosechas de algodén por plagas de insectos. Una planta de algodon resistente
a insectos podria reducir la necesidad de aplicar plaguicidas quimicos, que pueden ser perjudiciales a otros insectos
beneficiosos y al entorno.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2447 818 T3

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a medios para detectar material vegetal derivado de un suceso de
algododn transgeénico resistente a insectos, denominado COT102. En particular, la presente invencion se refiere a un
par de cebadores para detectar la presencia de acidos nucleicos especificos para el suceso COT102 en una
muestra bioldgica, comprendiendo el par de cebadores un primer par y un segundo par disefiados para unirse a un
polinucleétido que comprende al menos 20 nucleétidos contiguos de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2 cuando dicho
polinucleétido es monocatenario, en el que el primer cebador y el segundo cebador, cuando se usan juntos en una
reaccion de PCR, producen un amplicon que comprende al menos una secuencia de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2,
y en el que la produccidon de un amplicon es indicativa de acidos nucleicos especificos para el suceso COT102.
Preferiblemente, el primer cebador se disefia para unirse a una secuencia de ADN especifica para el sitio de
insercion de COT102, y el segundo cebador se disefia para unirse a una secuencia de ADN gendémico flanqueante
en direccion 3’ del extremo 3’ del sitio de insercion de COT102, o a una secuencia de ADN gendmico flanqueante en
direccion 5 del extremo 5’ del sitio de insercion de COT102, en el que el sitio de insercién de COT102 comprende la
secuencia de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2. En una realizacion 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 realizacion 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.

“Suceso COT102", en el contexto de esta solicitud, se refiere a la planta de algodén transgénica insecticida original
descrita aqui. “Insecticida”, como se usa aqui, se refiere a cualquier efecto inhibidor sobre un insecto, incluyendo,
pero sin limitarse a, alimentacién reducida, crecimiento retardado, fecundidad reducida, paralisis o muerte.
“Fecundidad” comprende todos los aspectos relacionados con la reproduccion, tales como la capacidad
reproductora, la frecuencia reproductora y el nimero de descendientes.

El suceso COT102 muestra un genotipo nuevo que comprende dos casetes de expresion. El primer casete
comprende un promotor adecuado para la expresion en plantas, operablemente enlazado a un gen que codifica una
toxina insecticida VIP3A, util para controlar un amplio espectro de plagas de insectos lepidopteros, y una sefal de
poliadenilacion 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 especificos de
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 pequefia de ribulosa
bisfosfato carboxilasa-oxigenasa, actina 7, el promotor MR7 (maiz), Gos 9 (arroz), los promotores GOS2, MasOcs (o
superpromotor), el promotor RolD (Agrobacterium rhizogenes), el promotor SuperMAS, y el promotor Suc2
(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 expresion a fin de estimular
niveles de expresion génica, por ejemplo potenciadores transcripcionales o traduccionales, tales como el activador
de la traduccion 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
toxina VIP3A a un compartimiento celular particular. Por ejemplo, si se desea proporcionar la proteina fuera de la
célula, entonces se puede ligar una secuencia extracelular seleccionadora de dianas al polinucleétido que codifica la
proteina VIP. Otros ejemplos de seleccion de dianas incluyen la seleccion de una diana de un organulo o
compartimiento intracelular especifico, por ejemplo al reticulo endoplasmico usando una secuencia de retencion
“KDEL”. Se han aislado y caracterizado numerosas sefiales de poliadenilacion. Los ejemplos de sefiales de
poliadenilacion adecuadas funcionales en plantas incluyen aquellas del gen de nopalina sintasa (nos) de
Agrobacterium tumefaciens, del gen del inhibidor de proteinasa Il y del gen de alfa-tubulina (documento EP-A
652.286). En una realizacion de la presente invencion, la sefial de poliadenilacién es aquella del gen nos de
Agrobacterium tumefaciens.

El polinucledtido que codifica la proteina VIP3A también se puede optimizar para los codones o se puede alterar de
otro modo para potenciar, por ejemplo, la transcripcion una vez que se incorpora en el material vegetal. Tal
optimizacion 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 cripticos 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).

El segundo casete de expresion 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 antibioticos, 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
herbicidas a base de glifosato, o resistencia a toxinas tales como eutipina. También existen otras formas de
seleccion, tales como sistemas de seleccion a base de hormonas, tales como el sistema de multiautotransformacion
(MAT) de Hiroyrasu Ebinuma et al. (1997) PNAS Vol. 94 p. 2117-2121; los sistemas de seleccion visual, que usan la
proteina fluorescente verde conocida, B-glucuronidasa, o cualquier otro sistema de seleccion tal como manosa
isomerasa (Positech™), xilosa isomerasa y 2-desoxiglucosa (2-DOG). Preferiblemente, el gen marcador
seleccionable es aquel que confiere tolerancia a higromicina. Opcionalmente, en el suceso COT102 estan
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comprendidos casetes de expresion adicionales. Por ejemplo, estos pueden proporcionar otros beneficios deseables
tales como resistencia a herbicidas.

Los casetes de expresion primero y segundo se pueden introducir en la planta en los mismos plasmidos o en
plasmidos diferentes. Si los casetes de expresion primero y segundo estan presentes en el mismo plasmido y se
introducen en la planta via un método de transformacién mediada por Agrobacterium, pueden estar presentes en las
mismas regiones de T-DNA o en regiones diferentes. Preferiblemente, los casetes de expresion primero y segundo
estan presentes en la misma region del T-DNA.

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

Ademas, se describe un polinucledtido que comprende al menos 17 nucledtidos contiguos procedentes de la
secuencia de 26 nucledtidos de SEC ID NO: 2. Preferiblemente, dicho polinucleétido comprende al menos 18
nucledtidos contiguos de SEC ID NO: 2, o al menos 20 nucledtidos contiguos de SEC ID NO: 2, o al menos 22
nucledtidos contiguos de SEC ID NO: 2, o al menos 24 nucledtidos contiguos de SEC ID NO: 2. Finalmente, se
describe un polinucledtido que comprende la secuencia de SEC ID NO: 2.

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

Se describe ademas una planta que comprende un polinucleétido que comprende al menos 17 nucleétidos contiguos
de SEC ID NO: 1 y/o SEC ID NO: 2. Preferiblemente, dicha planta comprende al menos 18 nucleétidos contiguos de
SEC ID NO: 1 y/o SEC ID NO: 2, o al menos 20 nucledtidos contiguos de SEC ID NO: 1 y/o SEC ID NO: 2, o al
menos 22 nucledtidos contiguos de SEC ID NO: 1 y/o SEC ID NO: 2. Adicionalmente preferido, dicha planta
comprende al menos 24 nucleétidos 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 algodén. Lo mas
preferido, dicha planta es una planta de algodén insecticida que es el suceso COT102, o una planta derivada del
mismo.

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

La transformacion mediada por Agrobacterium es un método usado habitualmente para la transformacién de plantas
dicotiledéneas. ElI ADN extrafio a introducir en la planta se clona en un vector binario entre las secuencias de
consenso de frontera izquierda y derecha. Esta es la region de T-DNA. El vector binario se transfiere en una célula
de Agrobacterium, que se usa subsiguientemente para infectar tejido vegetal. La region de T-DNA del vector que
comprende el ADN extrafio 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 region 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 estan presentes en la
misma region 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 insercién usando una pistola de particulas (transformacion biolistica mediada por
particulas); otro método establecido “filamentos”, implica revestir el ADN sobre fibras de carburo de silicio, sobre las
que se atraviesan las células. Otros métodos para transformar células vegetales incluyen transformacion de
protoplastos (opcionalmente en presencia de polietilenglicoles); tratamiento con ultrasonidos de tejidos vegetales,
células o protoplastos en un medio que comprende el polinucleétido o vector; microinsercién del polinucleétido o
vector en un material vegetal (que emplea opcionalmente la técnica conocida de “filamentos” de carburo de silicio),
electroporacion, y similares.

Tras la transformacion, las plantas transgénicas se deben de regenerar a partir del tejido vegetal transformado, y la
progenie que posee el ADN extrafio se selecciona usando un marcador apropiado tal como resistencia a
higromicina. El experto esta familiarizado con la composicion de medios de regeneracion adecuados.

Una planta como se describe aqui tiene un efecto insecticida sobre insectos de una o mas especies del grupo que
comprende Heliothis sp., Helicoverpa sp. y Spodoptera sp. que la pueden infestar. “Infestar”, como se usa aqui, se
refiere a atacar, alimentarse o dafar de cualquier forma por uno o mas insectos. De este modo, por ejemplo, la
planta proporcionara un mecanismo de autodefensa frente a la infestacion por insectos de plagas tales como
Helicoverpa zea (gusano de la mazorca del maiz). Como resultado, se requiere un numero reducido de
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pulverizaciones de insecticida durante el cultivo de dicha planta en comparaciéon con una planta de maiz no
transgénica de la misma variedad, y la pérdida de produccién debido a plagas de insectos se mantiene en un nivel
minimo.

La presente divulgacion no esta limitada al propio suceso COT102, sino que se amplia ademas para incluir cualquier
material vegetal derivado del mismo, incluyendo semillas en tanto que contienen al menos uno de los polinucledtidos
arriba. Se incluyen plantas que derivan de una reproduccion cruzada con el suceso COT102 o un derivado del
mismo mediante reproduccién convencional u otros métodos. Se incluye también material vegetal derivado del
suceso COT102 que puede comprender secuencias polinucleotidicas adicionales, modificadas o en menor niumero,
en comparacion con el suceso COT102, o presenta otras caracteristicas fenotipicas. Por ejemplo, puede ser
deseable transformar el material vegetal derivado del suceso COT102 para generar un nuevo Suceso que posee un
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 proteinas 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,
gen Cry el cual produce una toxina con un modo de accion diferente, o un sitio de union en el intestino del insecto a
VIP, para el control de diferentes especies de insectos. Se describe ademas material vegetal derivado del suceso
COT102 que posee un rasgo adicional tal como resistencia a herbicidas, resistencia a nematodos o resistencia
fungica. Preferiblemente, dicho rasgo adicional es resistencia a herbicidas. Por ejemplo, dicho rasgo de resistencia a
herbicidas proporciona resistencia a un herbicida que comprende acido glifosato o una sal agricolamente aceptable
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
se alimentan dichos insectos, y aplicar otras sustancias agroquimicas a dicho material vegetal, tales como
herbicidas, fungicidas y otros compuestos insecticidas, incluyendo otras proteinas insecticidas. Los ejemplos de
compuestos insecticidas posibles incluyen lectinas insecticidas inhibidores de proteasas insecticidas y proteinas
insecticidas derivadas de las especies de Bacillus thuringiensis, Xenorhabdus nematophilus, o Photorabdus
luminescens. Los ejemplos de posibles sustancias quimicas incluyen peritroides, carbamatos, imidacloprida,
organocloros, y macromoléculas tales como spinosad, abamectina o emamectina.

Se divulga aqui también un método para detectar material vegetal derivado del suceso transgénico COT102, que
comprende obtener una muestra para analisis; extraer ADN de la muestra; proporcionar un par de cebadores
disefiados para unirse a un polinucledtido que comprende almenos 17 nucleétidos contiguos de SEC ID NO: 1 o
SEC ID NO: 2; amplificar la region que se encuentra entre los sitios en los que se unen los cebadores; y detectar la
presencia del producto de la amplificaciéon. Los pares adecuados de cebadores para uso en este método de
deteccion se pueden disefar usando parametros bien conocidos por los expertos en la técnica de biologia molecular
ahora que ya estan proporcionados en la presente invencion las SEC ID NOs: 1 y 2. Por ejemplo, uno o ambos
cebadores del par se pueden disefar para ser especificos del vector, especificos del gen de rasgo, especificos del
promotor, especificos para la secuencia de la unién entre el ADN insertado y el ADN gendmico y/o especificos del
marcador.

En una realizacion, el par de cebadores comprende un primer cebador y un segundo cebador disefiados para unirse
a un polinucledtido que comprende al menos 20 nucleétidos contiguos de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2 cuando
dicho polinucledtido es monocatenario, en el que el primer cebador y el segundo cebador, cuando se usan juntos en
una reacciéon de PCR, producen un amplicén que comprende al menos una secuencia de SEC ID NO: 1 o SEC ID
NO: 2 y en el que la producciéon de un amplicon es indicativa de acidos nucleicos especificos para el suceso
COT102. En una realizacion adicional, el primer cebador se disefia para unirse a una secuencia de ADN especifica
para el sitio de insercion de COT102, y el segundo cebador se disefia para unirse a una secuencia de ADN
gendmico de flanqueo en direccion 3’ del extremo 3’ del sitio de inserciéon de COT102 o a una secuencia de ADN
gendmico de flanqueo en direccion 5’ del extremo 5’ del sitio de insercion de COT102, en el que el sitio de insercion
de COT102 comprende la secuencia de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2. En otra realizacién, 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 realizacion
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 amplicon de 962pb.

Los cebadores alternativos que se pueden usar en combinacion para detectar el suceso COT102 incluyen SEC ID
NOs 22 y 23, que son especificas para el gen VIP y producen un amplicon de 556 pb, o SEC ID NOs 24 y 25 que
son especificas para el gen que confiere resistencia al antibiético higromicina y producen un amplicén de 367 pb.

Existen muchos métodos de amplificacién que se pueden usar segun este aspecto de la invencién. El principio
subyacente, una técnica conocida por los expertos en la técnica, es la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR).
El producto de la amplificacion procedente de una reaccion de PCR se puede visualizar tifiendo con bromuro de
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etidio y excitando con luz UV, Tipicamente después de la separacion de tamafios usando electroforesis en gel de
agarosa.

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

Se describe adicionalmente el uso de PCR muiltiple 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
implica el uso de tres cebadores de PCR que se unen a partes especificas del genoma de algodon 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 ademas 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
muestra la presencia de un polinucleétido que comprende almenos 17 nucleétidos contiguos de la secuencia de
SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2. Preferiblemente, dicho kit de partes puede comprender tecnologia de deteccion de
amplificacién de ADN, tal como PCR o TaqManT'vI y instrucciones para uno o mas de estos métodos.

EJEMPLOS

La invencién sera manifiesta adicionalmente a partir de los siguientes ejemplos no limitantes, conjuntamente con los
listados de secuencias asociados como se describe a continuacion:

SECID NO 1: Secuencia polinucleotidica que se extiende a lo largo de la unién donde el extremo 5’
del inserto COT102 se inserta en el genoma de algodoén en el suceso COT102.

SEC ID NO 2: Secuencia polinucleotidica que se extiende a lo largo de la unién donde el extremo 3’
del inserto COT102 se inserta en el genoma de algodén en el suceso COT102.

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

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

SEC ID NO 8: Secuencia de aminoacidos de la proteina de la toxina VIP3A.

SEC ID NOs 9-17: Secuencias polinucleotidicas adecuadas para uso como cebadores TagMan en la

deteccion del suceso COT102.

SEC ID NOs 18-20: Secuencias polinucleotidicas adecuadas para uso como cebadores en la deteccion del
suceso COT102 via ensayo de cigosidad.

SEC ID NO 21: Secuencia polinucleotidica que caracteriza el suceso COT102.
SEC ID NOs 22-25: Secuencias polinucleotidicas adecuadas para uso como cebadores en la deteccion del
suceso COT102.

Ejemplo ilustrativo 1: Clonacién y transformacion
1.1 Clonacién del vector

Se usaron técnicas de clonacion génica estandar de restriccion, digestion y ligacion de fragmentos de vectores
domésticos para construir el vector de transformacion, pNOV3001. El vector incluyd un casete marcador
seleccionable que comprende un promotor de ubiquitina (UBQ3), el intron UBQ3, una secuencia génica que codifica
una proteina que confiere resistencia a higromicina, y una secuencia de poliadenilaciéon nos. El vector también
incluyo el casete de expresion del gen diana, casete el cual comprendié un promotor de actina Act2, el intrén Act2,
una secuencia que codifica el gen de VIP3A que habia sido optimizada en los codones para la expresion en maiz, y
una secuencia de poliadenilacion nos. El casete marcador seleccionable y el casete que contiene VIP3A se clonaron
en la region T-DNA del vector pNOV3001, entre las secuencias frontera izquierda y derecha. El vector también
comprendid un gen que confiere resistencia a un antibiético, espectinomicina, para la seleccion procariota.

El vector se transformé en la cepa EHA101 de Agrobacterium tumefaciens, usando técnicas de transformacion de
Agrobacterium estandar, y se seleccionaron células transformadas mediante su resistencia a espectinomicina.
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1.2 Transformacion vegetal

El suceso COT102 se produjo mediante transformacion 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
estéril y se empaparon en una disolucion al 12% de Clorox + Tween 20, durante 20 minutos. El procedimiento de
lavado se llevé a cabo 3 veces. Las semillas se colocaron entonces sobre medio de germinacion (Stewart y Hsu,
1977) y se dejaron germinar a 30°C durante 7-10 dias.

Cultivos de 2 ml de Agrobacterium que contiene el constructo pNOV3001 se hicieron crecer toda la noche en
antibiotico apropiado, y después se diluyeron con medio MSNH (19:1) en una capsula de petri estéril. Los hipocotilos
se cortaron en longitudes de 6-8 mm y se colocaron en la disolucion diluida de Agrobacterium, durante al menos 30
segundos. Los explantes de hipocotilos se retiraron de la disolucién 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.

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/I de glucosa, 2 g/l de
Phytogel, 500 mg/lI de cefotaxima, 10 mg/l de higromicina — pH 5,8). Las placas se envolvieron con parafilm y se
incubaron en la luz a 30°C durante varios meses hasta que se formé callo.

El callo se rompio en trozos tan pequefios como fuese posible, y se colocd en un matraz Erlenmeyer de 50 ml que
contiene 10 ml de medio MSNH liquido (sales MS, vitaminas B5, 30 g/l de glucosa — pH 5,8). El callo suspendido se
agitd a 110 rpm en la luz a 30°C hasta que fueron visibles racimos de células ligeramente redondas blancas
pequefas. Las células se lavaron y se colocaron sobre medio MSNH sdlido (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 somaticos.

Los embriones somaticos 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 dias. Las raices se recortaron de los embriones en maduracion, 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).

Después de que sali6 la primera hoja verdadera, las plantas jovenes se movieron a tarros de latas de tamafio de una
pinta que contienen medio SGA. Cuando las plantas alcanzaron 7-10 cm de altura, la parte superior se cortd y se
transfirid a otro tarro. Al desarrollar un buen sistema de raices, los esquejes asi enraizados se transplantaron en
macetas y se hicieron crecer en el invernadero.

1.3 Identificacion y seleccion de transgénicos

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 maiz (Spodoptera frugiperda) (véase el Ejemplo 7). Las lineas insecticidas se caracterizaron para
determinar el nimero de copias mediante analisis TagMan™ (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
resistencia a insectos y la calidad agrondmica. Se escogieron dos sucesos, COT101 y COT102, basandose en la
posesion de una sola copia del transgén, buena expresion proteica como se identifica mediante ELISA (véase el
Ejemplo 4), buena actividad insecticida frente a gusano del maiz (Helicoverpa zea) y comportamiento de campo. Al
final del segundo afio de ensayos de campo, se compararon los resultados entre los dos sucesos, y COT102 se
adelanto.

1.4 Verificacion de la secuencia de COT102

Se aislé6 ADN genémico a partir del suceso COT102. Este se usé en la secuenciacién de las uniones del sitio de
insercion de ADN con el ADN genoémico de algodon en el suceso COT102, usando técnicas de secuenciacion de
ADN estandar.

Ejemplo 2: Deteccion de COT102 via TaqManT"'I
2.1 Extraccion de ADN

Se extrajo ADN de tejido de hoja usando el Wizard™ Magnetic 96 DNA Plant System (Promega, #FF3760), segun
las instrucciones del fabricante, con una etapa adicional al comienzo del protocolo: tras la molienda del material de
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hoja, se afiadieron a cada pocillo 0,9 ml de tampdn de extraccion de algodén (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 resuspendio, y la
placa se centrifugd a 4.000 rpm (2755 g) durante 10 minutos. Después de aspirar y desechar el sobrenadante, se
afnadieron 300 ul de tampon de lisis A (Promega) y se siguid el protocolo del fabricante a partir de este punto. Este
procedimiento dio como resultado aproximadamente 85 ul de ADN gendmico purificado, a una concentracion de
aproximadamente 10 ng/ul.

2.2 Reacciones de PCR TagMan

Se llevaron a cabo reacciones de PCR TagMan™ usando una mezcla de reaccién estandar que comprende:

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

25ul 50x de mezcla de cebador/sonda FAM

25ul 50x de mezcla de cebador/sonda TET

200 ul agua.

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

Nombre del cebador Secuencia del cebador 5’-3’ SECID
GhCHI2b-F directo GGTCCCTGGATACGGTGTCA SECIDn°9
GhCHI2b-R inverso TTGAGGGTTGGATCCTTTGC SECIDn°10
Sonda GhCHI2b-TET CCAACATCATCAATGGTGGCATCGAAT (marcador de 5’ = TET, marcador SEC ID n° 11
de 3 = TAMRA)
Higromicina-F directo = CAGGCAGGTCTTGCAACGT SECID n®12
Higromicina-R inverso CGAGAGCCTGACCTATTGCAT SECIDn°13
Sonda Higromicin-FAM ACACCCTGTGCACGGCGGG (marcador de 5' = FAM, marcador de 3’ = SEC ID n°® 14
TAMRA)
Vip3-F directo ATGAAGACCCTGCGCTACGA SECIDn°15
Vip3-R inverso ACGCCCAGTGGCATGTAGA SECIDn° 16
Sonda Vip3-FAM ?SﬁSAA)GGCCGAGTACCGCACC (marcador de 5’ = FAM, marcador de 3' = SEC ID n® 17

Se dispensaron 7 ul de mezcla maestra en cada pocillo de una placa de ensayo TagMan™ de 384 pocillos. Se
afiadieron 3 ul de molde de ADN a los pocillos apropiados. Se afiadieron como control a los pocillos especificos 3 ul
de series de dilucién 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 15s

4 60°C 1 min.

5 Vaya a la etapa 3, repitase 40 veces
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Los datos se analizaron usando el software SDS2.0 (Applied Biosystems).
Ejemplo 3: Deteccion de COT102 via PCR

3.1 Extraccion de ADN gendmico

ElI ADN gendmico de COT102 se extrajo como se describe en el Ejemplo 2.1.
3.2 Ensayo de cigosidad de PCR Multiplex

Se disefiaron cebadores de PCR para unirse a la secuencia de ADN gendmico de algodén en direccion 5’ del sitio
en el que se insertd el casete de COT102 (SEC ID NO: 18); la propia secuencia del casete de COT102 (SEC ID NO:
19); y la secuencia de ADN gendémico de algodén que se sustituyé cuando se inserté la secuencia de COT102 (SEC
ID NO: 20). Cuando el inserto de COT102 esta presente, los pares de cebadores SEC ID NO: 18 y 19 amplifican un
fragmento de PCR de un tamafio de 962 pb. Se monté una reaccion de PCR de 50 ul para cada muestra a ensayar,
segun lo siguiente:

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

40 pmoles cebador 1 (SEC ID n° 18) 4 ul
40 pmoles cebador 2 (SEC ID n°® 19) 4 ul
40 pmoles cebador 3 (SEC ID n° 20) 4 ul
40 ng ADN gendmico 4 ul
ddH20 9ul

Las reacciones de PCR se calentaron en un termociclador a 94°C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos segun lo
siguiente: 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto. La reaccién se completé
calentando a 72°C durante 5 minutos.

3.3 Andlisis

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

3.4 PCR especifica del suceso

Se disefié un cebador de PCR para unirse hacia el extremo 3’ del gen de VIP3A (SEC ID NO: 3). Se disefi6 otro
cebador de PCR para unirse a la hebra complementaria de la secuencia de ADN genémico de flanqueo en direccién
3’ del extremo del sitio de insercion de COT102 (SEC ID NO: 4). Estos cebadores se usaron juntos en una reaccion
de PCR usando ADN gendémico de COT102, dando como resultado la amplificaciéon de un fragmento de 800 pb.
Cuando los cebadores se usaron en una reaccion de PCR usando una muestra de ADN gendmico de algodén no
transformado Coker312, no se amplificé ningun fragmento.

En un segundo par de cebadores, se disefid un cebador para unirse al gen de higromicina (SEC ID NO: 19), y el otro
cebador se disefid para unirse a la secuencia de ADN gendmico de flanqueo en direccion 5’ del extremo del sitio de
insercion de COT102 (SEC ID NO: 18). Estos cebadores se usaron juntos en una reaccion de PCR usando ADN
genomico de COT102, dando como resultado la amplificacion de un fragmento de 962 pb. Cuando los cebadores se
usaron en una reaccion de PCR usando una muestra de ADN gendémico de algodén no transformado Coker312, no
se amplificd ningun fragmento.

Ejemplo ilustrativo 4: Deteccion de COT102 via transferencia Southern
4.1 Extraccién de ADN para uso en transferencia Southern

Se molieron aproximadamente 5 a 10 gramos de tejido vegetal en nitrégeno liquido usando un mortero y mano de
almirez. El tejido vegetal se resuspendié en 12,5 ml de tampdn de extraccion A (0,2M de Tris pH 8,0, 50 mM de
EDTA, 0,25M de NaCl, 0,1% v/v de B-mercaptoetanol, 2,5% p/v de polivinilpirrolidona), y se centrifugd durante 10
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minutos a 4.000 rpm (2755 g). Después de desechar el sobrenadante, el pelete se resuspendio en 2,5 ml de tampon
de extraccion 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 incubé a 37°C durante 30 minutos. Durante la incubacion, la
muestra se mezcl6 una vez con un bucle estéril. Tras la incubacién, se afiadid6 un volumen igual de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se mezcldé suavemente mediante inversion, y se centrifugé durante 20 minutos
a 4.000 rpm. La capa acuosa se recogio, y se ahadid 0,54 volumenes de isopropanol, seguido de centrifugacion
durante 5 minutos a 4.000 rpm, para precipitar el ADN. El sobrenadante se desecho, y el pelete de ADN se
resuspendid en 500 ul de TE. A fin de degradar cualquier ARN presente, el ADN se incubé a 37°C durante 30
minutos con 1 ul de RNasa A 30 mg/ml, se centrifugd durante 5 minutos a 4.000 rpm, y se precipité mediante
centrifugacion a 14.000 rpm durante 10 minutos en presencia de 0,5 volimenes de acetato de amonio 7,5 M y 0,54
volumenes de isopropanol. Después de desechar el sobrenadante, el pelete se lavd con 500 ul de etanol al 70%, y
se dejo secar antes de resuspender en 100 ul de TE.

4.2 Digestiones con enzimas de restriccion

El ADN se cuantific6 usando un espectrofotdmetro o fluorémetro (usando 1x TNE y colorante de Hoechst). Las
digestiones enzimaticas adecuadas se prepararon usando 8 ug de ADN por digestion en un volumen total de 50 ul.
Las digestiones incluyeron BamHI, EcoRI, EcoRV, Hindlll, Ncol, Sacl, Scal, Spel y Pstl, tanto solos como en
combinacién. En particular, se usé una digestion doble con BamHI y EcoRI para detectar que el gen de VIP3A
estaba intacto; se usé una digestién doble con BamHIy EcoRI para detectar el numero del locus de VIP3A y que el
gen de higromicina estaba intacto; y se us6 una digestién con una sola enzima BamH| para detectar el numero del
locus de VIP3A. Las digestiones se incubaron toda la noche a una temperatura apropiada para cada enzima. Las
muestras se hicieron girar en vacio a velocidad para reducir el volumen a 30 ul.

4.3 Electroforesis en gel

Se afiadio colorante de carga de azul de bromofenol a cada muestra procedente de 4.2 anterior, y cada muestra se
cargo6 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.

El gel se lavé en 0,25 M de HCI durante 15 minutos para despurinar el ADN, y después se lavo con agua. Se montd
una transferencia Southern segun 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 prehumedecié en 0,4M de NaOH y se colocé encima del apilamiento, seguido de una hoja de membrana
de transferencia Hybond-N+ (Amersham Pharmacia Biotech, #RPN303B), también prehumedecida en 0,4M de
NaOH. El gel se colocé 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 aclaré en 2x SSC durante 10 segundos, y el ADN se unié a la membrana via
reticulacién mediante UV.

4.4 Hibridacion

Se prepard una sonda de ADN adecuada mediante PCR. Se hirvieron 25 ng de ADN de sonda en 45 ul de TE
durante 5 minutos, se colocoé en hielo durante 7 minutos y después se transfiri6 a un tubo de Rediprime Il
(Amersham Pharmacia Biotech, #RPN1633). Tras afadir 5 ul de dCTP marcado con P32 al tubo de Rediprime, la
sonda se incubd a 37°C durante 15 minutos. La sonda se purific6 mediante centrifugacion a través de una columna
G50 de microrrotacion (Amersham Pharmacia Biotech, #27-553-01) segun las instrucciones del fabricante para
eliminar dNTPs no incorporados. La actividad de la sonda se midié usando un contador de centelleo.

La membrana Hybond se prehibridé humedeciendo con 20 ml de disolucidon de prehibridacion Church precalentada
(500 mM de NaPO4, 1 mM de EDTA, 7% de SDS, 1% de BSA) a 65°C durante 30 minutos. La sonda marcada se
hirvié durante 5 minutos, y se coloco en hielo durante 10 minutos. Se afiadié una cantidad apropiada de sonda (1
millén de recuentos por 1 ml de tampon de prehibridacion) al tampén de prehibridacion, y la hibridacion transcurrié a
65°C toda la noche. Al siguiente dia, el tampon de hibridacion se desechd y le siguié un aclarado con 20 ml de
disolucion de lavado de Church 1 (40 mM de NaPOQOg4, 1 mM de EDTA, 5% de SDS, 0,5% de BSA), y la membrana se
lavé en 150 ml de disolucion de lavado de Church 2 (40 mM de NaPO4, 1 mM de EDTA, 15% de SDS). La
membrana se expuso a una pantalla de fésforo o a una pelicula de rayos X, para detectar donde se unio la sonda.

Ejemplo ilustrativo 5: Deteccion de COT102 via ELISA
5.1 extraccioén proteica

El tejido de algodon para analisis se cosechod y se congeld a -70°C. Se molio tejido fresco hasta un polvo fino, y se
peso en un tubo de polipropileno marcado. Se afiadid a la muestra tampoén de extraccion (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
AEBSF, 0,001 mM de leupeptina) en una relacién de 2:1 (volumen de tampdn de extraccion: peso de muestra
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fresca) para tejido fresco, o 30:1 (volumen de tampodn de extraccion: peso de muestra seca) para tejido liofilizado. La
muestra se sometio a vortice y se homogeneizé usando un Brinkman PT 10/35 Polytron equipado con un generador
reductor de espuma PTA 10TS, hasta que la mezcla se licud. Los extractos se centrifugaron a 10.000 x g durante 15
minutos. El sobrenadante del extracto proteico se almacené a 2-8°C.

5.2 Protocolo de ELISA

El procedimiento de ELISA usé técnicas estandar segun lo siguiente. Se empap6 una placa de 96 pocillos en etanol
durante 2 horas, y se seco al aire. La placa se revistié con 50 ul de anticuerpo anti-VIP3A de cabra por pocillo, y se
incubo toda la noche a 2-8°C. Después de lavar tres veces con disolucién de lavado 1X de ELISA (100 mM de Tris,
0,5% de Tween 20, 75 mM de NaCl, pH 8,5), la placa se secé brevemente dando golpecitos hacia arriba y hacia
abajo en una toalla de papel. Se afiadieron a cada pocillo 150 ul de disoluciéon de bloqueo (10 mM de NaPO,, 140
mM de NaCl, 1% de BSA, 0,02% de azida sédica, valorado hasta pH 7,4 con NaPi monobasico y NaPi dibasico),
seguido de la incubacién a temperatura ambiente durante 45 minutos. La placa se lavd 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 incubé a 2-8°C durante 1 hora 30 minutos, seguido de temperatura
ambiente durante otros 30 minutos. La placa se lavo tres veces con disolucion de lavado de ELISA, y después se
incubd a 35-39°C durante 1 hora con 50 ul de anticuerpo anti-VIP3A de conejo, por pocillo. La placa se lavo tres
veces con disolucion de lavado de ELISA, y se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos con 50 ul de
fosfatasa alcalina de anti-conejo de burro, por pocillo. Tras tres lavados adicionales con disolucién de lavado de
ELISA, se afiadieron 50 ul de disolucion de sustrato de fosfatasa por pocillo, y la placa se incubd durante 30 minutos
a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo afiadiendo 50 ul de 3M de NaOH por pocillo. La absorbancia de la
disolucion en cada pocillo se midié a 405 nm, usando un lector de placas de multiples pocillos Ceres 900C, y los
resultados se analizaron usando el software de ajuste de curvas KC3 (Bio-Tek Instruments Inc.). La concentracion
de VIP3A en la muestra se calculé mediante referencia a los patrones de proteina VIP3A.

Ejemplo ilustrativo 6: Deteccion de COT102 via DipStick
6.1 Extraccion proteica

Se colocé un trozo de tejido de hoja de aproximadamente 2 cm? en un tubo que contiene tampdn de extraccion. Para
extraer la proteina del tejido se us6 un agitador plastico, cortando y macerando el tejido.

6.2 Ensayo Dipstick

Se coloco una tira de ensayo en el tubo y se incubd durante 5-10 minutos para que el resultado se desarrollase. La
tira de ensayo comprendié una primera banda a la que se unid el anticuerpo anti-VIP3A, y una segunda banda a la
que se unié un anticuerpo de control. Tras la incubacién, una linea roja doble en la ventana de resultados de la tira
de ensayo indico que estaba presente VIP3A. La linea inferior indico la presencia de proteina Vip3A, mientras que la
linea superior fue un control que indicd que el ensayo estaba funcionando correctamente.

Ejemplo ilustrativo 7: Deteccion de COT102 via bioensayo de insectos
7.1 Bioensayos de hojas

Se llevaron a cabo ensayos de hoja en gusano cogollero (Spodoptera frugiperda), gusano del algodén (Helicoverpa
zea) y gusano del tabaco (Heliothis virescens), segun 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 algodén de 8 a 12 pulgadas de altura, y se
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 28°C. En los dias tercero y sexto tras la infestacion, se puntud el dafio a la hoja en cada placa,
y se comparo 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 plastico grande. Se
colocaron tres filtros de vidrio extragruesos, cada uno empapado con 100 ul de agua destilada, en una copa de
plastico mas pequenfia, que se situd entonces dentro de la copa mas grande. Se cort6é una baga de 1,25 pulgadas de
longitud, se sumergié en nistatina 10 mg/ml a 20 mg/ml, y se coloc6 sobre los filtros en la pequefa copa. Se
colocaron 50 larvas de insectos en el cuadrado o baga, y se adjunt6 una tapa a la copa mas grande. Los cuadrados
o bagas se reinfestaron con 50 larvas mas después de 7 dias.

El experimento se incub6 a temperatura ambiente durante aproximadamente 3 semanas. Las bagas se cortaron
entonces, abriéndolas para determinar el dafio. El dafio a la baga se comparo con las muestras de control.

7.3 Bioensayos de hoja liofilizada
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Se llevaron a cabo bioensayos usando tejido de hoja liofilizado sobre Heliothis virescens, segun lo siguiente:

Hojas terminales se congelaron instantaneamente en hielo seco en el momento de la recogida, y se liofilizaron toda
la noche. El tejido liofilizado se molié en un mortero y mano de almirez hasta un polvo fino, y se resuspendié en
disolucion de agar al 0,2% para obtener una suspension al 8% (0,08 g/ml) de polvo de hoja. La suspension se
deposité encima de la dieta artificial de insectos, en placas de 96 pocillos, y se dejé secar. En cada pocillo se
introdujo una Unica larva de insecto neonato, y las placas se cerraron herméticamente. Las placas se incubaron a
28°C. En el sexto dia después de la infestacion, se puntud la mortalidad de las larvas y se comparé con las muestras
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de control. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

\variedad % de suspension de polvo |% de mortalidad larvaria (media de
de hoja 5 ensayos)

Coker312 8 6,7

COT102 8 98,3

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> ELLIS, Daniel Murray
NEGROTTO, David Vincent
SHI, Liang
SHOTKOSKI, Frank Arthur
THOMAS, Carla Randall

<120> ALGODON INSECTICIDA COT102

<130> 70159

<160> 25

<170> Patentln version 3.1

<210> 1

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo nucleotidico COT102

<400> 1

ggcaaatatt caggtaaaca aattga

26
<210> 2
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> motivo nucleotidico COT102
<400> 2
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ctatcagtgt ttaataaata tgggca

26

<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo nucleotidico COT102

<400> 3
aaggacgtga gcgagatgtt
20

<210>4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo nucleotidico COT102

<400> 4

tgtgacaccg atccacctaa
20

<210>5

<211> 290

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo nucleotidico COT102
<400> 5
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gacaaggaca
60

cagagcgagce
120

aagatcgact
180

gacagcagca
240

taccgcacece
290

<210> 6

<211> 347

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo nucleotidico COT102

<400> 6
cgcecgtgeac

60

cagccggtcg
120

ttcggececat
180

¢gattactga
240

ccgtcgecgca
300

acctegtgea
347

<210>7

<211> 7474

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo nucleotidico COT102
<400> 7

agggtgtcac
cggaggcecat
tcggaccgca
tcceccatgtg
ggctctecgat

cgcggattte

ES 2447 818 T3

gcttgagcga ggtgatctac

aaatctacta caccaacaac

tcaccaagaa gatgaagacc

cecggegagat cgacctgaac

tgagcgcgaa cgacgacggc

gttgcaagac

ggatgcgatc

aggaatcggt

tatcactggc

gagctgatgc

ggctccaaca
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ggcgacatgg

atcgtgttcc

ctgcgctacg

aagaagaagg

gtctacatgc

ctgcctgaaa

gctgcggceeg

caatacacta

aaactgtgat

tttgggceccga

atgtcctgac

acaagctgcet gtgtccggac

cgaacgagta cgtgatcacc
aggtgaccgc caacttctac

tggagagcag cgaggecgag

cactgggcgt

ccgaactgcce cgctgttetg

atcttagcca gacgagcggg
atggcgtgat ttéatatgcg
ggacgacace gtcagtgegt
gaagtceggce

ggactgcccc

ggacaat



gtaaacaaat
60

atgctggeceg
120

taatttatcce
180

cgggacteta
240

tacatgctta
300

attcaatctt
360

cggtcggecat
420

atcggcgagt
480

tgtacgeccceg
540

agctgcatca
600

gagcatatac
660

gcgegtetge
720

gtattgggaa
780

tgacgcttag

cceggggtac

tagtttgcgce

atcataaaaa

acgtaattca

aagaaacttt

ctactctatt

acttctacac

acagtcccgg

tcgaaattgce

gceeggagec

tgctccatac

tecceccgaaca

ES 2447 818 T3

acaacttaat
ccaattcccg
gctatatttt
cccatctcat
acagaaatta
attgccaaat
cctttgeccet
agceccatcggt
ctccggétcg
cgtcaaccaa
gcggegatoo
aagccaacea

tcgectegcet
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aacacattgce

atctagtaac

gttttctate

aaataacgtc

tatgataatc

gtttgaacga

cggacgagtyg

ccagacggcec

gacgattgcg

gctctgatag

tgcaagctce

cggccteocag

ccagtcaatg

ggacgttttt

atagatgaca

gegtattaaa

atgcattaca

atcgcaagac

tcggggaaat

ctggggegtc

gcgcttctge

tcgcatcgac

agttggtcaa

ggatgcctece

aagaagatgt

accgctgtta

aatgtacgcc

ccgogegega

tgtataattg

tgttaattat

cggcaacagg

tcggggatcec

ggtttccact

gggcdatttyg

cctgegecceca

gaccaatgeg

gctcgaagta

tggcgaccte

tgecggccatt



gtcecgtcagg
840

gtecteggec
900

gtccatcaca
960

ccatgtagtg
1020

aagatcggcc
1080

ttecggtttea
1140

caggctctcg
1200

aaagtgccga
1260

gacatatcca
1320

ctgcatcaqag
1380

ggtgagttca
1440

aaacaataga
1500

aaatcaaaac
1560

tcgaacaaag
1620

aagcaagaaa
1680

tttagaagct
1740

aataatccac
1800

aatatacctt
1860

acattgttgg

caaagcatca

gtttgccagt

tattgaccga

gcagcgatcg

ggcaggtett

ctgaatgcce

taaacataac

cgcccteceta

teggagacgce

ggctttttea

acaagtagaa

aacaccaaag

daaacacaaa

ttacacagat

ggattgacga

ataacaaaaa

gaaagagaga
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agccgaaatc

gctcatcgag

gatacacatg

ttcettgeaa

catccatggc

gcaacgtgac

caatgtcaag

gatctttgta

catcgaagct

tgtcgaactt

tatcttattg

accaatcagc

agaaacggat

aattgaatag

gtaaacacta

aacgaacaat

ttggagatca

gtcgecgagad
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cgcgtgcacg
agcctgcgeg
gggatcagca
tcegaatggg
ctccgegace
accctgtgca
cactteccgga
gaaaccatcg
gaaagcacga
ttegatcaga
cecccoctaga
gaacatatac
ctaaacataa
atcgtccttg
cgaatcgata
attgtcaaaa
gatacgaatc

atttgcagag

aggtgecgga

acggacgcac

atcgegcata

ccgaaccegce

ggctgcagaa

cggcggdgaga

atcgggageg

gcgcagetat

gattcttege

aacttctcga

gtcgagatcec

caaatcaaaa

gaaacctaaa

aaaatcctaa

tcttagtaat

gcaatttata

aaaaacaaaa

atcgctitag

ctteggggea

tgacggtgtce

tgaaatcacy

tcgtctgget

cagcgggcag

tgcaataggt

cggccgatge

ttacccgceag

ccteoccgagayg

cagacgtcgce

acctgaaata

gccgtaagag

acagagagaa

tttcacaatc

caggacaaaa

caaaagattc

agaatcagaa

gectttgggayg



agattgaaga
1920

tttatatecge
1580

tagccaaaac
2040

gaatcatatg
2100

aaacatcecta
2160

tctattttte
2220

tttaatcaat
2280

acccaaccca
2340

agatttttct
2400

atacttggea
2460

attgactaat
2520

ttttagttta
2580

aaaagttaat
2640

tebttttttte
2700

tttetttatce
2760

ttaaaaaaaa
2820

aataactcaa
2880

ttcaggtaac
2540

gtcagaaaaa

aaaccaaaag

daaaaaagda

atacgtgtca

tggtggtagt

tttttgtata

aaggaaaaag

ttaagaataa

tttaatttca

taaaagatte

taazataagg

attccaaaac

aattagaaga

atgataaaat

ttttttegtt

aaacagtigy

aacaaaaaaa

atagaagaag
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gacgaaagga

cccaaaaccy

agatatcagt

tattttcecac

tggattaggt

tacttttecet

ttcaaaaaag

gcaatcataa

tgttgattat

taatctacte

aaacttatct

tetaaaccta

tctgtatgtt

ctatgttttt

gttgttgtta

gcettgaatt

atgttgaacc

aatatatgag
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tgaattatta

tettttctat

tgaggattat

cgtgegtttt

catccattac

caaataattt

attctttcca

tatatataga

gatagtttat

taataaagaa

accaaatttg

attgttggga

tttttttgat

ttagtctaca

attcecctttt

tattteaggce

ggaataaacce

gattgaagaa

tcttecacac
taatgagaat
tatcacgaaa
taaaagaccyg
atctgcttca
ctttettttce
ttaagactat
gaatactaat
cttcttgatt
aagaaaaaaa
agtatttttt
aaaaggacct
gcaagttitt
attaaagtaa
ttttttttaa
ctgegttatt
cgcgagatta

gtattcaaga

gaaggtctte

aaaatatctt

ctaaaggaag

actcaagtag

ctgacatttt

tatagaagaa

gtcttggtta

actatatatg

taatttatca

agtatctace

agaacaatct

aatttttaag

atttecttttc

ttgttattat

cagcaacttc

aagcccagat

aatgccggtt

ggcggaacaa



ttcacaagtc
3000

ctctttgeta
3060

tctctetett
3120

acaatggcgt
3180

catgcctgca
3240

atacattgat
3300

atatggcacg
3360

tataccaaac
3420

catatgtata
3480

taatgtacat
3540

tatccataaa
3600

ttctaataga
3660

ccacgacgac
3720

gagctgtceat
3780

aactaatcca
3840

gctgtctgac
3900

attttaatta
3960

aaattcatat
4020

caagagctta
aaataagatg
ctetgttett
ttatgagact
gtgatcacca
acatatctcg
acaaaatggce
attagttaga
attgattcag
actaatcgtyg
cacatcatga
aaacgaatta
gactaaégtt
gtaacacgcg
agggctgaga
agccaggtca
tetttttgaa

attttectet
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aatttetect

ttcaggattt

actactctgt

tggctccaaa

tggtcgacaa

tctagatcta

tagactcgat

caaaatttaa

aatcgttttg

aatagtgaat

aagacacttt

aattacgttg

gcecctggattg

gatcgagcag

tgattaatta

cgttatcttt

aggccgaaaa

cegetttgaa
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cactcttctg
ttgttgceeyg
tacattacca
tceggtaccyg
aatttagaac
ggttatcatt
gtaattggta
acaactattt
acgagttecgg
atgatgaaac
ctttcacggt
aattgtatga
actcggttta
gtcacagtca
gtttaaaaat
acctgtggtc
taaagttgta

ttgtctegtt

ctacagactc

acaattcatg

ccaactcaag

gagctcgaat

gaacttaatt

atgtaagaaa

tctcaacteca

tttatgtatg

atgtagtagt

attgtatcett

ctgaattaat

aatctaattg

agttaaccac

tgaagccatc

tagttaacac

gaaatgattc

agagataaac

gtectectca

ggaactettt

tatctcacac

actttettcece

tcgaagcttyg

atgatctcaa

gttttgécga

acattatact

caagagtcag

agccattatt

attgtataaa

tatgatacaa

aacaagccaa

tCaaaaaaacy

aaagcaaaag

gagggaaaag

gtgtectgteg

ccgcctatat

ctttcatcag



ccgttttgaa
4080

taagagataa
4140

cgctctttet
4200

tcttgtttte
4260

actaaatctt
4320

agctaccaga
4380

gatttgtata
4440

aatgttagat
4500

gaaactttag
4560

gtttatttga
4620

tgaacaagaa
4680

acggcatcta
4740

acaccggegyg
4800

tcagcggcaa
4860

tgaacaccga
4920

acgacgtgaa
4980

tcaccagcat
5040

acctgagcaa
5100

tctececggega

tccaggagat

ttccaaggta

tcaatttcct

ttggttttac

atttggcttg

tgtgaattga

tgaatctgaa

gatttgtagt

ctgtattgaa

caacaccaag

cggcttegee

cgacctgacc

gctggacggce

getgagcaag

caacaagctg

getgagegac

gcagctgcag
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cttgacagag

tcattcteceg

ataggaactt

tgagatctgg

tagaatcgat

accttgatgg

aatctgaact

cactgtttaa

gtcgtacgtt

ctetttttgt

ctgagcaccc

accggeatca

ctggacgaga

gtgaacggca

gagatcctta

gacgccatca

gtgatgaagc

gagatcagcqg

19

aagaacaagg

ttttgaatct

tctggatcta

aattcgttta

ctaagttgac

agagatccat

gttgaagtta

agttagatga

gaacagaaag

gtgtttgcag

gcgcecctgeco

aggacatcat

tectgaagaa

gecctgaacga

agatcgecaa

acaccatgcect

agaactacgc

acaagctgga

aagaagacta

tcctcaatect

ctttatttge

atttggatet

cgatcagtta

gttcatgtta

gattgaatct

agtttgtgta

ctatttectga

ctcataaaaa

gagcttcatc

gaacatgatc

ccagcagcetyg

cctgategec

cgagcagaac

gcgegtgtac

cctgagectg

catcatcaac

agagagaaag
éatcttcttc
tggatctcga
gtgaacctcc
gctcgattat
cctgggaaat
gaacactgtce
tagattcttc
ttcaatcagg
ggatccacca
gactacttca
ttcaagaccy
ctgaacgaca
cagggcaace
caggtgctga
ctgecgaaga
cagatcgagt

gtgaacgtcce



tgatcaacag
5160

agaagttcga
5220

gcceggecga
5280

agaacgacgt
5340

acaacctgttc
5400

tgaagaccag
5460

tgcaggccca
5520

tcgactacac
5580

acatcetgec
5640

gcgacgagga
5700

agatcagcaa
5760

accaggtgga
5820

gtccggacca
5880

tgatcaccaa
5940

acttctacga
6000

aggccgagta
6060

tcagcgagac
6120

gectgatceac
6180

caccctgacc

agagctgacc

catcctggac

ggacggcttc

cggcegceagc

cggcagcdag

ggccttectg

cagcatcatg

gaccctgagce

cgccaagatg

cgacagcatce

caaggacagc

gagcgagcaa

gatcgacttce

cagcagcace

ccgeaccctg

cttectgace.

cctgacctgt
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gagatcaccc

ttegecaccg

gadgctgaccg

gagttctacc

geccctgaaga

gtgggcaacyg

accctgacca

aacgagcact

aacaccttca

atcgtggagg

accgtgctga

ttgagegagg

atctactaca

accaagaaga

ggcgagatcg

agcgcgaacg

ccgatcaacg

aagagctacc
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cggectacca

agaccagcag

agctgaccga

tgaacacctt

ccgccagega

tgtacaactt

cctgtcgeaa

tgaacaagga

gcaacccgaa

ctaagccggg

aggtgtacga

tgatctacgg

ccaacaacat

tgaagaccct

acctgaacaa

acgacggcgt

gctttggcect

tgcgegagcet

gcgcatcaag
caaggtgaad
getggegaag
ccacgacgtyg
gctgatcacc
cctgatcgtg
QCtQCtQQSC
gaaggaggag
ctacgccaag
ccacgegttg
ggccaagctg
cgacatggac
cgtgttecccg
gogetacgag
gaagaagdtyg
ctacatgcca
gcaggecegac

gctgctagcc

tacgtgaacg

aaggacggca

agcgtgacca

atggtgggca

aaggagaacyg

ctgaccgcec

ctggccgaca

ttcecgegtga

gtgaagggca

atecggettcg

aadgcagaact

aagctgetgt

aacgagtacg

gtgaccgcca

gagagcagcg

ctgggegtga

gagaacagcc

accgacctga



gcaacaagga
6240

acggcagcat
6300

tggaccacac
6360

tcagccagtt
6420

tgaagggcaa
6480

acaccaacaa
6540

acctgaagag
6600

acttcatcat
6660

ccaacaactg
6720

agggcggcecy
6780

tgtacttecag
6840

tcgagaagag
6900

agaaggacaa
6960

tgcacttcta
7020

tcaaacattt
7080

atcatataat
7140

ttatttatga
7200

gaaaacaaaa
7260

gaccaagctg
cgaggaggac
cggcggeglg
éatcggcgac
gccatcgatt
caacctggag
cgtgtacctg
cctggagatc
gaccagcacc
cggcatcctg
cgtgagcggce
gtacatgagc
cttctacatce
cgacgtgagc
ggcaataaag
ttetgttgaa
gatgggtttt

tatagcgegce
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atcgtgccac

aacctggagc

aacggcacca

aagctgaagc

cacctgaaqgyg

gactaccaga

atcctgaaga

agcccgagceg

ggcagcacca

aagcagaacc

gacgccaacg

ggcgccaagg

gagctgagcc

atcaagtagg

tttcttaaga

ttacgttaag

tatgattaga

aaactaggat
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caaaactcta
agaagatctg
taaaatctat
tttgttgttyg
agttgggecct
aaaaaaatgt
aagaagaata
agcttaaatt
aagatgttca
gttcttacta
gagacttggc

tcaccatggt

34

tttcctcaaa

aaaaagattce

tcataatata

gattatgata

ctactctaat

ttatctacceca

aacctaattg

tatgtettte

gtttttttag

ttgttaattc

tgaatttatt

tgaaccggaa

tatgaggatt

tetecctcact

ggatttttgt

ctctgttaca

tccaaateccg

cgacaaaatt

taatttcttt

tttccatkttaa

tatagagaat

gtttatcttc

aaagaaaaga

aatttgagta

ttgggaaaaa

tttgatccaa

tctacaatta

cotttttttt

tcaggcctge

taaacccgeg

gaagaagtat

cttctgctac

tgccecgacaa

ttaccaccaa

gtaccggagc

tagaacgaac

cttttctata

gactatgtct

actaatacta

ttgatttaat

aaaaaaagta

ttttttagaa

ggacctaatt

gtttttattt

aagtaattgt

ttttaacagc

gttattaacgc

agattaaatg

tcaagaggcy

agactcggaa

ttcatgtatc

ctcaagactt

tcgaattega

ttaattatga



tctcaaatac
4680

tgacgaatat
4740

tatacttata
4800

agtcagcata
4860

attatttaat
4920

tataaatatc
4980

atacaattct
5040

agccaaccac
5100

aaaacggagc
5160

caaaagaact
5220

gaaaaqgetg
5280

ctgtcgattt
5340

ctatataaat
5400

catcagcegt
5460

agaaagtaag
5520

ttetteeget
5580

tetcgatcectt
5640

acctccacta
5700

attgatacat

ggcacgacaa

ccaaacatta

tgtataattg

gtacatacta

cataaacaca

aatagaaaac

gacgacgact

tgtcatgtaa

aatccaaggg

tctgacagec

taattatttt

tcatatattt

tttgaatctc

agataatcca

ctttetttee

gttttectcaa

aatcttttgg
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atectecatcta

aatggctaga

gttagacaaa

attcagaatc

atcgtgaata

tcatgaaaga

gaattaaatt

aacgttgecect

cacgcggatc

ctgagatgat

aggtcacgtt

tttgaaaggc

tecetecteege

cggcgacttg

ggagattcat

aaggtaatag

tttcecttgag

ttttactaga

35
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gatctaggtt
ctcgatgtaa
atttaaacaa
gttttgacga
gtgaatatga
cactttcettt
acgttgaatt
ggattgactc
gagcaggtca
taattagttt
atctttacct
cgaaaataaa
tttgaattgt
acagagaaga
tctecgtttt
gaactttctg
atctggaatt

atcgatctaa

atcattatgt

ttggtatctc

ctatttttta

gttecggatgt

tgaaacattg

cacggtctga

gtatgaaatc

ggtttaagtt

cagtcatgaa

aaaaattagt

gtggtcgaaa

gttgtaagag

ctcgttgtcc

acaaggaaga

gaatcttcct

gatctacttt

cgtttaattct

gttgaccgat

aagaaagttt
aactcaacat
tgtatgcaag
agtagtagcc
tatcttattg
attaattatg
taattgaaca
aaccactaaa
gccatcaaag
taacacgagyg
tgattcgtgt
ataaacccge
tcctcacttt
agactaagag
caatctcate
atttgctgga
ggatctgtga

cagttagctc



gattatagct
5760

ggaaatgatt
5820

actgtcaatg
5880

ttettegaaa
5940

atcagggttt
6000

ccaccatgaa
6060

acttcaacgg
6120

agaccgacac
6180

acgacatcag
6240

gcaacctgaa
6300

tgctgaacga
6360

cgaagatcac
6420

tcgagtacct
6480

acgtcctgat
6540

tgaacgagaa
6600

acggcagecee
6660

tgaccaagaa
6720

tgggcaacaa
6780

accagaattt

tgtatatgtyg

ttagattgaa

ctttaggatt

atttgactgt

Ccaagaacaac

catctacggc

cggcggegac

cggcaagctyg

caccgagetg

cgtgaacaac

cagcatgectg

gagcaagcag

caacagcacce

gttcgaagag

ggccgacatc

cgacgtggac

cetgttegge
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ggcttgacct

aattgaaatc

tctgaacact

tgtagtgtcg

attgaactct

accaagctga

ttcgececacceg

ctgaccctgg

gacggcgtga

agcaaggaga

aagctggacg

agcgacgtga

ctgcaggaga

ctgaccgaga

ctgacctteyg

ctggacgagc

ggcttcgagt

cgcagcgcoce

36

tgatggagag

tgaactgttg

gtttaagatt

tacgttgaac

tttcgtgtgt

gcaccegege

gcatcaagga

acgagatcct

acggcagccet

tccttaagat

ccatcaacac

tgaagcagaa

tcagcgacaa

tcaccecgge

ccaccgagac

tgaccgagcet

tctacctgaa

tgaagaccgc

atccatgttce

aagttagatt

agatgaagtt

agaaagctat

ttgcagetea

cctgccgagce

catcatgaac

gaagaaccag

gaacgacctyg

cgccaacgag

catgctgcgce

ctacgecectg

getggacatce

ctaccagege

cagcagcaag

gaccgagctg

cacctteocac

cagegaqactg

atgttacctg

gaatctgaac

tgtgtataga

ttetgatteca

taaaaaggat

ttcatcgact

atgatcttca

cagctgectga

atocgeoccecagg

cagaaccagg

gtgtacctge

agcctgcaga

atcaacgtga

atcaagtacg

gtgaagaagg

gcgaagageg

gacgtgatgyg

atcaccaagy



agaacgtgaa
6840

ccgecctgea
6800

ccgécatcga
6960

gcgtgzacat
7020

agggcagcga
7080

gcttegagat
7140

agaactacca
7200

tgctgtgtec
7260

agtacgtgat
7320

ccgecaactt
7380

gcagcgaggc
7440

gcgtgatcag
7500

acagccgect
7560

acctgagcaa
7620

tggagaacgg
7680

cctacgtgga
7740

gcggcatcag
7800

acacégtgaa
7860

gaccagcggc

ggcccaggcc

ctacaccagce

cctgeccgace

cgaggacgec

cagcaacgac

ggtggacaag

ggaccagagc

caccaagatc

ctacgacagce

cgagtaccgce

cgagacctte

gatcaccctg

caaggagacc

cagcatcgag

ccacaceggce

ccagttcatc

gggcaagcca

ES 2 447

agcgaggtag
ttecctgaccee
atcatgaacg
ctgagcaaca
aagatgatcg
agcatcaccg
gacagcttga
gagcaaatct
gacttcacca
agcaccggcg
accctgageg
ctgaccccga
acctgtaaga
aagctgatcg
gaggacaacc
ggcgtgaacg
ggcgacaagc

tcgattcacc

37
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gcaacgtgta
tgaccacctg
agcacttgaa
cettcageaa
tggaggctaa
tgctgaaggt
gcgaggtgat
actacaccaa
agaagatgaa
agatcgaqct
cgaacgacga
tcaacggctt
gctacctgcg
tgccaccgag
tggagcegty
gcaccaaggc
tgaagccgaa

tgaaggacga

caacttcctg

tcgcaagetyg

caaggagaag

cccgaactac

gccgggecac

gtacgaggcc

ctacggcgac

caacatcgtg

gaccctgege

gaacaagaad

cggegtetac

tggcctgeag

cgagctgctg

cggcttcate

gaaggccaac

cctgtacgtyg

gaccgagtac

gaacaccggc

atcgtgctga

ctgggcetgg

gaggagttcc

gccaaggtga

gcgttgatceg

aagctgaagc

atggacaagc

ttcccgaacy

tacgaggtga

aaggtggaga

atgccactgg

gccgacgaga

Ctagccacceg

agcaacatcg

aacaagaacg

cacaaggacg

gtgatccagt

tacatccact



acgaggacac
7920

gcaccgacct
7980

gcgacaactt
8040

tcaacaccaa
8100

tgtaccaggg
8160

accgcgtgta
8220

tgetgttega
8280

agttcgagaa
8340

cgategtgea
8400

gatcgttcaa
8460

atgattatca
8520

atgacgttat
8580

gegatagaaa
8640

atgttactag
B700

tggcegetge
8760

ttgtcecgeg
8820

gattgtegtt
8880

ccctacaccecg
8940

caacaacaac

gaagggcgtyg

catcatectg

caactggacc

cggccgoeggce

cttcagecgtyg

gaagaggtac

ggacaacttc

cttctacgac

acatttggca

tataatttct

ttatgagatg

acaaaatata

atcgggaatt

ggccaattece

tecatcggegg

tcecegectte

actgtactgt
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ctggaggact

tacctgatce

gagatcagce

agcaccggea

atcectgaagce

agecggcgacyg

atgagcggeg

tacatcgagc

gtgagcatca

ataaagtttc

gttgaattac

ggtttttatg

gcgcegcaaac

gggtaccgag

tgcagegttg

gggtcataac

agtttaaact

tactgtaata

38

accagaccat

tgaagagcca

cgagcgagaa

gcaccaacat

agaacctgca

ccaacgtgcg

ccaaggacgt

tgagccaggg

agtaggagct

ttaagattga

gttaageatg

attagagtcc

taggataaat

ctcgaatteg

cggttetgte

gtgactccct

atcagtgttt

gactcecggec

caacaagcgce

gaacggcgac

gctgctgagce

cageggeaac

gctggacagc

catccgcaac

gagcgagatg

caacaacctyg

ctagatccece

atcctgttge

taataattaa

cgcaattata

tatcgegegce

gcgegeccaa

agttccaaac

taatteteceg

aataaatatg

tagactgatt

ttcaccaccyg
gaggcetggg
ccggagcetga
accctggccc
ttecagcecacct
tccegegagyg
ttcaccacea
tacggcggcece
gaatttcccce
cggtettgeg
catgtaatgc
catttaatac
ggtgtcatct
ttgatttaaa
gtaaaacggc
ctcatgatca
ggcaatcttt

ctgaattcty



10

15

20

tctgtttact
9000

ccgtttatta
9060

cggagacgac
9120

gtttttgatt
9180

tatttagtat
9240

tttcaaaata
9300

taagggaatt
9256

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo nucleotidico COT102
<400> 22

gatcggggtc aggaaggtct
20

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo nucleotidico COT102
<400> 23

cagcatcatg aacgagcact

20

<210> 24
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

gactgttact
actgtgcagg
cacacaactg
tgggttgtat
gcttaatata
tctegtttcee

aacgtttcac
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ctagtaaggg

taatccccaa

cacatgtttt

taaggcctct

tgttagaagt

gtaactgttt

aagttttaaa

39

gattacacac

cattaggtgg

Ettatttegt

ttattttctt

agggcacggt

aaaagtatgc

tggctagagg

tgagttttag

atcggtgtca

ttatttagtc

aaccttttat

ttteccaaaac

ttctgcagea

ttttgagtag

taaactcacc

cagaadgact

aagcactttg

ttgggaaatt

aacaattggc

aataaggttt

taagaa
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<220>
<223> motivo nucleotidico COT102
<400> 24
cagcgagagce ctgacctatt
20
<210> 25
<211>20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> motivo nucleotidico COT102
<400> 25

caggacattg ttggagccga
20

40
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15
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REIVINDICACIONES

1. Un par de cebadores para detectar la presencia de acidos nucleicos especificos para el suceso COT102 en una
muestra bioldgica, comprendiendo el par de cebadores un primer cebador y un segundo cebador disefiados para
unirse a un polinucledtido que comprende al menos 20 nucledtidos contiguos de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2
cuando dicho polinucleétido es monocatenario, en el que el primer cebador y el segundo cebador, cuando se usan
juntos en una reaccion de PCR, producen un amplicon que comprende al menos una secuencia de SEC ID NO: 1 o
SEC ID NO: 2, y en el que la produccién de un amplicon es indicativa de acidos nucleicos especificos para el suceso
COT102.

2. El par de cebadores segun la reivindicacion 1, en el que el primer cebador se disefia para unirse a una secuencia
de ADN especifica para el sitio de insercion de COT102, y el segundo cebador se disefia para unirse a una
secuencia de ADN gendmico flanqueante en direcciéon 3’ del extremo 3’ del sitio de insercion de COT102, o a una
secuencia de ADN gendmico flanqueante en direccion 5’ del extremo 5’ del sitio de insercion de COT102, en el que
el sitio de insercién de COT102 comprende la secuencia de SEC ID NO: 1 o SEC ID NO: 2.

3. Un par de cebadores segun la reivindicacion 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.

4. Un par de cebadores segun la reivindicacion 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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