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DESCRIPCION
Planta de maiz MON88017 y composiciones y procedimientos de deteccién de la misma

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al campo de la biologia molecular de las plantas. Mas especificamente, la invencion
se refiere a una planta de maiz MON88017 tolerante a glifosato y resistente a insectos y al analisis y los
procedimientos para detectar la presencia del ADN de la planta de maiz MON88017 en una muestra de planta y
composiciones de la misma.

Descripcion de la técnica relacionada

El maiz es un cultivo importante y es una fuente principal de alimento en muchas regiones del mundo. Los
procedimientos de biotecnologia se han aplicado al maiz para la mejora de los rasgos agronémicos y de la calidad
del producto. Uno de tales rasgos agronodmicos es la tolerancia a los herbicidas, en particular, la tolerancia al
herbicida glifosato. Este rasgo en el maiz se ha conferido mediante la expresion de un transgén en la planta de maiz
que expresa una 5-enolpiruvil siquimato-3-fosfato sintasa (CP4 EPSPS, Patente de Estados Unidos 5.633.435)
resistente a glifosato. Otro rasgo agronémico es la resistencia a insectos, por ejemplo, la resistencia de la planta del
maiz genéticamente modificada al taladro del maiz y al gusano de la raiz del maiz (Patente de Estados Unidos
6.489.542 y Patente de Estados Unidos 6.620.988). Seria ventajoso ser capaz de detectar la presencia de ADN
transgénico/genémico de una planta en particular con el fin de determinar si la progenie de un cruce sexual contiene
el ADN transgénico/genémico de interés. Ademas, un procedimiento para detectar una planta en particular seria util
cuando cumple con las regulaciones que requieren la aprobacion previa a la comercializacion y el etiquetado de
alimentos derivados de las plantas de cultivo recombinantes.

Se sabe que la expresion de genes exdgenos en las plantas esta influenciada por su posicion cromosémica,
posiblemente debido a la estructura de la cromatina (por ejemplo, la heterocromatina) o a la proximidad de
elementos reguladores transcripcionales (por ejemplo, potenciadores) cerca del sitio de integracion (Weising et al.,
Ann. Rev. Genet 22:421-477, 1988). Por esta razén, a menudo es necesario explorar un gran nimero de plantas con
el fin de identificar una planta que se caracterice por la expresion optima de un gen de interés introducido. Por
ejemplo, en las plantas y en otros organismos se ha observado que puede haber una amplia variacion entre plantas
en los niveles de expresion de un transgén introducido. También puede haber diferencias entre los patrones de
expresion espacial o temporal, por ejemplo, diferencias en la expresion relativa de un transgén en diversos tejidos de
la planta, que puede no corresponder a los patrones esperados a partir de elementos reguladores transcripcionales
presentes en la construccion génica introducida. Por esta razén, es comun producir de cientos a miles de diferentes
plantas transgénicas y explorar aquellas plantas en busca de una sola planta que tenga los niveles de expresion y
fenotipo del transgén que se desea con fines comerciales. Una planta que tiene niveles o patrones de expresion del
transgén deseado es util para la introgresion del transgén en otros fondos genéticos mediante cruzamiento sexual
usando procedimientos de reproduccion convencionales. La progenie de tales cruces mantiene las caracteristicas de
expresion del transgén del transformante original. Esta estrategia se usa para garantizar una expresion génica fiable
en diversas variedades que estan bien adaptadas a las condiciones de cultivo locales y a las demandas del
mercado.

Es posible detectar la presencia de un transgén mediante cualquiera de los procedimientos de deteccion de acidos
nucleicos bien conocidos tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o la hibridacién de ADN usando
sondas de acido polinucleico. Estos procedimientos de deteccion generalmente cebadores de ADN o moléculas
sonda que son especificos para los elementos genéticos, tales como promotores, lideres, intrones, regiones
codificantes, terminadores de transcripcion 3’, genes marcadores, etc., que son los componentes de los transgenes
de una construccién de ADN. Como resultado, tales procedimientos no pueden ser Utiles para discriminar entre
diferentes eventos transgénicos, en particular los producidos usando la misma construccion de ADN transgénico a
menos que se conozca la secuencia de ADN gendmico adyacente al ADN del transgén insertado. Se han
desarrollado procedimientos de deteccién de ADN especificos de evento para muchas introducciones de plantas de
cultivo transgénicas, por ejemplo, la remolacha azucarera (Patente de Estados Unidos 6.531.649), el trigo (Patente
de Estados Unidos publicada 20020062503), el maiz resistente a insectos (Patente de Estados Unidos publicada
20020102582), y un evento nk603 de maiz tolerante a glifosato (Patente de Estados Unidos publicada
20020013960).

La presente invencion se refiere a una planta de maiz MON88017 tolerante a glifosato y resistente al gusano de la
raiz del maiz, a composiciones contenidas en el presente documento, al procedimiento para la deteccion de la
region de insercion transgénica/gendmica en la planta de maiz MON88017 y a la progenie de la misma que contiene
estas composiciones.

Sumario

La presente invencion se refiere a una planta de maiz, a su progenie, semilla o parte de la misma, tolerante a
glifosato y resistente al gusano de la raiz del maiz, al genoma de dicha planta, a la progenie, semilla o parte que
comprende el inserto del transgén mostrado en la Fig. 2 y a las secuencias de union transgénica/genomica de las
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SEC ID Nos: 1y 2, estando presente el inserto del transgén mostrado en la Fig. 2 en el evento de maiz MON88017
depositado en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) con el numero de registro PTA-5582.

La invencion proporciona adicionalmente una molécula de ADN aislada, la cual

(i) es una region transgénica/gendémica SEC ID N°: 5 que comprende el ADN de union transgénico/genémico de
la SEC ID N° 1y SEC ID N° 2, o el complemento completo de la misma;

(i) es una regidon transgénica/region gendmica SEC ID N°% 3 que comprende el ADN de union
transgénico/gendmico de la SEC ID N°: 1, o el complemento completo de la misma; o

(i) es una regidon transgénica/region gendémica SEC ID N°% 4 que comprende el ADN de union
transgénico/gendmico de la SEC ID N°: 2, o el complemento completo de la misma.

Se proporciona una molécula de ADN aislada que es una region transgénica/gendomica SEC ID N° 3 o el
complemento de la misma, en la que esta molécula de ADN esta en el genoma de la planta de maiz MON88017.
También se desvela una planta y una semilla de maiz que comprenden en su genoma la SEC ID N°: 3.

Ademas, se proporciona una molécula de ADN aislada que es una region transgénica/gendmica SEC ID N°: 4, o el
complemento de la misma, en la que esta molécula de ADN esta en el genoma de la planta de maiz MON88017.
También se desvela una planta de maiz y una semilla que comprenden en su genoma la SEC ID N°: 4.

Se proporciona una molécula de ADN aislada que es una region transgénica/genémica SEC ID N°: 5 de MON 88017
o el complemento de la misma, en la que esta molécula de ADN esta en el genoma de la planta de maiz MON88017.
También se desvela una planta de maiz y una semilla que comprenden en su genoma la SEC ID N°: 5.

Adicionalmente, se proporcionan dos moléculas de ADN que comprenden un par de cebadores para su uso en un
procedimiento de deteccidon de ADN, en el que la primera molécula de ADN comprende al menos 11 o mas
polinucledtidos contiguos de cualquier parte de la region del ADN del transgén de la molécula de ADN de SEC ID N°.
3 o el complemento de la misma, y una segunda molécula de ADN que comprende al menos 11 o mas
polinucledtidos contiguos de cualquier parte de una region de ADN gendmica del maiz de SEC ID N°. 3 o el
complemento de la misma, en la que cuando estas moléculas de ADN se usan juntas comprenden un conjunto de
cebadores de ADN en un procedimiento de amplificacion de ADN que produce un amplicon. El amplicén producido
usando el par de cebadores de ADN en el procedimiento de amplificacion de ADN es diagndstico para la planta de
maiz MON88017 cuando el amplicdn contiene la SEC ID N°: 1. El experto en la técnica reconocera que la primera 'y
segunda moléculas de ADN no estan obligadas a consistir solamente en ADN, sino que también pueden estar
compuestas exclusivamente de ARN, una mezcla de ADN y ARN, o una combinacion de ADN, ARN, u otros
nucleodtidos o analogos de los mismos que no actdan como moldes para una o mas polimerasas. Ademas, el experto
en la técnica reconocera que una sonda o un cebador, como se expone en el presente documento, debera tener una
longitud de al menos aproximadamente 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20 nucledtidos consecutivos y
seleccionarse del grupo de nucleétidos como se expone en la SEC ID N°: 1 (unién 5’ designada arbitrariamente),
SEC ID N°: 2 (union 3'designada arbitrariamente), SEC ID N°: 3 (parte de la secuencia flanqueante 5’ designada
arbitrariamente), SEC ID N°: 4 (parte de la secuencia flanqueante 3’ designada arbitrariamente), y SEC ID N° 5
(toda o una parte de la secuencia de nucleétidos insertada). Son posibles sondas y cebadores de una longitud de al
menos aproximadamente 21 a 50 o mas nucledtidos consecutivos cuando se seleccionan del grupo de nucledtidos
como se expone en la SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4 y SEC ID N°: 5.

Ademas, se proporcionan dos moléculas de ADN que comprenden un par de cebadores para su uso en un
procedimiento de deteccidon de ADN, en el que la primera molécula de ADN comprende al menos 11 o mas
polinucledétidos contiguos de cualquier parte de la region del ADN del transgén de la molécula de ADN de SEC ID N°:
4 o el complemento de la misma, y una segunda molécula de ADN que comprende al menos 11 o mas
polinucledtidos contiguos de cualquier parte de una regién genomica del ADN del maiz de SEC ID N°: 4 o el
complemento de la misma, en la que cuando estas moléculas de ADN se usan juntas comprenden un conjunto de
cebadores de ADN en un procedimiento de amplificacion de ADN que produce un amplicon. El amplicén producido
usando el par de cebadores de ADN en el procedimiento de amplificaciéon de ADN es diagndstico para la planta de
maiz MON88017 cuando comprende la SEC ID N°:2.

De acuerdo con otra divulgacion, se proporcionan procedimientos para detectar la presencia de ADN que
corresponde especificamente al ADN de la planta de maiz MON88017 en una muestra. Tales procedimientos
comprenden: (a) poner en contacto la muestra que comprende el ADN gendémico MON88017 con un par de
cebadores de ADN como se define anteriormente en el presente documento; y (b) realizar una reaccién de
amplificacion de acido nucleico, produciendo de este modo un amplicon; y (c) detectar el amplicon, en el que el
amplicon comprende la SEC ID N°: 1 0 SEC ID N°: 2.

De acuerdo con otra divulgacion, se proporcionan procedimientos para detectar la presencia de ADN que
corresponde especificamente al ADN de la planta de maiz MON88017 en una muestra. Tales procedimientos
comprenden: (a) poner en contacto la muestra que comprende el ADN MON88017 con una sonda de ADN que
comprende la SEC ID N°:1 o SEC ID N° 2, o moléculas de ADN sustancialmente homologas a la SEC ID N°1 o
SEC ID N° 2, que hibridan en condiciones de hibridacién rigurosas con el ADN gendémico de la planta de maiz
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MON88017 y no hibridan en condiciones de hibridacién rigurosas con la planta de maiz no MON88017; (b) someter
la muestra y la sonda a condiciones de hibridacion rigurosas; y (c) detectar la hibridacion de la sonda con el ADN de
la planta del maiz MON88017.

Lo anterior y otros aspectos de la invencidon se haran mas evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y
dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Mapa del plasmido de pMONS53616.

Figura 2. Organizacion genémica del inserto en la planta de maiz MON88017.
Figura 3. Region de ADN transgénica/gendmica 5’ (SEC ID N°: 3) de MON88017.
Figura 4. Region de ADN transgénica/gendmica 3’ (SEC ID N°: 4) de MON88017.
Figura 5. Region de ADN transgénica/genomica (SEC ID N°: 5) de MON88017.

Descripcion detallada

Una planta de maiz transgénica, denominada en el presente documento, “planta MON88017” o “MON88017”, es
resistente a dafios por alimentacién por la plaga del Coledptero gusano de la raiz del maiz (Diabrotica spp.), y es
tolerante a la accion fitotoxica del glifosato que contienen los herbicidas agricolas. Este doble rasgo de la planta del
maiz expresa una variante modificada de la proteina CRY3Bb1 (Patente de Estados Unidos 6.501.009) de Bacillus
thuringiensis (subsp. kumamotoensis), que proporciona resistencia a dafios por alimentacion por la larva del gusano
de la raiz del maiz, y una proteina 5-enolpiruvil siquimato-3-fosfato sintasa (CP4 EPSPS) resistente a glifosato
(Patente de Estados Unidos 5.633.435) de la cepa CP4 de Agrobacterium sp. que confiere a la planta tolerancia a
glifosato. El uso del doble rasgo del maiz proporcionara grandes beneficios a los productores de maiz: a) proteccion
frente a pérdidas econdmicas debidas a la larva del gusano de la raiz del maiz, una gran plaga de insectos en los
Estados Unidos y una creciente preocupacion en muchas zonas del mundo de cultivo de maiz, y b) la capacidad
para aplicar herbicidas agricolas, que contienen glifosato, al cultivo de maiz para el control de malas hierbas de
amplio espectro. Adicionalmente, los transgenes que codifican los rasgos de tolerancia al gusano de la raiz del maiz
y al glifosato estan unidos en el mismo segmento de ADN y se encuentran en un solo locus en el genoma de
MONB88017, eso proporciona una mejora de la eficiencia de la reproduccion y permite el uso de marcadores
moleculares para rastrear el inserto transgénico en las poblaciones de reproduccién y en la progenie de las mismas.

La planta de cultivo MON88017 se produjo por un proceso de transformacion mediada por Agrobacterium de una
linea endogamica de maiz con la construccién del plasmido pMON53616 (Figura 1). Esta construccion plasmidica
contiene los casetes de expresion de planta unidos con los elementos genéticos reguladores necesarios para la
expresion de la proteina CRY3Bb1 y la proteina CP4 EPSPS en células de la planta de maiz. Las células del maiz
se regeneraron en plantas de maiz intactas y se seleccionaron plantas individuales de la poblaciéon de plantas que
mostro integridad de los casetes de expresion de la planta y resistencia a glifosato y a dafios por alimentacion de la
larva del gusano de la raiz del maiz. Es un aspecto de la presente invencion, una planta de maiz que contiene en su
genoma los casetes de expresion de planta de pMON53616 unidos.

ElI ADN plasmidico insertado en el genoma de la planta de maiz MON88017 se caracterizd por analisis moleculares
detallados. Estos analisis incluyeron: el nimero de inserto (nUmero de sitios de integracion dentro del genoma del
maiz), el nimero de copias (el niumero de copias del ADN-T dentro de un locus), y la integridad de los casetes
génicos insertados. Se usaron sondas moleculares de ADN que incluian las regiones codificantes intactas de CP4
EPSPS y CRY3Bb1 y sus respectivos elementos reguladores, los promotores, intrones, y secuencias de
poliadenilacion de los casetes de expresion de la planta, y la region de ADN estructural del plasmido pMON53616.
Los datos muestran que el MON88017 contiene una sola insercion de ADN-T con una copia de los casetes tanto de
CRY3Bb1 como de CP4 EPSPS. En el genoma de MON88017 no se detectaron elementos adicionales del vector de
transformacion pMON53616, unidos o no unidos a casetes génicos intactos. Por ultimo, se realizaron analisis de
PCR y de secuencia de ADN para determinar las uniones 5 y 3’ del genoma “de insercioén a la planta”, para
confirmar la organizacién de los elementos dentro del inserto (Fig. 2), y para determinar la secuencia completa de
ADN del inserto en la planta de maiz MON88017 (SEC ID N°: 5).

Una planta tolerante a glifosato, resistente al gusano de la raiz del maiz se puede reproducir mediante un primer
cruce sexual de una primera planta de maiz parental, constituida por una planta de maiz adulta de MON88017, con
una segunda planta de maiz parental que carece de la tolerancia al herbicida glifosato, produciendo de este modo
una pluralidad de plantas de la progenie hibrida. Las lineas de maiz endogamicas se pueden generar por un proceso
que incluye, el retrocruzamiento con el padre recurrente, y la seleccion con tratamiento del glifosato. Las
descripciones de otros procedimientos de reproduccidon que se usan comunmente para diferentes rasgos y los
cultivos pueden encontrarse en las referencias conocidas en la técnica, por ejemplo, Fehr, en Breeding Methods for
Cultivar Development, Wilcox J. ed., American Society of Agronomy, Madison WI (1987).
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A menos que se indique lo contrario, los términos deben entenderse de acuerdo con el uso convencional por los
expertos en la técnica relevante. Las definiciones de los términos mas comunes en biologia molecular también se
pueden encontrar en Rieger et al., Glossary of Genetics: Classical and Molecular, 52 edicion, Springer-Verlag: Nueva
York, 1991; y Lewin, Genes V, Oxford University Press: Nueva York, 1994. Se usa la nomenclatura de bases de
ADN como se establece en el 37 CFR § 1.822.

Tal como se usa en el presente documento, el término “maiz” significa Zea mays e incluye todas las variedades de
plantas que se pueden reproducir con la planta de maiz MON88017.

Tal como se usa en el presente documento, el término “comprendiendo” significa “incluyendo pero sin limitarse a”.

El “glifosato” se refiere a N-fosfonometilglicina y sus sales. La N-fosfonometilglicina es un herbicida bien conocido
que tiene actividad en un amplio espectro de especies de plantas. El glifosato es el ingrediente activo de Roundup®
(Monsanto Co.), un herbicida seguro que tiene una vida media en el medio ambiente deseablemente corta. El
glifosato es el ingrediente activo del herbicida Roundup® (Monsanto Co.). Los tratamientos con el "herbicida
glifosato” se refieren a los tratamientos con el herbicida Roundup®, Roundup Ultra®, Roundup Pro® o cualquier otra
formulacién herbicida que contiene glifosato. Ejemplos de formulaciones comerciales de glifosato incluyen, sin
limitaciéon, los vendidos por Monsanto Company como los herbicidas ROUNDUP®, ROUNDUP® ULTRA,
ROUNDUP® ULTRAMAX, ROUNDUP® WEATHERMAX, ROUNDUP® CT, ROUNDUP® EXTRA, ROUNDUP®
BIACTIVE, ROUNDUP® BIOFORCE, RODEO® , POLARIS®, SPARK® y ACCORD®, todos los que contienen
glifosato como su sal de isopropilamonio; los vendidos por Monsanto Company como los herbicidas ROUNDUP®
DRY y RIVAL®, que contienen glifosato como su sal de amonio; el vendido por Monsanto Company como
ROUNDUP® GEOFORCE, que contiene glifosato como su sal de sodio; y el vendido por Syngenta Crop Protection
como herbicida TOUCHDOWN®, que contiene glifosato como su sal de trimetilsulfonio. Cuando se aplica a una
superficie de la planta, el glifosato se mueve sistémicamente a través de la planta, el glifosato es fitotdxico debido a
su inhibicion de la ruta del acido siquimico, que proporciona un precursor para la sintesis de aminoacidos
aromaticos. El glifosato inhibe la enzima 5-enolpiruvil siquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) encontrada en las
plantas. La tolerancia al glifosato se puede lograr mediante la expresidon de variantes bacterianas de EPSPS y
variantes de planta EPSPS que tienen menor afinidad para el glifosato y por lo tanto conservan su actividad
catalitica en presencia del glifosato (Patentes de Estados Unidos N°. 5.633.435, 5.094.945, 4.535.060, y 6.040.497).

Las larvas del gusano de la raiz del maiz (CRW, Corn Rootworm, Diabrotica spp) se alimentan de las raices de las
plantas de maiz en desarrollo. Se dedica un gasto y tiempo sustancial en controlar el dafio econémico causado por
esta plaga. Los insecticidas quimicos, incluyendo organofosfatos, carbamatos y piretroides se incorporan en el suelo
en mas de 6,5 millones de hectareas (16 millones de acres) de maiz al afio para controlar el CRW. Los beneficios de
un movimiento que pasa de los insecticidas de suelo a un enfoque transgénico son impresionantes e incluyen una
reduccion de los posibles riesgos para la salud y la seguridad humana, la reduccién de los impactos directos sobre
los organismos no objetivo, la reduccion de la contaminacion de los suministros de agua superficial y subterranea, la
disminucion de los problemas de desechado de los contenedores de pesticidas, y la compatibilidad general con otros
programas de gestion de plagas y agronémicos.

La presente invencion proporciona plantas transgénicas que se han transformado con una construccion de ADN que
contiene al menos un casete de expresion que expresa altos niveles de delta-endotoxina Cry3Bb1 y al menos un
casete de expresion que expresa una enzima de tolerancia al glifosato. Las plantas de maiz transformadas de
acuerdo con los procedimientos y con la construccion de ADN descritos en el presente documento son resistentes al
CRW. Las mismas plantas de maiz también son resistentes al herbicida glifosato. Los rasgos agronémicos unidos
proporcionan facilidad en el mantenimiento de estos rasgos juntos en una poblacion de cultivo.

Una "planta" transgénica se produce mediante transformacion de una célula de la planta con el ADN heterélogo, es
decir, una construccion de acido polinucleico que incluye un transgén de interés; la regeneracion de una poblacion
de plantas resultantes de la insercion del transgén dentro del genoma de la célula de la planta, y la seleccion de una
planta en particular caracterizada por la inserciéon dentro de una localizacion genémica particular. El término "evento”
se refiere a la planta transformante original y la progenie del transformante que incluye el ADN heterdlogo. El término
"evento" también incluye la progenie producida mediante un cruce sexual entre el evento y otra planta en la que la
progenie incluya el ADN heterdlogo. Incluso después de retrocruzamientos repetidos con un padre recurrente, el
ADN insertado y el ADN gendémico flanqueante del evento padre transformado estan presentes en la progenie del
cruce en la misma localizacion cromosomica. El término "evento" también se refiere al ADN del transformante
original que comprende el ADN insertado, y la secuencia genémica flanqueante inmediatamente adyacente al ADN
insertado, que deberia esperarse al transferirse a una progenie que recibe el ADN insertado incluyendo el transgén
de interés como el resultado de un cruzamiento sexual de una linea parental que incluye el ADN insertado (por
ejemplo, el transformante original y la progenie resultante de la autofecundacién) y una linea parental que no
contiene el ADN insertado. La presente invencion esta relacionada con el evento transgénico, la planta de maiz
MONB88017, la progenie de la misma, y las composiciones de ADN contenidas en el mismo.

Una "sonda" es un &acido nucleico aislado el cual se une a un marcador detectable convencional o molécula
reportera, por ejemplo, un isétopo radiactivo, ligando, agente quimioluminiscente, o enzima. Una sonda tal es
complementaria a una hebra de un acido nucleico diana, en el caso de la presente invencién, a una hebra de ADN
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gendémico del MON88017 ya sea de una planta MON88017 o de una muestra que incluye ADN MON88017. Las
sondas no solo incluyen acidos desoxirribonucleicos o ribonucleicos, sino también poliamidas y otros materiales de
sonda que se unen especificamente a una secuencia de ADN diana y pueden usarse para detectar la presencia de
esa secuencia de ADN diana.

Los cebadores de ADN son acidos polinucleicos aislados que se hibridan con una hebra de ADN diana
complementaria mediante hibridacién de acidos nucleicos para formar un hibrido entre el cebador y la hebra de ADN
diana, a continuacion, se prolongan a lo largo de la hebra de ADN diana mediante una polimerasa, por ejemplo, una
polimerasa de ADN. Un par de cebadores de ADN o un conjunto de cebadores de ADN de la presente invencion se
refieren a dos cebadores de ADN Utiles respecto a la amplificaciéon de una secuencia de acido nucleico diana, por
ejemplo, mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) u otros procedimientos convencionales de
amplificacién del acidos polinucleicos.

Las sondas de ADN y los cebadores de ADN son generalmente 11 polinucleétidos o mas en longitud, a menudo 18
polinucledtidos o mas, 24 polinucleétidos o mas, o 30 polinucledtidos o mas. Tales sondas y cebadores se
seleccionan para ser de longitud suficiente para hibridarse especificamente a una secuencia diana en condiciones
de hibridacion de alta rigurosidad. Preferiblemente, las sondas y cebadores tienen similitud de secuencia completa
con la secuencia diana, aunque las sondas que difieren de la secuencia diana que retienen la capacidad para
hibridarse a secuencias diana se pueden disefiar mediante los procedimientos convencionales

Los procedimientos para preparar y usar sondas y cebadores se describen, por ejemplo, en Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 edicién, vol. 1-3, ed. Sambrook et al, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1989 (en lo sucesivo, "Sambrook et al., 1989"); Current Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel et al,
Greene Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York, 1992 (con actualizaciones periddicas) (en lo sucesivo,
"Ausubel et al., 1992"); y Innis et al, PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Press: San
Diego, 1990.Los pares de cebadores de ADN de PCR se pueden derivar de una secuencia conocida, por ejemplo,
mediante el uso de programas de ordenador destinados a este propdsito, tal como Cebador (Version 0.5, © 1991,
Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA.).

Los cebadores y las sondas basados en las secuencias flanqueantes y de inserto del ADN genémico divulgadas en
el presente documento se pueden usar para confirmar (y, si es necesario, para corregir) las secuencias de ADN
divulgadas mediante procedimientos convencionales, por ejemplo, mediante la reclonacion y la secuenciacion de
tales moléculas de ADN.

Las sondas y cebadores de acidos nucleicos hibridan en condiciones rigurosas con una molécula de ADN diana.
Cualquier procedimiento de hibridacién o amplificacion de acido nucleico convencional se puede usar para identificar
la presencia de ADN de una planta transgénica en una muestra. Las moléculas de acido polinucleico, se refieren
también como a segmentos de acidos nucleicos, o fragmentos de los mismos que son capaces de hibridar
especificamente con otras moléculas de acido nucleico en ciertas circunstancias. Como se usa el presente
documento, se dice que dos moléculas de acido polinucleico son capaces de hibridar especificamente entre si si las
dos moléculas son capaces de formar una estructura acido nucleico de cadena doble, antiparalela. Se dice que una
molécula de acido nucleico es el "complemento” de otra molécula de acido nucleico si presentan complementariedad
completa. Como se usa en el presente documento, se dice que las moléculas presentan "complementariedad
completa" cuando cada nucleétido de una de las moléculas es complementario con un nucleétido de la otra. Se dice
que dos moléculas son "minimamente complementarias" si pueden hibridar entre si con suficiente estabilidad para
permitirlas permanecer fusionadas entre si en al menos condiciones convencionales de "baja rigurosidad”. Del
mismo modo, se dice que las moléculas son "complementarias" si pueden hibridar entre si con suficiente estabilidad
para permitilas permanecer fusionadas entre si en condiciones convencionales de "alta rigurosidad". Las
condiciones de rigurosidad convencionales se describen por Sambrook et al, 1989, y por Haymes et al., En: Nucleic
Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington, DC (1985), son admisible por lo tanto las
desviaciones de la complementariedad completa, en tanto en cuanto tales desviaciones no impidan completamente
la capacidad de las moléculas para formar una estructura de doble cadena. Con el fin de que una molécula de acido
nucleico sirva como un cebador o una sonda sélo necesita ser suficientemente complementaria en secuencia para
ser capaz de formar una estructura de doble cadena estable en el disolvente y en las sales de concentraciones
empleadas en particular.

Como se usa en el presente documento, una secuencia sustancialmente homoéloga es una secuencia de acido
nucleico que se hibridara especificamente con el complemento de la secuencia de acido nucleico con la que se esta
comparando en condiciones de alta rigurosidad. Las condiciones de rigurosidad apropiadas que promueven la
hibridacion de ADN, por ejemplo, cloruro de sodio/citrato de sodio 6,0 X (SSC) a aproximadamente 45 °C, seguido
por un lavado de SSC 2,0 X a 50 °C, se conocen por los expertos en la técnica o se pueden encontrar en Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY (1989), 6.3.1-6.3.6. Por ejemplo, la concentracion de sal en la
etapa de lavado se puede seleccionar desde una rigurosidad baja de aproximadamente SSC 2,0 X a 50 °C a una
rigurosidad alta de aproximadamente SSC 0,2 x a 50 °C. Ademas, la temperatura en la etapa de lavado se puede
incrementar a partir de condiciones de baja rigurosidad a temperatura ambiente, aproximadamente 22 °C, en
condiciones de alta rigurosidad a aproximadamente 65 °C. Tanto la temperatura como la sal se pueden variar, o bien
la temperatura o bien la concentracion de sal se pueden mantener constantes mientras la otra variable se cambia.
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Un acido nucleico descrito en el presente documento hibridara especificamente con una o mas de las moléculas de
acido nucleico expuesta en SEC ID N° 1, 2, 3, 4, 0 5, o complementos de las mismas o fragmentos de cualquiera en
condiciones moderadamente rigurosas, por ejemplo a aproximadamente 2,0 x SSC y aproximadamente 65 °C. Un
acido nucleico descrito en el presente documento hibridara especificamente con una o mas de las moléculas de
acido nucleico expuestas en SEC ID N°: 1, 2, 3, 4, 0 5 o complementos o fragmentos de cualquiera en condiciones
de alta rigurosidad. Una molécula de acido nucleico marcadora preferida tiene la secuencia de acido nucleico
expuesta en SEC ID N°: 1 o la SEC ID N°: 2 o complementos de las mismas o fragmentos de cualquiera de las dos.
Una molécula de acido nucleico marcadora preferida comparte entre el 80% y el 100% o el 90% y el 100% de la
identidad de secuencia con la secuencia del acido nucleico expuesta en SEC ID N° 1 o SEC ID N° 2 o
complemento de la misma o fragmentos de cualquiera de las dos. Una molécula de acido nucleico marcadora
preferida comparte entre el 95% y el 100% de la identidad de secuencia con la secuencia expuesta en SEC ID N°: 1
o SEC ID N°: 2 o complemento de la misma o fragmentos de cualquiera. La SEC ID N° 1 o la SEC ID N° 2 se
pueden usar como marcadores en los procedimientos de reproduccion de plantas para identificar la progenie de
cruces genéticos de forma similar a los procedimientos descritos para el analisis de marcador de ADN de repeticion
de secuencia simple, en "DNA markers: Protocols, applications, and overviews: (1997) 173-185, Cregan, et al., eds.,
Wiley-Liss NY. La hibridacion de la sonda a la molécula de ADN diana se puede detectar mediante cualquier nimero
de procedimientos conocido por los expertos en la técnica, estos pueden incluir, pero sin limitarse a, marcas
fluorescentes, marcas radioactivas, marcas de basadas en antibioticos, y marcas quimioluminiscentes.

En cuanto a la amplificacion de una secuencia de acido nucleico diana (por ejemplo, mediante PCR) usando un par
de cebadores de amplificacion en particular, unas " condiciones rigurosas " son condiciones que permiten al par de
cebadores hibridar sélo con la secuencia diana de acido nucleico a la que se uniria un cebador que tenga la
secuencia natural correspondiente (o su complemento) y que permiten producir preferiblemente un Unico producto
de amplificacién, el amplicén, en una reaccion de amplificacion térmica del ADN.

El término "especifico para (una secuencia diana)" indica que una sonda o cebador se hibrida en condiciones de
hibridacion rigurosas sélo con la secuencia diana en una muestra que comprende la secuencia diana.

Como se usa en el presente documento, el "ADN amplificado” o "amplicon" se refiere al procedimiento de
amplificacion de acidos polinucleicos dirigido a una molécula de acido polinucleico diana que es parte de un molde
de acido polinucleico. Por ejemplo, para determinar si una planta de maiz resultante de un cruce sexual contiene
ADN gendmico transgénico de planta a partir de la planta MON88017 de maiz de la presente invencion, el ADN que
se extrae de una muestra de tejido de la planta de maiz se puede someter a un procedimiento de amplificacion de
acidos polinucleicos usando un par de cebadores que incluye un cebador derivado de la secuencia de ADN en el
genoma de la planta MON88017 adyacente al sitio de insercion del ADN heterdlogo insertado (ADN transgén), y un
segundo cebador derivado del ADN heterdlogo insertado para producir un amplicon que es diagndstico respecto a la
presencia del ADN de la planta MON88017. El amplicon de diagnostico es de una longitud y tiene una secuencia de
ADN que también es diagnostico para el ADN gendmico de la planta, la secuencia de ADN del amplicon que
comprende la SEC ID N°: 1 o la SEC ID N°: 2. El amplicon puede variar en longitud desde la longitud combinada del
par de cebadores ademas de un par de bases nucleotidicas, preferiblemente mas aproximadamente cincuenta pares
de bases nucleotidicas, mas preferiblemente mas aproximadamente doscientos cincuenta pares de bases
nucleotidicas, e incluso mas preferiblemente mas aproximadamente cuatrocientos cincuenta pares de bases
nucleotidicas o mas. Alternativamente, un par de cebadores se pueden derivar de la secuencia gendmica en ambos
lados del ADN heterdlogo insertado para producir un amplicon que incluye la secuencia nucleotidica del inserto
entera (por ejemplo, un cebador directo aislado de la porcién genémica de la SEC ID N° 3 y un cebador inverso
aislado de la porcion genémica de la SEC ID N° 4 que amplifica una molécula de ADN que comprende los dos
casetes de expresion del fragmento de ADN del pMON53616 que se insertdé en el genoma MONB88017, el inserto
que comprende aproximadamente 7125 nucledtidos de la SEC ID N°: 5, Figura 2 y Figura 5). Un miembro de un
primer par derivado de la secuencia gendmica de la planta adyacente al inserto del transgén de ADN se encuentra a
una distancia de la secuencia de ADN insertado, esta distancia puede variar de un par de bases de nucleétidos
hasta aproximadamente veinte mil pares de bases de nucledtidos. El uso del término "amplicon" excluye
especificamente dimeros de cebador que se pueden formar en la reaccién de amplificacién térmica de ADN.

La amplificacién de acidos polinucleicos se puede llevar a cabo mediante cualquiera de los diversos procedimientos
de amplificacion de acidos polinucleicos conocidos en la técnica, incluyendo la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Los procedimientos de amplificacién se conocen en la técnica y se describen, entre otras cosas, en la
patente de Estados Unidos N°: 4.683.195 y 4.683.202 y en los PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications,
ed. Innis et al., Academic Press, San Diego, 1990. Los procedimientos de amplificacion de PCR se han desarrollado
para amplificar hasta 22 kb (kilobases) de ADN gendmico y hasta 42 kb de ADN de bacteriéfago (Cheng et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU. 91: 5695- 5699, 1994). Estos procedimientos asi como otros procedimientos conocidos en la
técnica de amplificacion de ADN pueden usarse en la practica de la presente invencion. La secuencia del inserto de
ADN heterélogo o secuencia ADN gendmico flanqueante del MONB88017 se puede verificar (y corregir si es
necesario) mediante la amplificacion de tales moléculas de ADN de la semilla del MON88017 o plantas cultivadas a
partir de la semilla depositada en la ATCC con el acceso nimero PTA-5582, usando cebadores derivados de las
secuencias proporcionadas en el presente documento, seguidas por secuenciacion de ADN estandar del amplicon
de PCR o fragmentos de ADN clonados de los mismos.
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Los kits de deteccion de ADN que se basan en procedimientos de amplificacion de ADN contienen las moléculas de
cebador de ADN que se hibridan especificamente a un ADN diana y amplifica un amplicon de diagnéstico en las
condiciones de reaccion apropiadas. El kit puede proporcionar un procedimiento de deteccion basado en el gel de
agarosa o cualquier numero de procedimientos para detectar el amplicon de diagndstico que se conocen en la
técnica. Es un objeto de la invencion un kit que contiene los cebadores de ADN que son homdlogos o
complementarios a cualquier parte de la region genémica de maiz de SEC ID N°: 3 o SEC ID N°: 4 y a cualquier
parte de la region del inserto del transgén de SEC ID N°: 5. Identificados especificamente como un par de cebadores
util en unos procedimientos de amplificacion del ADN es SEC ID N°: 6 y SEC ID N°: 7 que amplifican un amplicon de
diagndstico homdlogo a una parte de la region 5’ del transgén/genoma del MON88017, en la que el amplicon
comprende SEC ID N°: 1. Otras moléculas de ADN utiles como cebadores de ADN se pueden seleccionar entre la
secuencia de ADN transgénica/gendmica del MON88017 (SEC ID N°: 5) divulgada por los expertos en la técnica de
amplificacion del ADN.

El amplicon de diagnostico producido mediante estos procedimientos se puede detectar mediante una pluralidad de
técnicas. Uno de tales procedimientos es el Andlisis de Bits Genéticos (Nikiforov, et al. Nucleic Acid Res. 22:4167-
4175, 1994), donde se disefia un oligonucledtido de ADN el cual se solapa tanto con la secuencia de ADN gendémico
flanqueante adyacente como con la secuencia de ADN insertado. El oligonucleétido se inmoviliza en pocillos de una
placa microtituladora. Después de la PCR de la region de interés (usando un cebador en la secuencia insertada y
uno en la secuencia gendémica flanqueante adyacente), un producto de la PCR de cadena simple se puede hibridar
con el oligonucleétido inmovilizado y servir como una molde para una reaccion de extension de base unica usando
una ADN polimerasa y didesoxinucledtidos trifosfatos (ddNTPs) sefialados especificos para la siguiente base
esperada. La lectura puede ser fluorescente o basada en ELISA. Una sefal indica la presencia de la secuencia
transgénica/genémica debida a la amplificacion, hibridacion y extension de base Unica exitosa.

Otro procedimiento es la técnica de Pirosecuenciacion como se describe por Winge (Innov Pharma Tech 00:18-24,
2000). En este procedimiento se disefia un oligonucleétido que solapa con el ADN gendmico adyacente y la unién de
ADN del inserto. El oligonucleétido se hibrida a un producto de PCR de cadena simple a partir de la region de interés
(un cebador insertado en la secuencia y uno en la secuencia genémica flanqueante) y se incuba en presencia de
una ADN polimerasa, ATP, sulfurilasa, luciferasa, apirasa, adenosina 5' fosfosulfato y luciferina. Se afiaden de forma
individual los dNTPs y la incorporaciéon da como resultado una sefal ligera la cual se mide. Una sefial ligera indica la
presencia de la secuencia del inserto transgénica/gendmica debida a la amplificacion, hibridacion y extension de
base unica o multibase exitosas.

La Polarizacién de Fluorescencia como se describe por Chen, et al, (Genome Res. 9:492-498, 1999) es un
procedimiento el cual se puede usar para detectar el amplicén de la presente invencion. Usando este procedimiento
se disefia un oligonucledtido el cual se solapa con el ADN gendmico flanqueante y la unién del ADN insertado. El
oligonucledtido se hibrida a un producto de PCR de cadena simple a partir de la region de interés (un cebador en el
ADN insertado y uno en la secuencia de ADN gendmica flanqueante) y se incuba en presencia de una ADN
polimerasa y un ddNTP sefialado fluorescentemente. La extension de base individual da como resultado la
incorporacion de los ddNTP. La incorporaciéon se puede medir como un cambio en la polarizaciéon usando un
fluorémetro. Un cambio en la polarizacién indica la presencia de la secuencia de la secuencia del inserto
transgénica/secuencia genémica debida a la amplificacion, hibridacion y extension de base unica exitosa.

Se describe el TagMan® (PE Applied Biosystems, Foster City, Calif.) como un procedimiento para detectar y
cuantificar la presencia de una secuencia de ADN y se entiende completamente en las instrucciones proporcionadas
por el fabricante. En pocas palabras, se disefia una sonda oligonucleotidica FRET la cual solapa con el flanqueo
gendmico y la union de ADN del inserto. La sonda FRET y los cebadores de PCR (un cebador en la secuencia del
inserto de ADN y uno en la secuencia gendmica flanqueante) se pasan en ciclos en presencia de una polimerasa
termoestable y dNTP. La hibridacion de la sonda FRET da como resultado escision y liberacion del resto
fluorescente lejos del resto desactivador de la sonda FRET. Una sefial fluorescente indica la presencia de la
secuencia del transgén/secuencia genémica debido al éxito de la amplificacion y la hibridacion.

Se han descrito Balizas Moleculares para usar en la deteccion de la secuencia como se describe en Tyangi, et al. (.
Nature Biotech 14: 303-308, 1996) En pocas palabras, se disefia una sonda oligonucleotidica FRET que se solapa
con la unién de ADN del inserto y la region flanqueante genémico. La estructura Unica de la sonda FRET dio como
resultado estructuran de contencién secundaria que mantiene en proximidad cercana los restos fluorescente y el
desactivador. La sonda FRET vy los cebadores de PCR (un cebador en la secuencia del inserto de ADN y uno en la
secuencia gendomica flanqueante) se pasan en ciclos en presencia de una polimerasa termoestable y dNTP.
Después de la amplificacion de PCR exitosa, la hibridacion de la sonda FRET a la secuencia diana da como
resultado la eliminacién de la estructura de sonda secundaria y la separacion espacial de los restos fluorescentes y
desactivadores. Da como resultado una sefal fluorescente. Una sefal fluorescente indica la presencia de la
secuencia del inserto flanqueante/transgénico debido a la amplificacion y la hibridacion exitosa.

Los kits de deteccion de ADN se pueden desarrollar usando las composiciones divulgadas en el presente
documento y los procedimientos bien conocidos en la técnica de deteccion de ADN. Los kits son Utiles respecto a la
identificacion en una muestra del ADN MON88017 de la planta de maiz y se pueden aplicar a procedimientos
respecto a la reproduccion de plantas de maiz que contienen el ADN MON88017. Un kit contiene moléculas de ADN
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que son utiles como cebadores o sondas y que son homologas o complementarias de al menos una porcion de SEC
ID N°: 1, 2, 3, 4, 0 5. Las moléculas de ADN se pueden usar en procedimientos de amplificacion de ADN (PCR) o
como sondas en procedimientos de hibridacién de acidos polinucleicos, es decir, el analisis southern, andlisis
northern. El vector plasmido pMON53616 usado para producir el evento de maiz MON88017 contiene dos casetes
de expresion: el casete de expresion uno comprende el promotor CaMV 35S con potenciador duplicado unido al lider
CAB 5’ del trigo unida al intrén de actina 1 de arroz unida a la regién de codificacion 1 de Cry3Bb unido a la
secuencia de poliadenilacion Hsp17 3’ del trigo; y unido al casete de expresion dos que comprende el promotor de
actina 1 de arroz unido al intréon de actina 1 de arroz que conduce la transcripcion de un péptido de transito al
cloroplasto fusionado a la region de codificacion CP4 EPSPS y unido a la regiéon de poliadenilacion 3° NOS, la
secuencia de los casetes de expresion unidos estan contenidos en la SEC ID N°: 5.

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar ejemplos de ciertas divulgaciones preferidas. Se deberia
apreciar por los expertos en la técnica que las técnicas divulgadas en los ejemplos que siguen representan enfoques
que los inventores han encontrado que funcionan bien en la practica de la divulgacion, y por lo tanto se puede
considerar para constituir ejemplos de modos preferidos para su practica.

Ejemplos
Ejemplo 1

La planta de maiz transgénico MON88017 se generdé mediante una transformacion mediada por un Agrobacterium
de células de maiz con un fragmento de ADN derivado de pMON53616 (Fig. 1). La construccion de transformacion
de la planta, pMON53616 se acopl6 en Agrobacterium usando un procedimiento de apareamiento triparental (Ditta et
al, Proc Natl Acad Sci 77:7347-7351, 1980). El fragmento de ADN de pMON53616 que contiene dos casetes de
expresion de la planta transgén se insertd en el genoma de una célula vegetal de maiz, la célula de la planta de
maiz se regenerd en la planta de maiz MON88017. La configuracion del inserto en el genoma de MON88017 se
muestra en la (Figura 2). EI MON88017 y su progenie tienen tolerancia al glifosato y son resistentes al dafio por la
alimentacion de las larvas del gusano de la raiz del maiz. La transformacion del maiz se realizé esencialmente como
se describe en el presente documento.

Los cultivos liquidos de Agrobacterium que contiene pMON53616 se inician a partir de los caldos de glicerol o de
una placa recién rayada y se cultivan durante la noche a 26 °C-28 °C con agitacion (aproximadamente 150
revoluciones por minuto , rpm) a la fase semilogaritmica de crecimiento en medio liquido LB, pH 7,0, que contiene 50
mg/l (miligramos por litro) de kanamicina, y, o bien 50 mg/l de estreptomicina o 50 mg/l de espectinomicina, y 25 mg/I
de cloranfenicol con 200 uM de acetosiringona (AS). Las células de Agrobacterium se resuspenden en el medio de
inoculacion (CM4C liquido, tal como se describe en la Tabla 8 de la Patente de Estados Unidos N°. 6.573.361) y la
densidad celular se ajusta de tal manera que las células resuspendidas tienen una densidad optica de 1 cuando se
mide en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 660 nm (es decir, ODgso). Embriones inmaduros de maiz de
tipo 1l HillxLH198 y Hill recién aislados se inoculan con Agrobacterium y se cocultivan durante 2-3 dias en la
oscuridad a 23 °C. Después, los embriones se transfieren a medios de retardo (N6 1-100-12; como se describe en la
Tabla 1 de la patente de Estados Unidos. N°. 5.424.412), complementados con 500 mg/I de carbenicilina (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) y 20 uM de AgNO3) y se incuban a 28 °C durante 4 a 5 dias. Todos los cultivos posteriores se
mantienen a esta temperatura.

Los coledptilos del maiz se extraen una semana después de la inoculacién. Los embriones se transfieren al primer
medio de seleccion (N61-0-12, como se describe en la Tabla 1 de la Patente de Estados Unidos N°. 5.424.412),
complementado con 500 mg/l de carbenicilina y 0,5 mM de glifosato. Dos semanas mas tarde, los tejidos
supervivientes se transfieren al medio de la segunda seleccién (N61-0-12) complementado con 500 mg/l de
carbenicilina y 1,0 mM de glifosato. Los callos supervivientes se subcultivan cada 2 semanas en aproximadamente 3
subcultivos en 1,0 mM de glifosato. Cuando se identifican los tejidos tolerantes a glifosato, se aumenta el peso del
tejido respecto a la regeneracion. Respecto a la regeneracion, los tejidos de los callos se transfieren al medio de
regeneracion (MSOD, como se describe en la Tabla 1 de la patente de Estados Unidos N° 5.424.412.))
complementado con 0,1 uM de &acido abscisico (ABA; Sigma-Aldrich, St Louis, MO) y se incuban durante dos
semanas. Los callos regenerados se transfieren a un medio alto en sacarosa y se incuban durante dos semanas.
Las plantulas se transfieren al medio MSOD (sin ABA) en un recipiente de cultivo y se incuban durante dos
semanas. Después, las plantas con raices se transfieren al suelo. Los expertos en la técnica de procedimientos de
transformacion de células de maiz pueden modificar este procedimiento para proporcionar plantas de maiz
transgénicas que contienen la construccion de ADN de la presente invencién, o usar otros procedimientos, tales
como, la pistola de particulas, que se sabe que proporcionan plantas monocotiledéneas transgénicas.

La planta y la semilla MON88017 tiene partes regenerables. Las partes regenerables de la semilla incluyen, pero no
se limitan al embrién, al cotileddn, y al meristemo del brote o la raiz. La invencién también incluye partes de la planta
de la planta de maiz MON88017 que incluyen, pero no se limitan a polen, 6vulo, brotes, raices, y hojas. La invencion
también incluye componentes extraibles de la semilla MON88017 que incluyen, pero no se limitan a proteina,
maicena, harina y aceite.
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Ejemplo 2

La planta de maiz MON88017 se seleccioné de entre muchas plantas de maiz transgénicas por la tolerancia al
glifosato vegetativo y al dafio reproductivo. Actualmente el éxito de la produccion, de una planta transgénica de
calidad comercial requiere producir un gran numero de plantas transgénicas. En la presente invencion, MON88017
fue una planta de entre aproximadamente 472 R, eventos que se habian transformado con diferentes construcciones
de ADN que incluyeron pMON53616. El evento MON88017 se selecciond de los muchos eventos por una serie de
analisis moleculares, exploraciones de tolerancia al glifosato, exploraciones de resistencia a insectos, y
exploraciones de analisis de expresion.

Las plantas de maiz transgénicas se ensayaron respecto a la resistencia a los dafios por la alimentacién del gusano
de la raiz del maiz mediante exploraciones en invernadero y campo. Los dafios de la raiz se clasificaron usando la
Escala Dafio-Nudo (NIS, Node-Injury Scale) desarrollada por Oleson y Tollefson de la Universidad Estatal de lowa,
esta escala clasifica el dafio hecho a las raices de maiz usando de 0-3 valores. El valor 0,00 describe ningun dafio
por alimentacion y es la clasificacion mas baja, 1,00 describe un nudo o el equivalente de un nudo completo comido
aproximadamente en 5 cm (2 pulgadas) de tallo, 2,00 describe dos nudos completamente comidos, y 3,00 describe
tres 0 mas nudos comidos y es la clasificacion mas alta. Se anota el dafio en los nudos completamente comidos
como el porcentaje del nudo que falta, es decir, 1,50 describe 1 '/, de nudos comidos, 0,25 describe '/, de nudo
comido. Las parcelas de campo se infestaron artificialmente con larvas de gusano de la raiz del maiz mediante la
aplicacion de 4921-6562 huevos por metro lineal (1500-2000 huevos por pie lineal) de fila en la etapa de crecimiento
V3-V4. Las filas tratadas con insecticida se trataron con insecticida teflutrin (Force® 3G, Zeneca Ag Products) a una
proporcion de 0,465 kg por kildmetro (5 onzas por 1000 pies) de fila. MON88017 demostré una clasificacion de
dafos a las raices (RDR, Root Damage Rating) de entre 0,08 y 0,11 en multiples ensayos. La isolinea tratada sin
insecticida mostré un promedio de 1,28 RDR. La proteina no insecticida tratada con insecticida que contenian las
plantas de maiz mostré un RDR promedio de 0,44.

Las plantas de maiz transgénicas se trataron con herbicida glifosato para determinar el nivel de tolerancia al
herbicida. Las parcelas de ensayo se pulverizaron con glifosato (Roundup® WeatherMax, Monsanto Co, St Louis,
MO) que se aplico dos veces durante la estacion de crecimiento una vez en la etapa de crecimiento V4 y una vez en
la V8 a una proporciéon de 1,261 y 2,522 kg de ingrediente activo por hectarea (1,125 y 2,25 libras por acre). El
rendimiento de las semillas de maiz se midié en la cosecha como el porcentaje de rendimiento en relacion a las
parcelas MON88017 sin pulverizar (WeatherMax O). Los resultados mostrados en la Tabla 1 demuestran que el
MONB88017 es altamente tolerante al glifosato y no se redujeron en rendimiento, sorprendentemente las parcelas
tratadas promediaron mas alto en rendimiento que las parcelas tratadas.

Tabla 1. Porcentaje de rendimiento de MON88017 tratado con glifosato comparado con el no tratado

Tratamiento Reproduccion Promedio
WeatherMax 0 - V4 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
WeatherMax 1,125 + 1,125 - V4/V8 99,2 118,5 1021 100,4 107,7 105,1
WeatherMax 2,25 + 2,25 - V4/V8 99,5 118,8 107,0 97,4 115,5 105,7

Leyenda de la Tabla 1: El porcentaje de rendimiento para cada tratamiento WeatherMax en las etapas de las hojas
de V4 a V8 se compararon con un porcentaje rendimiento para los tratamientos WeatherMax en las etapas de las
hojas de 0 a V4, con los resultados de los tratamientos 0-V4 que establecieron la linea base del 100 por ciento de
rendimiento para cada repeticion del tratamiento.

Ejemplo 3

El ADN gendmico de MON88017 y las sustancias de control se extrajeron del grano de maiz mediante un primer
procesamiento del grano a un polvo fino. Aproximadamente 6 gramos del grano procesado se transfirieron a un tubo
coénico de 50 ml (mililitros), después se afiadieron al grano procesado ~ 16 ml de tampén de extraccion CTAB [1,5%
(p/v) CTAB, 75 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM EDTA pH 8,0, 1,05M NaCl, y 0.75% (p/v) de PVP (MM 40.000)] y 8
microlitro de RNasa (10 mg/ml, Roche). Las muestras se incubaron a 65 °C durante 30-60 minutos con mezclados
intermitente y luego se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Se afiadi6 a las muestras aproximadamente 15 ml de
cloroformo: alcohol isoamilico (24: 1 (v/v)). La suspension se mezclé durante 5 minutos y las dos fases se separaron
mediante centrifugacion a ~16.000 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente. La capa acuosa (superior) se
transfirié a un tubo conico limpio de 50 ml. Aproximadamente 1/10 del volumen (~ 1,5 ml) del 10% del tampén CTAB
[10% (p/v) CTAB y NaCl 0,7 M] y un volumen igual de cloroformo: alcohol isoamilico [24: (v/v) 1] se afiadi6 a la fase
acuosa, que después se mezcld durante 5 minutos. Las muestras se centrifugaron a ~16.000 x g durante 5 minutos
para separar las fases. Se separé la capa acuosa (superior), se mezclé con un volumen igual (~ 15 ml) de tampon
de precipitacion CTAB [1% (p/v) CTAB, 50 mM Tris pH 8,0, y 10 mM EDTA pH 8,0] y se dej6 reposar a temperatura
ambiente durante 1-2 horas. Las muestras se centrifugaron a ~10.000 x g durante 10 minutos a temperatura
ambiente para sedimentar el ADN. Se desechd el sobrenadante, y el sedimento se disolvié en aproximadamente 2
ml de tampén TE de alta salinidad (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0, y 1 M NaCl). Se llevé a cabo una
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agitacion suave a 37 °C para ayudar en la disolucion del sedimento. Si fue necesario, las muestras se centrifugaron
a ~23.000 x g a temperatura ambiente durante 2 minutos para sedimentar y eliminar los residuos. Se afiadieron
aproximadamente un volumen 1/10 (~ 150 pl) de 3 M NaOAc (pH 5,2) y 2 volumenes (~ 4 ml relativa al
sobrenadante) de 100% etanol enfriado para precipitar el ADN. EI ADN precipitado se agregé en un tubo de
microcentrifuga que contenia 70% de etanol. El ADN se sedimenté en una microcentrifuga a velocidad maxima
(~14.000 rpm) durante ~ 5 minutos, se sec6 a vacio, y se redisolvié en tampén TE (pH 8,0). Después el ADN se
almaceno en un refrigerador a 4 °C.

Se digirieron diez ug de ADN gendmico con una enzima de restriccion seleccionada, por ejemplo, Sspl, EcoRV, Scal
y Smal, en 200 pul de tampon de restriccion de la enzima a 37 °C durante mas de 4 horas, y después la enzima se
inactiva a 70-80 °C durante 15 minutos. El ADN se extrajo con fenol y cloroformo, y se precipité con EtOH y se
disolvié en 200 pl. Después el ADN se autoligé en 1 ml de tampdn de ligacion y ADN ligasa T4 a 4 °C durante toda la
noche. La reaccion de ligacion se inactivo a 70-80 °C durante 15 minutos, y se precipitd con EtOH y se disolvio en
200 pl. ElI ADN se us6 como molde para PCR con cebadores especificos dentro de las regiones codificantes CP4
EPSPS o Cry3Bb usando Expand High Fidelity System (Roche), siguiendo el protocolo proporcionado por el
fabricante. Se us6 una PCR secundaria con cebadores anidados respecto a la amplificacion especifica. Se cloné a
continuacion el producto de PCR para el analisis de secuenciacion. Se usé un kit universal GenomeWalker (nUmero
de catalogo # K1807-1, Clonetech, Palo Alto, Calif.) para el aislamiento del ADN de la region transgénica/genodmica
5’y 3’ usando cebadores adaptadores AP1 y AP2 incluidos en el presente documento y el protocolo proporcionado
por el fabricante.

Se aisla el ADN de la regién transgénica/gendmica 5 (SEC ID N°: 3, Figura 3) y 3’ (SEC ID N°: 4, Figura 4) del ADN
gendémico MON88017 usando PCR. EI ADN genémico total (~ 10 pg) se digiere con las enzimas de restriccion. Las
columnas de purificacion QIAquick PCR se usan para purificar el ADN después de la digestion durante la noche a 37
°C. El ADN se eluye de las columnas con 50 pul de agua y después se diluye a 1 ml. El eluato diluido (85 wl) se
combina con 10 pl de tampdn (10 X) y 5 ul de Ligasa T4 para cerrar en circulos los fragmentos. Después de una
noche de incubacién a 16 °C, la ligasa se inactiva por calor a 70 °C. Las muestras se amplifican por PCR con una
serie de cebadores anidados. Las combinaciones de cebadores para el aislamiento de la region
transgénica/gendmica 3’ incluyd SEC ID N°: 8, SEC ID N°: 9, y AP1 como cebadores primarios, SEC ID N°: 10 y AP2
como cebadores secundarios, y SEC ID N°: 11 para su uso como un cebador de secuenciacion; el aislamiento de la
region 5’ del transgén/genoma incluyé SEC ID N°: 12, SEC ID N°: 14 y AP1 como cebadores primarios, SEQ ID N°:
13, SEQ ID N° 15 y AP2 como cebadores secundarios.

Las condiciones para la PCR incluyen: PCR primaria = 7 ciclos de 94 °C durante 2 segundos, 72 °C durante 10
minutos; 37 ciclos de 94 °C durante 2 segundos, 67 °C durante 10 minutos; 1 ciclo de 67 °C durante 10 minutos;
PCR secundaria y terciaria = 5 ciclos de 94 °C durante 2 segundos, 72 °C durante 10 minutos; 24 ciclos de 94 °C
durante 2 segundos, 67 °C durante 10 minutos; 1 ciclo de 67 °C durante 10 minutos.

Alternativamente, la amplificacion de ADN mediante PCR de las regiones 5’ y 3’ del inserto del transgén/genoma del
evento MON88017 se pueden realizar con condiciones que incluyen: 7 ciclos de 94 °C durante 25 segundos, 72°C
durante 3 minutos; 37 ciclos de 94 °C durante 25 segundos, 67 °C durante 3 minutos; 1 ciclo de 67 °C durante 7
minutos. Todas las amplificaciones posteriores se llevan a cabo con las siguientes condiciones: 7 ciclos de 94 °C
durante 2 segundos, 72 °C durante 4 minutos; 37 ciclos de 94 °C durante 2 segundos, 67 °C durante 4 minutos; 1
ciclo de 67 °C durante 7 minutos. Todos los amplicones se visualizan en geles de agarosa al 0,8% tefiidos con
bromuro de etidio. EI ADN se prepara para la secuenciacion ya sea mediante la purificacion de las muestras de PCR
directamente con el kit de purificacién QlIAquick de PCR (numero de catalogo # 28104, Qiagen Inc., Valencia, Calif.)
o mediante la extraccion del fragmento apropiado del gel y usando el kit de extraccion de gel QlAquick (numero de
catalogo # 28704, Qiagen Inc.). El fragmento de ADN de las regiones flanqueantes del inserto transgénico/genémico
MONB88017 se subclonaron usando un kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen, Carlsbad, Calif.). La secuencia de ADN de
la region transgénica/gendmica 5 se muestra en la Figura 3, la secuencia de ADN de la region
transgénica/genémica 3’ se muestra en la Figura 4 y el inserto del transgén completo y unido al ADN gendmico
flanqueante se muestra en la Figura 5.

La secuencia de longitud completa del inserto transgénico/genémico (SEC ID NO: 5, Figura 5) se aislé de ADN
gendémico MON88017 mediante el solapamiento de los productos de la PCR. Una serie de cebadores de ADN se
disefiaron para producir amplicones que contienen fragmentos de ADN del inserto del transgén y una parte de las
regiones genomicas flanqueantes adyacentes del genoma MON88017. Los fragmentos de ADN se secuenciaron, las
secuencias se combinaron para crear un contigo de las secuencias de los fragmentos que es SEC ID N°: 5. Las
combinaciones del par de cebadores de ADN fueron: SEC ID N°: 16 y SEC ID N°: 17, SEC ID N°: 18 y SEC ID N¢:
17, SEC ID N°: 19 y SEC ID N°: 20, SEC ID N°: 21 y SEC ID N°: 22, SEC ID N°: 23 y SEC ID N°: 24, SEC IDN®: 25 y
SEC ID N°: 26, SEC ID N° 25y SEC ID N°: 27. EI ADN genomico total se us6 para todas las reacciones de PCR.
Todos los amplicones se visualizaron en geles de agarosa al 0,8% tefiidos con bromuro de etidio. El ADN se preparé
para la secuenciaciéon ya fuese mediante la purificacion de las muestras de PCR directamente con el kit de
purificacion QIAquick PCR o mediante la extraccion del fragmento apropiado del gel y usando el kit de extraccion de
gel QlAquick. La secuencia de ADN se produjo usando equipos de analisis de secuencia de ADN (ABI Prism® 377,
PE Biosystems, Foster City, Calif.) Y el software de analisis de secuencia DNASTAR (DNASTAR Inc., Madison, WI.).
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Ejemplo 4

Los pares de cebadores del evento de ADN se usan para producir un amplicon de diagnostico para el evento de
maiz MON88017. Un amplicén de diagnéstico para MON88017 comprende al menos una secuencia de union, SEC
ID N°: 1 o SEC ID N° 2. Los pares de cebadores del evento que produciran un amplicon de diagnostico para
MONB88017, en el que los pares de cebadores incluyen, pero sin limitarse a SEC ID N° 6 y SEC ID N°: 7 para la
secuencia amplicon 5’ como se indica en la Tabla 2. La ubicacién del cebador SEC ID N° 6 esta en el genoma de
maiz como se muestra en la Figura 3 comenzando en la posicién del nucleétido 952. La ubicacion del cebador SEC
ID N°: 7 esta en el inserto del transgén como se muestra en la Figura 5 comenzando en la posicion del nucledtido
450. El tamafio del amplicon esperado usando SEC ID N° 6 y SEC ID N°: 7 en un procedimientos de amplificacion
de ADN con ADN MONS88017 es aproximadamente de 550 bps. Ademas de estos pares de cebadores, es un
aspecto de la presente invencion cualquier par de cebadores derivado de la SEC ID N°: 3 o SEC ID N° 4 que en una
reaccion de amplificacion de ADN que produce un amplicon de diagnostico para el MON88017 o progenie del
mismo. Se describe cualquier Unica molécula de cebador del polinucleétido ADN aislado que comprende al menos
11 nucleétidos contiguos de SEC ID N°: 3, o su complemento que es util en un procedimiento de amplificacion de
ADN para producir un amplicéon de diagndstico para MON88017. Se describe cualquier Unica molécula de cebador
del polinucledtido ADN aislado que comprende al menos 11 nucledtidos contiguos de SEC ID N° 4, o su
complemento que es util en un procedimiento de amplificacion de ADN para producir un amplicén de diagndstico
para MON88017. Un ejemplo de las condiciones de amplificacion para este analisis se ilustra en la Tabla 2 y la
Tabla 3, sin embargo, esta dentro de la técnica cualquier modificacion de estos procedimientos o el uso de
cebadores de ADN homologos o complementarios a SEC ID N° 3 o SEC ID N° 4 o secuencias de ADN de los
elementos genéticos contenidos en el inserto del transgén (SEC ID N°: 5) de MON88017 que producen un amplicén
de diagnodstico para MON88017. Un amplicén de diagnéstico comprende una molécula de ADN homdloga o
complementaria de al menos un ADN de unién transgénico/gendmico (SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 2) o una parte
sustancial del mismo.

Un analisis de la muestra del tejido de la planta para el evento MON88017 debe incluir un control positivo del tejido
del evento MON88017, un control negativo de una planta de maiz que no es el evento MON88017, y un control
negativo que no contiene ADN gendmico de maiz. Un par de cebadores que amplificaran una molécula de ADN de
maiz endégena servira como un control interno respecto a las condiciones de amplificaciéon de ADN, un ejemplo de
estos son SEC ID N° 28 y SEC ID N° 29 que amplifica un fragmento de ADN de aproximadamente 239 pb. Las
secuencias de los cebadores adicionales se pueden seleccionar de SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, o SEC ID N°: 5 por
los expertos en la técnica de procedimientos de amplificacion de ADN, y las condiciones seleccionadas para la
produccion de un amplicon mediante los procedimientos mostrados en la Tabla 2 y la Tabla 3 pueden ser diferentes,
pero dan lugar a un amplicén de diagnéstico para el ADN del evento MON88017. Estan dentro del alcance de la
invencion el uso de estas secuencias de cebador de ADN con modificaciones a los procedimientos de la Tabla 2 y 3.
Se describe el amplicdn producido por al menos una secuencia del cebador del ADN derivado de SEC ID N°: 3, SEC
ID N°: 4, o SEC ID N°: 5 que es el diagndstico para el MON88017.

Se describen los kits de deteccion de ADN que contienen al menos un cebador de ADN derivado de la SEC ID N°: 3
o SEC ID N° 4, o SEC ID N° 5 que cuando se usa en un procedimiento de amplificacion de ADN produce un
amplicon de diagnoéstico para el MON88017. Se describe una planta de maiz o semilla, en la que su genoma
producira un amplicon de diagndstico para el MON88017 cuando se ensaya en un procedimiento de amplificacion de
ADN. El ensayo para el amplicon MON88017 puede realizarse mediante el uso de un termociclador Stratagene
Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700, o Eppendorf Mastercycler Gradient como se muestra en la Tabla 3, o
mediante procedimientos y aparatos conocidos por los expertos en la técnica.

Tabla 2. Procedimiento y condiciones de la mezcla de reaccion de la PCR respecto a la identificacion de la region 5’
de union del inserto transgénico/genémico del MON88017

Paso Reactivo Cantidad Comentarios
1 Nucleasa sin agua Afadir al volumen
final de 20 pl
2 Tampodn de reaccion 10X (con MgCly) 20 concentracion final 1X de

tampodn, 1,5 mM de
concentracion final de

MgCl,
3 Disolucion 10 mM de dATP, dCTP, dGTP, y 0,4 ul 200 puM de concentracion
dTTP final de cada dNTP
4 Cebador del evento 1 (SEC ID N°:6) 0,4 0,2 uM de concentracion
(resuspendido en tampon TE1X o nucleasa sin final

agua a una concentracion de 10 uM)
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(continuacion)

Paso Reactivo Cantidad Comentarios
5 Cebador del evento 2 (SEC ID N°:7) 0,4 0,2 uM de concentracion
(resuspendido en tampdn TE1X o nucleasa sin final
agua a una concentracion de 10 puM)
RNasa, DNasa libre (500 ng/pl) 0,1 50 ng/reaccion

7 ADN polimerasa REDTaq (1 unidad/pl)

1,0 pl (recomendado
cambiar pipetas
antes de la siguiente
etapa)

1 unidad/reaccién

8 ADN extraido (molde):
* Muestras a analizarse

* hojas individuales

* hojas agrupadas (maximo de 20
hojas/grupo)

+ Control negativo

+ 10-200 ng de ADN
gendémico

» 200 ng de ADN
gendémico

* 50 ng de ADN

genomico (no
MONB88017)

* ADN sin molde
* 50 ng de ADN

* Control negativo
* Control positivo

genomico
MONB88017
9 Mezclar suavemente y afadir 1-2 gotas de
aceite mineral en la parte superior de cada
reaccion

Tabla 3. Parametros de PCR sugeridos para diversos termocicladores disponibles en el mercado

N° de ciclo Ajustes: Stratagene Robocycler
1 94°C 3 minutos
38 94°C 30 segundos
59°C 1 minuto
72°C 1 minuto
1 72°C 10 minutos
N° de ciclo Ajustes: MJ Engine, Perkin-Elmer 9700 or Eppendorf Mastercycler Gradient
1 94°C 3 minutos
38 94°C 15 segundos
59°C 30 segundos
72°C 1 minuto
1 72°C 10 minutos

Continuar con la amplificacion de ADN en un termociclador Stratagene Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700 o
Eppendorf Mastercycler Gradient usando los siguientes parametros de ciclaciéon. El termociclador MJ Engine o
Eppendorf Mastercycler Gradient se pondria en funcionamiento en el modo calculado. Poner en funcionamiento el
termociclador Perkin-Elmer 9700 con la escala de velocidad fija al maximo.

Ejemplo 5

El analisis de transferencia Southern se realizé en el ADN genémico que se aislé a partir del MON88017 y del tejido
del maiz de control como se describe en el Ejemplo 3. La cuantificacion de muestras de ADN se realizé usando un
Fluorémetro Hoefer DyNA Quant 200 (Pharmacia, Uppsala, Suecia) con el marcador de tamafio molecular IX de
Roche como un patrén de calibracién de ADN.

Aproximadamente se usaron 20 ug de ADN gendmico de la sustancia de ensayo y 10 ug de ADN gendmico de la
sustancia de control para las digestiones con enzimas de restriccion. Para el andlisis de la estabilidad del inserto, se
usaron aproximadamente 10 ug de ADN gendmico de la sustancia de ensayo. La digestion durante la noche se
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realiz6 a 37 °C en un volumen total de ~ 500 pl usando 100 unidades de la enzima de restriccion apropiada.
Después de la digestion, las muestras se precipitaron mediante la adicion de un volumen 1/10 (50 ul) de NaOAc 3 M
(pH 5,2) y 2 volumenes (1 ml relativo al volumen de digestion original) de etanol al 100%, seguido de incubacién en
un congelador a -20 °C durante al menos 30 minutos. El ADN digerido se sedimenté a la maxima velocidad en una
microcentrifuga, se lavo con etanol al 70%, se seco, y se redisolvié en tampon TE.

Las sondas de ADN se prepararon mediante amplificacion por PCR de la parte del casete de expresion de la planta
de la molde de ADN pMON53616. Aproximadamente 25 ng de cada sonda (excepto las secuencias de
poliadenilacion 3' NOS y 3'TaHsp17) se marcaron con > P-dCTP (6000 Ci/mmol) mediante un procedimiento de
cebado aleatorio (RadPrime DNA Labeling System, Life Technologies). Las secuencias de poliadenilacion 3° NOS y
3’ Tahsp17 se marcaron mediante PCR usando 25 ng de la molde de la sonda de ADN de la siguiente manera:
cebadores sentido y antisentido especificos para la molde (0,25 mM cada uno); 1,5 mM MgCl»; 3 mM de cada dATP,
dGTP y dTTP; ~ 100 mCi de 32P-dCTP (6000 Ci/mmol); y 2,5 unidades de ADN polimerasa Taqg en un volumen final
de 20 ml. Las condiciones del ciclo fueron las siguientes: 1 ciclo a 94 °C durante 3 minutos; 2 ciclos a 94 °C durante
45 segundos, 52 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 2 minutos; y 1 ciclo a 72 °C durante 10 minutos. Todas las
sondas radiomarcadas se purificaron usando una columna de Sephadex G-50 (Roche, Indianapolis, Ind.).

Las moléculas de ADN sintéticas para su uso como sondas para procedimientos de replicacion asistida por
marcadores o para la detecciéon del ADN MON88017 en una muestra pueden hacerse comprendiendo la secuencia
de ADN de la molécula de ADN de unién transgénica/gendmica descrita en SEC ID N° 1 y SEC ID N° 2 o una parte
sustancial de la misma.

Ejemplo 6

Los procedimientos usados para identificar los heterocigotos de la progenie homocigética que contiene el evento
MONB88017 se describen en un ensayo de cigosidad para los que se describen ejemplos de condiciones en la Tabla
4 y Tabla 5. Los cebadores de ADN usados en el ensayo de cigosidad son cebadores (SEC ID N°: 30), (SEC ID Ne:
31), (SEC ID N°: 32), el cebador marcado con 6FAM® (SEC ID N°: 33) y el cebador marcado con VIC® (SEC ID N°:
34), 6FAM y Vic son productos colorantes fluorescentes de Applied Biosystems (Foster City, Calif) unidos al cebador
de ADN.

Cuando las SEC ID N°: 30, SEC ID N°: 31 y SEC ID N° 32 se usan en estos procedimientos de reaccion producen
un amplicon de ADN para el maiz no transgénico, dos amplicones de ADN para los heterocigotos de maiz que
contienen el ADN del evento MON88017, y un amplicon de ADN para los homocigotos de maiz MON88017 que es
distinto de cualquier otra planta de maiz no MON88017. Los controles para este analisis deberian incluir un control
positivo de maiz homocigoto y heterocigoto que contiene el ADN del evento MON88017, un control negativo de maiz
no transgénico, y un control negativo que no contiene molde de ADN. Este ensayo se optimiza para su uso con un
termociclador Stratagene Robocycler, MJ Engine, Perkin-EImer 9700, o Eppendorf Mastercycler Gradient. Estan
dentro de la experiencia de la técnica otros procedimientos y aparatos conocidos por los expertos en la técnica que
producen amplicones que identifican la cigosidad de la progenie de cruces realizados con las plantas MON88017.

Tabla 4. Soluciones de reaccion del ensayo de cigosidad

Paso Reactivo Cantidad Comentarios
1 Nucleasa sin agua afadir a 10 ml de -
volumen final

2 Universal Master Mix 2X (nimero de catalogo 4304437 de | 5 ul concentracion final
Applied Biosystems) 1X

3 Cebadores SEC ID N°: 30, 31, y 32 (resuspendidos en 0,5u concentracion final de
nucleasa sin agua a una concentracion de 20 uM) 0,25 uM

4 Cebador 6FAM™ (resuspendido en nucleasa sin agua a 0,2 ul concentracion final de
una concentracion de 10 uM) 0,4 pM

5 Cebador VIC™ (resuspendido en nucleasa sin aguaa una | 0,2 pl concentracion final de
concentracion de 10 uM) 0,15 uM

14
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(continuacion)

Paso Reactivo Cantidad Comentarios
6 Polimerasa de ADN REDTaq (1 1.0 pl (recommended to switch 1 unidad/reaccién
unidad/pl) pipets prior to next step)
7 ADN extraido (molde): 3,0 Diluido en agua
* Muestras a analizarse (hojas * 4-80 ng de ADN genomico
individuales)
+ Control negativo * 4 ng de ADN genémico no
transgénico del maiz
+ Control negativo * molde sin ADN (solucién en la
que el ADN se resuspendio)
* Control positivo
* 4 ng de ADN genoémico de un
evento conocido de maiz
heterocigoto MON88017
* Control positivo
* 4 ng de ADN genémico de un
evento conocido de maiz
homocigético MON88017
8 Mezclar suavemente y afadir 1-2 gotas
de aceite mineral en la parte superior de
cada reaccion

Tabla 5. Condiciones del termociclador del ensayo de cigosidad

N° de ciclo | Ajustes: Stratagene Robocycler

1 94°C 3 minutos
38 94°C 1 minuto

60°C 1 minuto

72°C 1 minuto y 30 segundos
1 72°C 10 minutos

N° de ciclo | Ajustes: MJ Engine o Perkin-Elmer 9700

1 94°C 3 minutos
38 94°C 30 segundos

60°C 30 segundos

72°C 1 minuto y 30 segundos
1 72°C 10 minutos

N° de ciclo | Ajustes: Eppendorf Mastercycler Gradient

1 94°C 3 minutos
38 94°C 15 segundos

60°C 15 segundos

72°C 1 minuto y 30 segundos
1 72°C 10 minutos

Continuar con la amplificacion del ADN en un termociclador Stratagene Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700 o
Eppendorf Mastercycler Gradient usando los siguientes parametros de ciclacion. Cuando se ejecuta la PCR en el
Eppendorf Mastercycler Gradient o MJ Engine, el termociclador se debe ejecutar en el modo calculado. Cuando se
ejecuta la PCR en el Perkin-Elmer 9700, ejecute el termociclador con la escala de velocidad ajustada al maximo.

Se realizado un depdsito de semillas de maiz MON88017, descrito anteriormente y enumerado en las
reivindicaciones, en el marco del Tratado de Budapest con la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC), 10801
University Boulevard, Manassas, Va. 20110. El nimero de acceso es ATCC PTA-5582. El depdsito se mantendra en
el depésito por un periodo de 30 afos, o 5 afios después de la ultima solicitud, o durante la vida efectiva de la
patente, lo que sea mas tiempo, y sera reemplazado segun sea necesario durante ese periodo.
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Ejemplo 7

Los productos, tales como los productos alimenticios y las materias primas, pueden producirse a partir del evento del
maiz MON88017, y tales productos alimenticios y materias primas se espera que contengan secuencias de
nucledtidos que, si se detectan en niveles suficientes en dichos productos alimenticios y materias primas, pueden
ser diagnoéstico para detectar la presencia de materiales del evento del maiz MON88017 dentro de tales materias
primas y productos alimenticios. Ejemplos de tales productos alimenticios y materias primas incluyen pero no se
limitan a aceite de maiz, maicena de maiz, harina de maiz, gluten de maiz, tortas de maiz, almidén de maiz, y
cualquier otro producto alimenticio destinado para el consumo como fuente de alimento para un animal o en otro
caso, destinados como un agente aumentador de tamafio, o un componente destinado como en un componente en
una composicion de maquillaje para uso cosmético, etc. Puede desarrollarse un procedimiento de deteccion de
acido nucleico y/o kit basado en una sonda o un par de cebadores en el que la secuencia de la sonda o la secuencia
de los cebadores se seleccionan de entre el grupo de secuencias como se establece en SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 2,
SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, y SEC ID N° 5 que permite la deteccion de una secuencia de nucleétidos de
MON88017 tales como SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 2 en una muestra bioldgica, y tal deteccion seria de diagndstico
para el evento de maiz MON88017 en tal muestra.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Monsanto Technology LLC Beazley, Kim Coombe, Tim Groth, Mark Hinchey, Terri Pershing, Jay
Vaughn, Ty Zhang, Bei

<120> Planta de maiz MON88017 y composiciones y procedimientos de deteccién de la misma
<130> 38-15(53143)

<150> 60/529.477
<151> 15-12-2003

<160> 34
<170> PatentIn versioén 3.2

<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> ADN quimérico del genoma de Zea mays e inserto transgénico que no es de Zea mays

<400> 1
tgacggtgac gatatattca 20

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> ADN quimérico del genoma de Zea mays y ADN de inserto transgénico que no es de Zea mays

<400> 2
cagtttaaac agagtcgggt 20

<210> 3
<211> 1461

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> ADN quimérico del genoma de Zea mays y ADN de inserto transgénico que no es de Zea mays,

<400> 3
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10

gaccagegte tdcegocegea cocgeagtct geaccgtaga gatcggatgt acaggeatgt
agcattaggc tattcagcggictctcgtatc ttattcecta ccatctattt fatctacact

gtataatact ccctccgttﬁ attgtttatf tgtegttgaa tagttcaata tttgcactgt

ccagrgacaa
gcﬁcaaacgg
écﬁggccccg
tcacgttctc
aétagctaat
cgtgecggee
.tgccgggccg
ctctataacc
ctaggcécéa
tgtatgatat
aatcegatet
tttttattta
ataatattta
taaaatccca
gcéctaagca
agcacctttt
cegggaaatc
taattaccaa
éagtacattt
acaaatt%tt
ggcttagatg

cttgagaaga

<210> 4
<211> 3525
<212> ADN

ctaaaatgaa
geggocegge
tgccg£agcc
ccgcctaact
ataazaatgta
aggccggeac
gccccggeat
atatatcata
gatctataga
aatagtttag

tatctaaaca

cttattgett

tgtatataaa
égaccgccac
gcagaatcgt
ftgccggagt
tacatggatc
ttttttttca
tgataéaacg
ctaattegga

agaaacttca

gagtcgggat

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2 542 688 T3

acggagtgag
cegggeecgt
gtggeccagg
gaaggacact
aatatatata
tgegggecaa
cgtgtttcag
tteateogacy
ggéttaatgc
caécaaaata

tgttagaagyg

‘gatatagata

géattagaat
ctatcatata
gtgacaacgc
atgacggtga
agcaatgagt
attcaaaaat
acaaattacg
aatctitatt
cgattiggeg

a

gtagtgtttt
caggcccgac
cacgécgtgc
aaccaatata

ctatgtttta

‘gacagcggcc

gccggtecygt
accttgggcet
taaatataaa
ctaaégaatt
aaéftttaaa
tttttgétct
aétcctattt
catacatgat
tagcageict
cgatétattc

atgatggteca

-gtagatgtee

atcegtogta
tegacgtgte

cgceaaaget

gtacaaceat
ggttaatcgg
cgggccagee
actcgtgage
taazataaaa
caagcadgtc
faggcacggc
aaggcagaéc
tteagtagtt
tatgqctaﬁg
gtaatattat
atcttaagtyg
taaattttgt
cttctaaata
ccteccaacac
aattgtazat
atatggagaa
gcagcgttat

tttataggeg

facattcacg

téctcgaggt

atatagaggt
gecgtgceeg
gﬁftaactgg
atttgttgta
aatatataat
acggttctceg

tecatttggee

.gacggecgec

agactatcéa

atgttttcat

aatatgtatc

ttttatattg

cctgaacecce
ccogatcaga

atcatcgaca

ggctteatgt -

azagaaagag
tataaaatga
aaagcaataé
tccaaatggg

cattcatatg

60
120

. 180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960

.10290

1080

11140

1200-
1260
1320
1380
1440
1461

<223> ADN quimérico del genoma de Zea mays y ADN de inserto transgénico que no es de Zea mays

<400> 4
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caaactccac

cgtctecaac gagaagatct

ggaactectga ttgaattetyg

tggttgatgt

tcececagtgt

atgggcttet

gtgtgcgagt
‘tttetgtact

ES 2 542 688 T3

cgggcgacaa

acatcgacaa

catgcegtttyg

tettgegagt

tgtgtaatcg

gaatgaactyg atcattggtg ctgagtcctt
gatcgagttc atceccgtec ageotgtgata
gacgtatgcet cattcaggtt_ggagocaétt
ctgatgagac atctctgtat tgtgtttett

gctaategee aacagattcg geogatgaata

18

60
120
180
240
300



aatgagaaat

ttttttggat

tcagattgtc

catactgeeg
aggaaaaéta
acacgacagc
ccaaaaagag
cagygcaggtyg
tcgcfgaccg
geccactege
gagcggaggc
ctcecgetegt
atgcgatgag

atageeecga

agttggaacgce.

gtgggtcagt
ttcagtgcge
fcgtgcgtgc
gatagggttg
tgtégggaac
tgtttgggaa
ccagaaaaag
tgtgggtteg
agaaaccage
ttceeggatg
aaacctcatc
ggctgatggt
ttggcaggtt
ccgetggett
cacaaacaac
tcttgggect

ctgtatecaac

aaattgttct
ccceggggey
gtttccegee

aaaacaaace

agttgcgace,

gacgcggaaa

cggtgcccfg

cgeagetttt

ctegegecte

-atcggatcgc

ggcaacaggg

tctetetcte

aggagegegyg

gtccccgaca
tcaagcgega
ggggttitig
gogeteacga

gttttcagtt

gttcagetgt

cttactttat

taatgatgtg

tcatagatat

tgeectgtte
gttteoagttt
acctgttcat
taccaacgaa
aactctgaac
ctactacaac

tcecagtgetg

caccagtaac

catcattge*

atattcgetce

ES 2 542 688 T3

gattttgagt
gcegetegag
ttcagtttaa

aatccgtcac

gogagegggco

ggctgegeecs
gacttctcee
ccaaccttee
tcttegectce
gcgceggggag

aggacgaggt

‘tccgacggac

gaaggactgt
catgttcttt
gaggtgttcg
gttcgtgtac
gtcacggetg

actggecatt

‘taattacgac

geacttcaat
agetttaggg
aécgtgéaca
gtcaggaaaa
goggggtete
aatgecettct
acagctecte
attttcttce
caéggtggaa
ttegtegeec
cctgagactt
geccgatgact

atttgcgcta

gcaaaaaaaa
caggacctge
acagagtegg
cgtcaaggec
gaatcagaaa
geggtgecat
tcgtgttect

aceccéceecy

ctecteacte
cggcatggce
ccacgtgcag
agtgtgaact
cgtagattag
tttctegaat

atgaattacce

.gggatttggg

tettgtgatt
gacactgagt
tecaagtate
ggccaggeea
gagcagcgét
atttctttgt
graccecaage
ctggtacecect
gtatgttgtt
aaaactcteca
tcgttgctgg
atagcaagtg
tatatctgtt
ctgtcaécaa
tgétgtattc

gtcagctgge

19

‘aggaattaga

agaagctage
gtttggatgg
cegcaceget
gggcgtocgg
ctacaagaggt
acttcctacg
tgeggegete
gccgcgfcct
ggcgacgacy
atcgcaggte
atgtcgyggtc
atttgectcety
tatgtecagcg
ttctggtgtyg
gttgggggtc
gctgcatcté
gaatgttcgg
tgaaaéattt
ggeoetgtatt
gettettett
gtgcggtaat
tgggatttea
gaagtgctté
tgcaggatea
taccaagcat
fcagacagca
gatgteccaca
ccgttcaaaa
aattactctt
ctatggecetg

cttcaatget

tetgtgtgtyg

ttgatggggar

tcaactcogyg

ggocgcacge
ccttégtcag
ccacgtocat
cgaaggaagce
ccacgctgag
cegeagcaca
gcageggeyg
agtgtcaqgtc
qtcgttqégg
cagtgegtag
geggtacgte
tggcgtacceg
atcteocectte
tgccatgtge
ttggtcgtcc
catgaggatyg
atctttttet
ttttttttet
tttagagcac
cttgggteta

cecatttatag

tccaaacctg

tggcattggt
togacactce
tttgfccaaa
tegeetteta
atatatgttg
ttgtaccttc

gtcttectcat

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080.
1140
1200

1260

1320
l330l
1440
1500
1560

" 1620

1680
1740
1800

1860

11920

1980
2040
2100
2160

2220
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atgtcctaaa
ttéccgctgc
ggaaétacat
tctctetaat
tgaatatgea
caagcggega
cctatgtgat
fgggtttgat
ccatcattee
ttgectatgtt

acaagaaggc

tgttacattg

égtta;tqac
ataggtatat
tgtcctttaa
cttaaataﬁt

attctatggt

ctatgaatta

cctgegtggt
ttttcttagt
ggctttectt
taatctaaca
<210>5

<211> 7450
<212> ADN

tgctcaaaag
gcttettgga

attgggttte

gcaagtcgca
gatatataca

gtggaagact'

gacacttcta
ctttg£tgtg
gatttttget
gatggecate
taggaagact
gtettigtyg
tfattgtatc
acttctgtfa

aataaaaaga

ttcttgeett

ttgacatatg
aatgcagtat
ttggttttga
gttcttc;ct
gttataacge

ccaaaccaca

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2 542 688 T3

ttecaccceat
gttgacgaag
gcattéaccc
ttegagaagyg

gcactagtgg

ttagagggag:

tggactgcectg

tcatcactct’

gtgattttet

tggggatteg
tcagtcagty

‘ctectatace

caaaaggagc
gtattgtcat

ttagecatttc

tgttttgttt

gtatttctag

aggtccatta

.taactgagtg:

ccaaatttga
ctcagctaat

gatgttgcat

tcattttcaa
attctcaggyg
taggagccetc
ttaftaagaa
caacagtagce
agatgcatge
tatcttggea
tttcaaatgﬁ
tccacgacaa
tttecatatgg
tggaggagaa
éctttaagtt
tcagttgagé
atcatcatat
cagaggcatyg
tettettttt
gtggtgtgca
acttttgeat
acagttagta
taggegagge
ctggetttgt

gtccattcte

ctcagtaatt

taccaatggt

ggccacatac
ggaaactttc
ttoctcttate
cttcagctca
gatagecttece
gataagcaca
gatggatgga
atatcaatta
ttcctaagég

getggtatty

.atctcaggtt

gtaccgatgt
ctctctégét
gctattaact
tgctgatecct

gcgagettet

aaggtttttt

tegatettat
ttccttatge

catag

ctecttactt
ttategegtg
tcactaattc
tcagtcgtgt
ggtttatttyg
gggagggtgt
gtaggagtyg
cfggctctac
gfgaagﬁtta
tatétcagtg
cttgtiggcc

aggaggtact

tacécaattc

acggttgtgt
ttctaattge
agtgatttgtyg
gcttattcta
tjgtgaaagc
gtgtaccaca
tcagttgett

atacettcetg

2280

2340

2400

2460
2520
2580.

2640-
2700
2760

2820 -

2380
2940
3000
3060

" 3120

3180
3240
3300
3360
3420

-3480
- 3525

<223> ADN quimérico del genoma de Zea mays y ADN de inserto transgénico que no es de Zea mays

<400> 5

tacccgatca gagcegcectaag cageagaate gtgtgacaac goctageaget

acatcatcga caagcacctt ttttgdcgga gtatgacggt gacgatatat

atggettcat gtccgggaama tctacatgga tcagcaatga gtatgatggt

aaaaagaaag agtaattacc aatttttttt caattcaasaa atgtagatgt

20

ctectccaac
tcaattgtaa
caatatggag

ccgeagegtt

60
120
180

240



attateaaat
cgaaagcaat
cgtccaaatg
gtcattcata
cetggtcaaa

aggtggeeca

cggiaétttg—

tgcatatetg
tgtataagaa
tatatattea
‘tgcagcgeat
aéaaaaacaa
pagcccaaéc
accccececac
aaagaaagaa
aacgcgagga
gccccccdate
ccaccaccac
ccteceoete
gEttttettt
gcttegtgeg
eccggegtgga
cegecgttgt
ggaagaggay
cttagatgtg
tgticatcgg
tttgtaggﬁé
acccatctct

ctetgaagac

agagtgggat

ccécggcgtg

gectttccegyg

gaaagtacat

aaacaaatta .

ggggcttaga
tgctfgagaa
agtgaaaacé
aagtgaaatt
atacgtcatt
tatttgagtc
atatctttag

ggcgaattet

‘gggtattttt

ccocctaaagt

‘caacccaace

tatcaccgtg
aaaaéagaéa
ggatcgcgag
gccactatat

caccaccteoc

cgeegeegec

cegbcteggt
cgcccagaté
teeggecegg
tgggggagat
aaaagggcac

ctagatettt

tagttittct

gaagtgatca
tatctccaat
gcagcagéat
gacgttaatt
catgcttcac

aaccgtccge
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tttgataaaa
ttctaatteg
tgagaaaétt
gagagtcggy
tcagttaaaa

tactctttte

tttgtatgaa

gggttttaag
aaaaacccat
cacaatgéac
tctagtaaas
tecctaaagee
caacccactcc
agttgtccge

aagasasasaac

ccagegacga

acataccccc
acctcctqcc
gcgcoggtaa
ctcgatcttf
ggtgcgeggy
atectegeggy
gatggggggt
tatggtttat
cfttcttctt
tttcatgatt
accatggcgce
ctctcgaaat
ccacgagctt

ggctectgage

gqtgcaagda,

attcccggég

cgacaaatta
gaaatcttta
cacgatttgg
atagﬁccaaa
ggtggtataa
tactattata
ttggttttta
ttcgtttget
atgotaattt
aétaataaga
ataaaagata
éaaagtgcta
cagtccagec
acgcaccgea
agcaggtggy
ggecggecct
ccctetocte
dcctcgctgc

ccacecegee

ggccttggta

aggggcggga

gaatgggget

ttaaaattte
atttttatat

tttgtgggta

tgtgacaaat

aagttagcag
ccagtcaacg
atccgatttc
ttcgtccﬁct
gecggcecge

acaagtcgat

21

cgatccogteg
tttecgacgty
cgcgcoaaag
ataazacaaa
agtaaaataf
aaaattgagg
égtttattcg
ttigtaaata
gacataattt
ttaaaatage

aacttagact

tecacgatee

aaptggacaa
cgtetegeag

teogggtegt

‘cectecgett

ccatcceocee

cggacgacga

cctetectet’

gtttgggtgg
tetegegget
étcggatgta
égccdtgcta
étttctgctg
gaatttgaat

gecagcctegt

-aatctgcaat

qaaatctccc
gtegtegtgg
taaggtﬁétg
aaccgcccgc-

ctcccaccgg

tatttatagg-

tctacattca
cttactcgag
ggtaagatté
cggtaataaa

atgtttttgt

_cttt;ggéaa

cagagggatt

ttgagaaaaa

tttececcegt -

caaaacattt
atagecaagoec
tAgtétccac
ccéaaaaaaa
gggggecgga
ccaaagaaac

aaccctacca

gctectecce

ttetttotce
gegagaggcey
ggggctecicg
gatctgcgﬁt
aacéagatca
cttocgtcagyg
ccctcagcat
Q&ggagettt
ggtgtgcaga
ttatecggttt
ggattgaaga
tcttdtgftt
aaatcctetyg

tcottecatgt

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
éGO
1020
1086 :

1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560

1620 °

1680

17440

1800

1860
1920
1980

2040

. 2100
$ 2160



teggeggtet
tcaatacggyg
ggatcatcga
gcaatgcege
gcacctteat
tgcgegaaat
gcgggeegaa
agtcegeegt
tcatgacgeyg
agacggatgce
aagtcatega
ttgttccgygg
tcatcctgac
goggcgaaga
cdgaagaccg
tcgoggaagg
g@ctctcggc

cgtcgctcgt

cegtegecac’

cggaaaacce
tggacctgat
gaéctcgaat
ttgccggtct
ttaacatgta
tatacattta
gecgeggtgte
ggtccgattg
ccagetatct
cétcattgcg
gatggaccce
aagcaagtyy

aaccteocteg

cgegageggt’
caaggccatg
tggegtegge
cacgggectge
eggegacgec
gggcgtgeag
gacgcegacg
gectgctegeco
cgatcatacyg
ggacggegty
cgtgceggge
ctecgacgte
gctgcaggaa
cgtggcggac
cgcgeatteg

‘ggcgaccgty

cgtcgecaat
cgtgcgtgge
ccatc;cgat
tgtcacggtg
ggcegggety:
tcccéatcgt
tgcgatgatt
atgecatgacyg

atacgegata

atctatgtta

agaéttttca
gtcactttat
ataaaggaaa
cacccacgayg
attgatgtga

gattccattg
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gaaacgcgoa

caggcgatgy

aatggeggcc

cgcctgadga
tegeteacaa

gtgaaatcgy

ccgatcacct .

ggccfcaaca
gaaaagatge
cgcaccatce
gaccegtect
accatcc;ca
atgggcgeceg
ctgegegtte
atgatcgacg
atgaaéggtc
ggcctcaage
cgcoctgacg
caccgcatcg

gacgatgcca

ggcgegaaga

tcaaacattt
atcatataat
ttaittatga
gaaaacaaaa
ctagatcggg
acaaagggta
tgtgaagata
géccatcgtt
gagcategtqg
tggtecgatt

cccagctate

tcaccggect
gcgeccgeat
tectggegece
tgggcctegt
agcgeccogat
aqgacggtéa
éecgcgtgcc
cécccggcat
tgecagggcett
gcctggaagg
cgacggectt
acﬁtgctgat
acatcgaagt
gctéctccac

aatatecgat

ttggaagéact

tcaatggegt

gcaaggggct

ccatgagctt
cgatgategce
tegaactcte
ggcaataaag
ttctgttgaa
gatgggtttt
tatagcgege
gafttgcggq

atatccggaa

‘'gtggaaaaygg

gaagatgcct
gaaaaagaag
gagactttte

tgtcacttta

22

tctggaaqgge
ccgtaaggaa
tgaggcgecg
cggggtctac
gggecgegtg

ccgtecttece

gatggcctec

cacgacgétc
tggcgccaac

ccgcoggcaag

‘cccgctggtt

gaaccccace
éatcaécccg
gctgaaggge
tctegetgte
ccgegtecaag
ggattgegat
cggdaacgéc
cctcgtcatg
cacgagette
cgatacgaag
ittcttaaga
ttacgttaag
tatgattaga
aaactaggat
cgcgttaaca
acctcctqgg
aaggtggcte
ctgccgacag
acgttceaac
aacaaagggt

ttgtgaagat

gaggacgteca
ggcgacacct
ctegattteg

gatttcgaca

ttgaaccege -

gttaccttge

gcacaggtga

atcgagecga
cttacegtey
ctcaccggcec
éngCCCth
cgeaccggece

cgccttgécg

gtcacggtge

gecgecgect
gaaagcgace
gagggegaga

tcgggegecey

ggéctegtgt

ceggagttea

gctgectgat

ttgaatcetyg .

catgtaataa

gtccecgcaat

aaattatecge
agcttctgea
attccattgc
ctacaaatgc
tggécccaaa
cacgtettea
#étatccgga

agtggéaaag

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000 -
3060

3120

3180
3240
3300
3360
3420

- 3480

3540
3600
3660
3720
5780
3840
3900
3960

4020

4080



gaaggtggct
tctgccgaca
gacgttccaa
gatgacgcac
catttggaga
acactcaage
gcctcégccq
) ccgtctcégt
ggcccagatc
tccggeecgy
tgggggagat
aéaagggcac
ctagatctit
tagttttict
gaagtgatcé
ccccaactcé
-caccctggaa
" ggtectggac
gatcctggge
cctgaacace
agtcctgatc'
aggcctgeaa
‘tetgtecetg
gtcccactte
gdccacctac
cggcgaggaé
.gétqacccaa
gaggagetec
gacggtcctg
cgtcaagacc
ccagaagtac

" ¢gactaccte

cctacaaatg.

gtggtcceaa
ccacgtctte
aatecccacta
ggacacgctg
cacactattg
cegeccggdtaa
ctcgatcttt
ggfgcgcggg
atcpcgcng
gatggggggt
tatggtttat
ctttcttett
tttcatgatt
accétggcca
gagctccaga
gagﬁtgaact
aaétccaccg
gtegtiggey
atctggeect
gacaagaaga
aacaacttcy
cgctccaage
cgcaactcea
gcccaggetyg
tgéggctact
cagtacaceq
acetacgacg
gacctgatcg
gagetgatee
Iggtcdcacct

cagggcateg
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ceatcattge
agatggacee
aaagcaagtg
tecttegeaa
acaagctgac

gagaacacac

‘cCcaccocgeo

ggecttggta
5999939993
Qéatggggct
ttaaaattte
atttttatat
fttgtgggta
tgtgacaaat
accécaacaa
ccéac;acaa
acaaggagtt
tcaaggacge
tccecttege

ccgacgecga

_tcgaggagta

aggactacgt
gctcccagqa
tgcegtectt

ccaacaccca

-cctcggagga

accactgegt
catgggtcaa
tectgttece
gegacatett
tcctgfcpat

agtteccacac

gataaaggaa
ccacccacga
Qattgatgtg
gacccttect
tctagcagat

agggacaaca

cctectectct

gtttgggtag

tctegegget

cteggatgta.

cgecgtgeta

atttctgctg

_gaatttgaat

gcagectegt
tecgetecgag

ccagtécbcg

cetgogeatg

cgtcgggacc

aggtgetcte

‘ceceetggaay

cgccaagtece

caacgbgctg'

cegecatccege
cgcegtetee

cctectgttg

-cgtegecygag

caactggtac
gttcaaccge
ctfctacgac
cacggaccce
cgagaactce

gegectgagg

23

aggccategt
ggagcategt
atatctecac

ctatataagg

cctectagaac:

caccataaga
ttdtttctcc

gcgagaggeg

.ggggctcteg

gatctgecgat
aacéagatca
cttcgtecagg
ccctcageat
gcgéagcttt
cacgacacga
ctggcégaca
accgaggact
ggcatctccg
écctcéttct
geettcatgg
aéggccctgg
aactcctgga
gagctgttet
aagttcgagg
ctgaaggacg
ttctaccgte
aacgtcggee
tteegecaggg
atccgccectgt
atcttcctgc
atccgcaage

ccaggctact

tgaagatgec
ggaaaaagaa
tgacgtaagg
aagttecattt
catcttccac
tCCaaQGQaG
gttttttttf
gcttﬁgtgcg
ccggegtgga
cegeegttgt
ggaagagggg
cttagétgtg
tgttcatégg
tttgtaggta
tcaaggteac
accccaacte
cctoeacgga
tegttgggea
accagtectt
cccaagicga

gcgagctgca

agaagacgce .

cccaggecega
toctgttect
cceaggtett
gccagctgaa
tgaacggcct
agatgaccct
actccaaggyg
tcacgaccct
cecacctgtt

tcggcaagga

4140

4200

4260 .

4320
4380
4440

- 4500

4560

4620
4680

4740
4800

4860 -

14920

4980
5040
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15

ctecttcaac

gqacgatcace

cgacggcecag

caaggtcta;
gacctcecace
catcgaccag
gctgaactac
ctggacccac
géccgtggtc
caccggtgge
caccctgaac
cacgaacctg
.caagaccatg
ctccaacatg
ctccaacgag
actctgattyg
ttgatgtgtg
ccagtgtttf
gagaaataaa
ftfggatccc
gattgtcgtt
éctgccgaaa

aaaaataagt

cgacagegac

tactggteceg
tcecectttct
aaggtctacc
ctgggcg?ca
cagacctacg
cﬁgccgcctg
gcggagtget
cgetecgteyg

aéggcctacg

aacctgctgt

tecegetgeet
cgeetgtteg
éaqaaggacg

ggctteotegy

aagatctaca

aattdtgcat
tgcgagttet
ctgtacttgt

ttgttctgat

‘cggggeggee

tceegectte
acaaaccaat
tgcgaccgceg

gcggaaaggc

aaaagagegy

<210> 6
<211>21
<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 6

ctgaacccct aaaatcccag g

<210>7
<211> 30
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 7

cctttgtttt attttggact atcccgactc
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gcaactacgt_
écggcgacaa
gcaccatage
cgaaggtcga
actccaagcyg
agaccactga
tectgatgea
acttcttcaa
ccptgtcctc-
tcctgaagga
tgctgcaacg
tcecagaactce
atgacctgac
gcgacaagaa
tcgacaagat
gcgtttggac‘
tgcgagtcfg
gtaatcgget -
tttgagtygca
gcetcocgageaqg
agtttaéaca
ccgtcaccgt
agcgggcgaa

tocgeccgeg

21
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cgadaccagyg
gfccaccgag
caacaccgac
cttcteccag
caacaatggce
cgagcccétg
agéccgcagg
caccatégac
gagtgectee
gtcctcgaac
ctaccdcgtc
caacaatgac
ctaécagacc'
tgaactgate
cgagtﬁcatc
gtatgecteat
atgagacatc
aategecaac
aaaaaaaaég
gacctgcaga
gagtegggtt
caaggcccecyg
tcagaaagyyg

gtgccatcta

24

cecteocatey
ccecgtecaga

gtcgcggett

tacgatgacc.

cacgtctceg

gagaaggect

ggcaccatce

gocgagaaga
atcattgaga
tccatecgeca
cgcateceget
ttcctggfca
ttcgaccteg
attggtgcta
cecgtececage
tcaggttgga
tetgtattgt
agattcggeg
aattagatct
agctégcttg

tggatggtca

caccgetggce

cgtccgygect

caagggtcca

gctcoccicgaa
agctgtcctt
ggccgaacgg
agaagaacga
cccaggacte

actcccacea

ccttettcac.

tcacccagcet

gtccaggcett

agttcaaggt

acgcctecac
tctacatcaa
ccaccacgaa
agtcettegt
tgtgatagga
gccaatttgy
gtttetttec
atgaataaat
g£g£gtgttt
at9§995£ca
actcecggeat
cgcacgcagyg
tggtcagaca

cgtccateca

6060
6120
6180
6240
6300

- 6360

6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900

6960

7020

© 7080

7140

7200

7260
7320
7380

7440

7450
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<210> 8

<211> 40

<212> ADN

<213> Triticum aestivum

<400> 8
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ctgatgagac atctctgtta ttgtgtttct ttccccagtg

<210>9

<211> 30

<212> ADN

<213> Triticum aestivum

<400> 9
tgtaatcggc taatcgccaa cagattcgge

<210> 10

<211> 32

<212> ADN

<213> Triticum aestivum.

<400> 10
cggccgctcg agcaggacct gcagaagcta gc

<210> 11

<211> 33

<212> ADN

<213> Triticum aestivum

<400> 11
gatggggatc agattgtcgt ttccegectt cag

<210> 12

<211> 27

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 12
cactttgggc caccttttat taccgat

<210> 13

<211> 29

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 13
ctgatgtttt cacttttgac caggtaatc

<210> 14

<211> 28

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 14
taattactct ttctttttct ccatattg

<210> 15

<211> 26

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 15
catactcatt gctgatccat gtagat

<210> 16
<211> 24

27

29

28

26
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30

32

33
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<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 16
cctattttaa attttgtcct gaac

<210> 17

<211> 27

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 17
gatcgtggat agcactttgg gctttag

<210> 18

<211> 29

<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 18
accgccacct atcatataca tacatgatc

<210> 19

<211> 27

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 19
aggtggccca aagtgaaatt tactctt

<210> 20

<211>28

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 20
gcagatctac atccgagagc cccattcc

<210> 21

<211> 28

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 21
tcgatctttg gecttggtag tttgggtg

<210> 22
<211> 28
<212> ADN

<213> Agrobacterium tumefaciens

<400> 22
gctcatcagg cagccttcgt atcgggag

<210> 23
<211> 27
<212> ADN

<213> Agrobacterium tumefaciens

<400> 23
ctcgatcacc gcatcgccat gagcttc

<210> 24

<211> 28

<212> ADN

<213> Bacillus thuringiensis
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<400> 24
aagacctggg cgtccttcag caacagga

<210> 25

<211> 28

<212> ADN

<213> Bacillus thuringiensis

<400> 25
cctggaaggc cttcatggcc caagtcga

<210> 26

<211> 27

<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 26
aacagaggcg tgaccggtca gcgactc

<210> 27

<211> 28

<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 27
tccttcgegt aggaagtagg cacacgag

<210> 28

<211> 20

<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 28
cgtggtgatc acaaacagta 20

<210> 29

<211> 21

<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 29
ctatatgaca gacccatcgt t 21

<210> 30

<211> 20

<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 30
cacatcatcg acaagcacct 20

<210> 31

<211> 22

<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 31
gtatgccgga gttgaccatc ca

<210> 32

<211> 24

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 32
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ggacatgaag ccatttacaa ttga 24

<210> 33

<211>15

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador marcado para su uso en un ensayo de cigosidad

<400> 33
tgacggtgac gatat 15

<210> 34

<211>15

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador marcado para su uso en un ensayo de cigosidad

<400> 34
agaaggccgg agtcg 15

28
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REIVINDICACIONES

1. Una planta de maiz, progenie, semilla o parte de la misma, tolerante a glifosato y resistente al gusano de la raiz
del maiz, el genoma de dicha planta, progenie, semilla o parte que comprende el inserto transgénico mostrado en la
Figura 2 y las secuencias de unién transgénica/genémica de SEC ID Nos: 1y 2, el inserto transgénico mostrado en
la Figura 2 que esta presente en el evento de maiz MON88017 depositado en la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo (ATCC) con numero de acceso PTA-5582.

2. La planta de maiz, progenie, semilla o parte de la misma de la reivindicacion 1, en la que el inserto transgénico
tiene la secuencia mostrada en la SEC ID N°:5.

3. La planta de maiz, progenie, semilla o parte de la misma de la reivindicacion 1 o 2, que son polen, évulo, semilla,
raices u hojas.

4. La semilla de la planta de maiz de la reivindicacién 1, que es una semilla de maiz hibrido en la que al menos un
parental es una planta de maiz como se define en las reivindicaciones 1-3.

5. Una molécula de ADN aislada, que

(i) es una region transgénica/gendmica SEC ID N°: 5 que comprende el ADN de unién transgénico/genémico de
SEC ID N°: 1y SEC ID N° 2, o el complemento completo de la misma;

(i) es una region transgénica/gendmica SEC ID N°: 3 que comprende el ADN de unidn transgénico/genémico de
SEC ID N°: 1, o el complemento completo de la misma; o

(iii) es una regioén del transgénica/genomica SEC ID N°: 4 que comprende el ADN de union transgénico/gendmico
de SEC ID N°: 2, o el complemento completo de la misma.

6. Una molécula de ADN para su uso como una sonda de ADN util para detectar en una muestra el evento del ADN
de maiz MON88017, en la que dicha sonda comprende

(i) al menos 16 nucleodtidos contiguos de SEC ID N°: 1, o el complemento completo de los mismos, o
(i) al menos 16 nucledtidos contiguos de SEC ID N°: 2, o el complemento completo de los mismos

e hibrida en condiciones de hibridacién rigurosas con ADN MON88017 y no hibrida en condiciones de hibridacién
rigurosas con ADN genodmico de la planta de maiz que no es ADN MON88017

7. Un procedimiento para detectar la presencia de una secuencia de nucleétidos del evento de maiz MON88017 en
una muestra bioldgica, comprendiendo el procedimiento:

(a) poner en contacto la muestra con un par de cebadores de ADN que comprende una primera molécula de
ADN que tiene 11 0 mas nucleétidos contiguos de la region de ADN transgénica de SEC ID N°: 3 y una segunda
molécula de ADN que tiene 11 o mas nucleétidos contiguos de la regiéon de ADN gendmico del maiz de SEC ID
N°: 3, o que comprende una primera molécula de ADN que tiene 11 o mas nucleétidos contiguos de la region de
ADN transgénica de SEC ID N°: 4 y una segunda molécula de ADN que tiene 11 o mas nucleétidos contiguos de
la region de ADN gendmico del maiz de SEC ID N°: 4, en la que cuando el primer par se usa en una reaccion de
amplificacion de ADN con ADN gendmico del evento de maiz MON88017, produce un amplicon que comprende
la SEC ID N°: 1 0 SEC ID N°: 2, respectivamente;

(b) realizar una reaccién de amplificacion de un acido nucleico, produciendo de este modo un amplicon, y

(c) detectar dicho amplicon,

en el que dicho amplicén comprende la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 2.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que dicho par de cebadores de ADN comprende la secuencia de
nucledtidos como se expone en la SEC ID N°: 6 y SEC ID N°: 7

9. Un procedimiento para detectar la presencia del ADN del evento de maiz MON88017 en una muestra bioldgica,
(I) comprendiendo el procedimiento:

(a) poner en contacto la muestra con una sonda que hibrida en condiciones de hibridacion rigurosas con el
ADN MON88017 y no hibrida en condiciones de hibridacion rigurosas con el ADN gendmico de la planta de
maiz que no es ADN MON88017, en la que dicha sonda es, o es completamente complementaria, a una
secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEC ID N°: 1y SEC ID N°: 2;

(b) someter la muestra y la sonda a condiciones de hibridacion rigurosas; y

(c) detectar la hibridacién de la sonda con el ADN de MON88017, o

(I1) comprendiendo el procedimiento:
(a) poner en contacto la muestra con una sonda en condiciones de hibridacién rigurosas, en la que dicha

sonda comprende una secuencia de nucledétidos contiguos que es, o es completamente complementaria, a

29
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una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N°: 1 y SEC ID N°: 2; y

(b) detectar la hibridacion de dicha sonda con dicha muestra, en la que la hibridaciéon de dicha sonda con
dicha muestra es diagndsticada por la presencia de dicho polinucleétido del evento de maiz MON88017 en
dicha muestra.

30
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GACCAGCGTCTCCCGCCGCACCCGCAGTCTGCACCGTAGAGATCGGATGTACAGGCA
. PGTAGCATTAGGCTATTCAGCGGCTCTCGTATCTTATTCCCTACCATCTATTTTATC
TACACTGTATAATACTCCCTCCGTTTATTGTTTATTTGTCGTTGAATAGTTCAATAT
TTGCACTGTCCAGCGACAACTAAAATGAAACGGAGTGAGGTAGTGTTTTGTACAACC
ATATATAGAGGTGCCCAAACGGGCGGCCCGGCCCGEGCCCGTCAGGCCCGACGGTTA
ATCGGGCCGTGCCCGGCCGGCCCCETGCCETAGCCGTGGCCCAGGCACGGCGTGCCG
GGCCAGCCGTTTAACTGGTCACGTTCTCCCGCCTAACTGAAGGACACTAACCAATAT
AACTCGTGAGCATTTGTTGTAAATAGCTAATATAAAATGTAAATATATATACTATGT
TTTATAAAATAAAAAATATATAATCGTGCCGGCCAGGCCGGCACTGCGGGCCAAGAC
AGCGGCCCAAGCACGTCACGGTTCTCGTGCCGGGCCGGCCCCGGCATCGTGTTTCAG
GCCGGTCCGTTAGGCACGGCTCATTTGGCCCTCTATAACCATATATCATATTCATCG
ACGACCTTGGGCTAAGGCAGACCGACGGCCGCCCTAGGCCCCAGATCTATAGAGGCT
TAATGCTAAATATAAATTCAGTAGTTAGACTATCAATGTATGATATAATAGTTTAGC
AACAAAATACTAAAGAATTTATGGCTACGATCTTTTCATAATCCGATCTTATCTAAA
CATGTTAGAAGGAAATTTTAAAGTAATATTATAATATGTATCTTTTTATTTACTTAT
TGCTTGATATAGATATTTTTGATCTATCTTAAGTGTTTTATATTGATAATATTTATG
TATATAAAGAATTAGAATAGTCCTATTTTAAATTTTGTCCTGAACCCCTAAAATCCC
AGGACCGCCACCTATCATATACATACATGATCTTCTAAATACCCGATCAGAGCGCTA
AGCAGCAGAATCGTGTGACAACGCTAGCAGCTCTCCTCCAACACATCATCGACAAGC
ACCTTTTTTGCCGGAGTATCACGGTGACGATATATTCAATTGTAAATGGCTTCATGT
CCGGGAAATCTACATGGATCAGCAATGAGTATGATGGTCAATATGCGAGAAAAAGAAA
GAGTAATTACCAATTTTTTTTCAATTCAAAAATGTAGATGTCCGCAGCGTTATTATA
AAATGAAAGTACATTTTGATAAAACGACAAATTACGATCCGTCGTATTTATAGGCGA
AAGCAATAAACAAATTATTCTAATTCGGAAATCTTTATTTCGACGTGTCTACATTCA
' CGTCCAAATCGGGGCTTAGATGAGAAACTTCACGATTTGGCGCGCCAAAGCTTACTC
GAGGTCATTCATATGCTTGAGAAGAGAGTCGGGATA
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CAAACTCCACATGGGCTTCTCGGGCGACAAGAATGAACTGATCATTGGTGCTGAGTC
CTTCGTCTCCAACGAGAAGATCTACATCGACAAGATCGAGTTCATCCCCGTCCAGCT
GTGATAGGAACTCTGATTGAATTCTGCATGCGTTTGGACGTATGCTCATTCAGGETTG
GAGCCAATTTGGTTCGATGTGTGTGCGAGTTCTTGCGAGTCTGATGAGACATCTCTGT
ATTGTGTTTCTTTCCCCAGTGTTTTCTGTACTTGTGTAATCGGCTAATCGCCAACAG
ATTCGGCGATGAATAAATGAGAAATAAATTGTTCTGATTTTGAGTGCAAAAAAAAAG
GAATTAGATCTGTGTGTGTTTTTTGGATCCCCGGGGCGGCCGCTCGAGCAGGACCTG
CAGAAGCTAGCTTGATGGGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACAGAG
TCGGGTTTGGATGCTCAACTCCGGCATACTGCCGAAAACAAACCAATCCGTCACCGT
CAAGGCCCCGCACCGCTGEGGCCGCACGCAGGAAARATAAGTTGCGACCGCGAGCGGGC
GAATCAGAAAGGGCGTCCGGCCTTGGTCAGACACGACAGCGACGCGGAAAGGCTGCG
CCCGCGGTGCCATCTACAAGGGTCCACGTCCATCCAAAAAGAGCGGTGCCCTGGACT
TCTCCCTCGTGTTCCTACTTCCTACGCGAAGGAAGCCAGGCAGGTGCGCAGCTTTTC
CAACCTTCCACCCCCCCCGTGCGGCGCTCCCACGCTGAGTCGCTGACCGCTCGCGCC
TCTCTTCGCCTCCTCCTCACTCGCCGCGTCCTCCGCAGCACAGCCCACTCGCATCGG
ATCGCGCGCGGGGAGCGGCATGGCCGGCGACGACGGCAGCGGCGGGAGCGGAGGCGG
CAACAGGGAGGACGAGGTCCACGTGCAGATCGCAGGTCAGTGTCAGTCCTCCGCTCG
TTCTCTCTCTCTCCGACGGACAGTGTGAACTATGTCGGGTCGTCGTTGAGGATGCGA
TGAGAGGAGCGCGGGAAGGACTGTCGTAGATTGGATTTGCTCTGCAGTGCGTGGGTA
GCCCCGAGTCCCCGACACATGTTCTTTTTTCTCGGGTTATGTCAGCGGCGGTACGTC
GTTGGAACGCTCAAGCGCGAGAGGTGTTCGATGAATTACCTTCTGGTGTGTGGCGTA
CCGGTGGGCTCAGTGCEGGCTTTTTCGTTCGTGTACGGGATTTGCGGGTTGCGGGGTCATCT
. CCCTTCTTCAGTGCGCGCGCTCACGAGTCACGGCTGTCTTGTGATTGCTGCATCTGT
GCCATGTGCTCGTGCGTGCGTTTTCAGTTACTGGCCATTGACACTGAGTGAATGTTC
GGTTGGTCGTCCGATAGGGTTGGTTCAGCTGTTAATTACGACTCCAAGTATCTGAAA
.CATTTCATGAGGATGTGTAGGGAACCTTACTTTATGCACTTCAATGGCCAGGCCAGG
CCTGTATTATCTTTTTCTTGTTTGGGAATAATGATGTGAGCTTTAGGGGAGCAGCGC
TGCTTCTTCTTTTTTTTTTCTCCAGAAAAAGTCATAGATATACCGTGGACAATTTCT
TTGTGTGCGGTAATTTTAGAGCACTGTGCGGTTTGTGCCCTGTTCGTCAGGAAAAGTA
CCCAAGCTGGGATTTCACTTGGGTCTAAGAAACCAGCGTTTCAGTTTGGGGGGTCTC
CTGGTACCCTGAAGTGCTTACCATTTATAGTTCCCGGATGACCTGTTCATAATGCCT
TCTGTATGTTGTTTGCAGGATCATCCAAACCTGAAACCTCATCTACCAACGAAACAG
CTCCTCAAAACTCTCATACCAAGCATTGGCATTGGTGGCTGATGGTAACTCTGAACA
TTTTCTTCCTCGTTGCTGGTCAGACAGCATCGACACTCCTTGGCAGGTTCTACTACA
ACCAAGGTGGAAATAGCAAGTGGATGTCCACATTTGTCCAAACCGCTGGCTTTCCAG
TGCTGTTCGTCGCCCTATATCTGTTCCGTTCAAAATCGCCTTCTACACAAACAACCA
CCAGTAACCCTGAGACTTCTGTCACCAAAATTACTCTTATATATGTTGTCTTGGGCC
TCATCATTGCTGCCGATGACTTGATGTATTCCTATGGCCTGTTGTACCTTCCTGTAT
CAACATATTCGCTCATTTGCGCTAGTCAGCTCGGCCTTCAATGCTGTCTTCTCATATG
TCCTAAATGCTCAAAAGTTCACCCCATTCATTTTCAACTCAGTAATTCTCCTTACTT
TTCCCGCTGCGCTTCTTGGAGTTGACGAAGATTCTCAGGGTACCAATGGTTTATCGC
GTGGGAAGTACATATTGGGTTTCGCATTGACCCTAGGAGCCTCGGCCACATACTCAC
TAATTCTCTCTCTAATGCAAGTCGCATTCGAGAAGGTTATTAAGAAGGAAACTTTCT
CAGTCGTGTTGAATATGCAGATATATACAGCACTAGTGGCAACAGTAGCTTCTCTTA
TCGGTTTATTTGCAAGCGGCGAGTGGAAG
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ACTTTAGAGGGAGAGATGCATGCCTTCAGCTCAGGGAGGGTGTCCTATGTGATGACA
CTTCTATGGACTGCTGTATCTTGGCAGATAGCTTCCGTAGGAGTGETCGGTTTGATC
TTTG ‘ ‘
TTGTGTCATCACTCTTTTCAAATGTGATAAGCACACTGGCTCTACCCATCATTCCGA
TTTTTGCTGTGATTTTCTTCCACGACAAGATGGATGGAGTGAAGATTATTGCTATGT
. PGATGGCCATCTGGCGATTCGTTTCATATGGATATCAATTATATGTCAGTGACAAGA
. AGGCTAGGAAGACTTCAGTCAGTGTGGAGGAGAATTCCTAAGCGCTTGTTGGCCTGT
- PACATTGGTCTTTGTGGCTCCTATACCACTTTAAGTTGCTCGTATTGAGGAGGTACT
AGTTATTGACTTATTGTATCCAAAAGGAGCTCAGTTGAGAATCTCAGGTTTACACAA -
TTCATAGGTATATACTTCTGTTAGTATTGTCATATCATCATATCTACCGATGTACGG
TTGTGTTGTCCTTTAAAATAAAAAGATTAGCATTTCCAGAGGCATGCTCTCTAGATT
. PCTAATTGCCTTAAATATTTTCTTGCCTTTGTTTTGTTTTTTTTTTTTTGCTATTAA
- CTGTGATTTGTGATTCTATGGTTTGACATATAGTATTTCTAGCGTGCTGTGCATGCTG
- ATCCTGCTTATTCTACTATGAATTAAATGCAGTATAGGTCCATTAACTTTTGCATGC
‘GAGCTTCTTGGTGAAAGCCCTGCGTGCTTTGGTTTTGATAACTGAGTGACAGTTAGT
AAAGGTTTTTTGTGTACCACATTTTCTTAGTGTTCTTCACTCCAAATTTGATAGGCG
AGGCTCGATCTTATTCAGTTGCTTGGCTTTCCTTGTTATAACGCCTCAGCTAATCTG
 GCTTTGCTTTCCTTATGCATACCTTCTGTAATCTAACACCAAACCACAGATGTTGCAT
GTCCATTCTCCATGG ~ . o

Figura 4B

35



1
51
101
151
201
251
301
351
'40;
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901

. 951
1001
1051
‘1101
1151
'1201
1251
1301
1351
1401

1451

CTCCTCCAAC
GACGATATAT
TCAGCAATGA

AATTTTTTTT

GAAAGTACAT.

CGAAAGCAAT
TCTACATTCA
CGCGCCARAG
ATAGTCCARA

TCAGTTAAAA

 AAGTGAAATT

CGGTACTTTG
CTTTTGGAAA
TTTGTAAATA
ATGCTAATTT
CACAATGAAC
GGGTATTTIT

ACAAAAACAA

ATAGCAAGCC

AACTGGACAA
ACGCACCGCA
AAGARAAAAC
GGATCGCGAG
GCCCCCCATC
AACCCTACCA
CGGACGACGA
CCACCCCGCC
CTCGATCTTT

CGCCCAGATC

ES 2 542 688 T3

ACATCATCGA

CAAGCACCTT

TTTTGCCGGA

TACCCGATCA GAGCGCTAAG CAGCAGAATC GTGTGACAAC GCTAGCAGCT

GTATGACGGT

TCAATTGTAA
GTATGATGGT
CAATTCAAAA
TTTGATAAAA
AAACAAATTA
CGTCCARATG
CTTACTCGAG
ATAAAACAAA
GGTGGTATAA
TACTCTTTTC
ATACGTCATT
TGCATATCTG
CAGAGGGATT
GACATAATTT
AATAATAAGA
TCTAGTAAAA
CCCCTABAGT
CAGCCCAACC
TAGTCTCCAC
CGTCTCGCAG
AGCAGGTGGG

CCAGCGACGA

'GCCACTATAT

CCACCACCAC

GCTCCTCCCC
CCTCTCCTCT
GGCCTTGETA

GGTGCGCGGG

ATGGCTTCAT
CAATATGGAG

ATGTAGATGT

CGACAAATTA

TTCTAATTCG
GGGGCTTAGA
GTCATTCATA
GGTAAGATTA
AGTAAAATAT
TACTATTATA
TTTGTATGAA
TATTTGAGTC
TGTATAAGAA
TTGAGAAAAA
TTAAAATAGC
ATAAAAGATA
TCCTARAGCC
CAACCCAACC
ACCCCCCCAC

CCADADAADA

TCCGGGTCGT.

GGCCGGCCCT

ACATACCCCC
CACCACCTCC
CCTCCCCCTC
TTCTTTCTCC
GTTTGGGTGG

AGGGGCGGGA

GTCCGGGAAA

AAAAAGAAAG

‘CCGCAGCGTT

CGATCCGTCG
GAAATCTTTA
TGAGAAACTT
TGCTTGAGAA
CCTGGTCAAA
CGGTAATAAA
AAAATTGAGG

TTGGTTTTTA

GGGTTTTAAG

ATATCTTTAG

TATATATTCA‘

TTTCCCCCGT
AACTTAGACT
CAAAGTGCTA

CAACCCACCC

TATCACCGTG

AAAGAAAGAA
GGGGGC¢GGA
CCCTCCGCTT
CCCTCTCCTC

ACCTCCTCCC

CGCCGCCGCC
GTTTTTTTTT
GCGAGAGGCG

TCTCGCGGCT

Figura 5A

36

TCTACATGGA
AGTAATTACC
ATTATARAAT
TATTTATAGG

TTTCGACGTG

CACGATTTGG

GAGAGTCGGG
AGTGAAAACA
AGGTGGCCCA
ATGTTTTTGT
AGTTTATTCG
TTCGTTTGCT
AAAAACCCAT
GGCGAATTCT
TGCAGCGCAT
CAAAACATTT
TCCACGATCC
CAGTCCAGCC -
AGTTGTCCGC
AAAAAAGAAA
AACGCGAGGA
CCAARGAAAC
CCATCCCCCC
CCCTCGCTGE.
GCGCCGGTAA.
CCGTCTCGGT
GCTTCGTGCG

GGGGCTCTCG



1501
1551
1601
1651
1701

1751

1801
1851
1901
1951
2601

2051

2101

2151

2201
2251

2301

2351 .
2401

2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801

2851

2901

2951

CCGGCGTGGA
GATCTGCGAT

CGCCGTGCTA

ATTTTTATAT

CTTTCTTCTT

TAGTTTTTCT

TTTGTAGGTA"

GGTGTGCAGA
CAAATCTCCC

ATCCGATTTC

. GGCTCTGAGC

CATGCTTCAC
GCCTTTCCGG
TCCTTCATGT
TCTGGAAGGC
GCGCCCGCAT
AATGGCGGCC
CACGGGCTGC
GCACCTTCAT
TTGAACCCGC
CCGTCTTCCC
ACCGCGTGCC
GGCCTCAACA
CGATCATACG
AGACGGATGC
CTCACCGGCC
CCCGCTGGTT
ACGTGCTGAT
ATGGGCGCCG

CGTGGCGGAC

ES 2 542 688 T3

TCCGGCCCGG
CCGCCGTTGT
AACAAGATCA
ATTTCTGCTG
TTTGTGGGTA
TTTCATGATT
GAAGTGATCA
ACCCATCTCT
TTATCGGTTT
GTCGTCGTGG
TTCGTCCTCT

GGTGCAAGCA

‘AACCGTCCGC

TCGECGETCT
GAGGACGTCA
CCGTAAGGAA
TCCTGECGCC
CGCCTGACGA
CGGCGACGCC
TGCGCGAAAT
GTTACCTTGC
GATGGCCTCC
CGCCCGGCAT
GAAAAGATGC
GGACGGCGTG
AAGTCATCGA
GCGGCCCTGC

GAACCCCACC

ACATCGAAGT

CTGCGCGTTC

ATCTCGCGGG
TGGGGGAGAT
GGAAGAGGGG
CTTCGTCAGG
GAATTTGAAT
TGTGACAAAT
ACCATGGCGC
TATCTCCAAT
CTCTGAAGAC
GGATTGAAGA
TAAGGTCATG
GCCGGCCCGE
ATTCCCGGCG
CGCGAGCGGT
TCAATACGGG
GGCGACACCT
TGAGGCGCCG
TGGGCCTCGT
TCGCTCACAA
GGGCGTGCAG
GCGGGCCGAA
GCACAGGTGA

CACGACGGTC

TGCAGGGCTT

CGCACCATCC
CGTGCCGGGC
TTGTTCCGGG
CGCACCGGCC
CATCAACCCG

GCTCCTCCAC

GAATGGGGCT
GATGGGGGGT
AAARGGGCAC
CTTAGATGTG
CCCTCAGCAT
GCAGCCTCGT
AAGTTAGCAG
CTCTCGAAAT
GCAGCAGCAT
AGAGTGGGAT
TCTTCTGTTT
AACCGCCCGC
ACAAGTCGAT

GAAACGCGCA

CAAGGCCATG.

GGATCATCGA
CTCGATTTCG
CGGGGTCTAC
AGCGCCCGAT
GTGAAATCGG
GACGCCGACG
AGTCCGCCGT
ATCGAGCCGA
TGGCGCCAAC
GCCTGGAAGG
GACCCGTCCT
CTCCGACGTC
TCATCCTGAC
CGCCTTGCCG

‘GCTGAAGGGC

Figura 5B

37

CTCGGATGTA
TTAAAATTTC
TATGGTTTAT
CTAGATCTTT
TGTTCATCGG
GCGGAGCTTT

AATCTGCAAT

CCAGTCAACG

CCACGAGCTT

GACGTTAATT

CCACGGCGTG
AAATCCTCTG

CTCCCACCGG
TCACCGGCCT
CAGGCGATGG
TGGCGTCGGC
GCAATGCCGC
GATTTCGACA
GGGCCGCGTG
AAGACGGTGA
CCGATCACCT
GCTGCTCGCC

TCATGACGCG
CTTACCGTCG
CCGCGGCAAG
CGACGGCCTT -
ACCATCCTCA
GCTGCAGGAA
GCGGCGAAGA

GTCACGGTGC



3001

3051

3101

3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451

3501
3551
3601
3651
3701
3751

3801

3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151

4201

4251

4301

4351
4401

4451

CGGAAGACCG

GCCGCCGCCT

CCGCGTCAAG
TCAATGGCGT
CGCCCTGACG

CCATCTCGAT

CGGARAACCC
CCGGAGTTCA
CGATACGAAG

GGCAATAAAG

ATCATATAAT

ATGCATGACG
TATACATTTA

AAATTATCGC

'CGCGTTAACA

ATATCCGGAA
TGTGAAGATA
ATAAAGGAAA

GATGGACCCC

‘CACGTCTTCA

AACAAAGGGT
TGTCACTTTA
CCATCATTGC

GTGGTCCCAA

'GACGTTCCAA

TGACGTAAGG

CTATATAAGG
TCTAGCAGAT
GAGAACACAC

CCGCCGGTAA

ES 2 542 688 T3

CGCGCCTTCG
TCGCGGAAGG
GAAAGCGACC
GGATTGCGAT
GCARGGGGCT

CACCGCATCG

TGTCACGGTG

TGGACCTGAT
GCTGCCTGAT
TTTCTTAAGA
TTCTGTTGAA
TTATTTATGA
ATACGCGATA
GCGCGGTGTC
AGCTTCTGCA
ACCTCCTCGG

-GTGGAAAAGG

GGCCATCGTT
CACCCACGAG

AAGCAAGTGG

AATATCCGGA

TTGTGAAGAT

GATAAAGGRA
AGATGGACCC
CCACGTCTTC
GATGACGCAC
AAGTTCATTT

CCTCTAGAAC

AGGGACAACA

CCACCCCGCC

ATGATCGACG
GGCGACCGTG
GCCTCTCGGC
GAGGGCGAGA
CGGCAACGCC
CCATGAGCTT
GACGATGCCA
GGCCGGGCTG
GAGCTCGAAT
TTGAATCCTG
TTACGTTAAG
GATGGGTTTT

GAAARCAAAL

_ATCTATGTTA

GGTCCGATTG

ATTCCATTGC
AAGGTGGCTC
GAAGATGCCT
GAGCATCGTG
ATTGATGTGA
AACCTCCTCG
AGTGGAAAAG
AGGCCATCGT
CCACCCACGA
AAAGCAAGTG
AATCCCACTA
CATTTGGAGA
CATCTTCCAC
CACCATAAGA

CCTCTCCTCT

AATATCCGAT
ATGAACGGTC
CGTCGCCAAT
CGTCGCTCGT
TCGGGCGCCG
CCTCGTCATG
CGATGATCGC
GGCGCGAAGA

TCCCGATCGT

TTGCCGGTCT

CATGTAATAA
TATGATTAGA
TATAGCGCGC
CTAGATCGGG
AGACTTTTCA
CCAGCTATCT
CTACAAATGC
CTGCCGACAG
GAAAAAGAAG
TGGTCCGATT
GATTCCATTG
GAAGGTGGCT
TGAAGATGCC
GGAGCATCGT
GATTGATGTG
TCCTTCGCAA
GGACACGCTG
ACACTCAAGC
TCCAAGGGAG

TTCTTTCTCC

Figura 5C

38

TCTCGCTGTC
TGGAAGAACT
GGCCTCAAGC
CGTGCGTGGC
CCGTCGCCAC
GGCCTCGTGT
CACGAGCTTC
TCGAACTCTC
TCAAACATTT
TGCGATGATT
TTAACATGTA
GTCCCGCAAT
AAACTAGGAT
GATTTGCGGC
ACAAAGGGTA
GTCACTTTAT
CATCATTGCG'
TGGTCCCAAA
ACGTTCCAAC
GAGACTTTTC
CCCAGCTATC
CCTACAAATG
TCTGCCGACA
GGAAAAAGAA
ATATCTCCAC
GACCCTTCCT
ACAAGCTGAC
CACACTATTG
GCCTCCGCCG

GTTTPTTTTTT



4501
4551
4601
4651
4701
4751
| 4801

4851

4901
4951
's001
5051
5101
5151
5201
5251

5301

5351
5401

5451

5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801

5851

5901

5951

CCGTCTCGGT

GCTTCGTGCG
GGGGCTCTCG
CTCGGATGTA
TTAAAATTTC
TATGGTTTAT
CTAGATCTTT
TGTTCATCGG
GCGGAGCTTT
TCGCTCCGAG
CCAACCACAA

GAGCTGAACT

GGTCCTGGAC

TCGTTGGGCA
ACCTCCTTCT
CCCCTGGAAG
TCGAGGAGTA
AACAACTTCG
TCTGTCCCTG
CCCAGGCCGA
AAGTTCGAGG
CCTCCTGTTG
CCTCGGAGGA
CAGTACACCG
GAGGGGCTCC
AGATGACCCT
ATCCGCCTGT
CACGGACCCC
chTGchAT

CAGGGCATCG

ES 2 542 688 T3

CTCGATCTTT
CGCCCAGATC
CCGGCGTGGA
GATCTGCGAT
CGCCGTGCTA
ATTTTTATAT
CTTTCTTCTT
TAGTTTTTCT
TTTGTAGGTA
CACGACACGA
CCAGTACCCG
ACAAGGAGTT
AACTCCACCG
GATCCTGGGC
ACCAGTCCTT
GCCTTCATGG
CGCCAAGTCC
AGGACTACGT
CGCTCCAAGC
GTCCCACTTC
TCCTGTTCCT
CTGAAGGACG
CGTCGCCGAG
ACCACTGCGT
ACCTACGACG
GACCGTCCTG
ACTCCAAGGG
ATCTTCCTGC
CGAGAACTCC

AGTTCCACAC

GGCCTTGGTA
GGTGCGCGEG
TCCGGCCCGE

CCGCCGTTGT

AACAAGATCA

ATTTCTGCTG
TTTGTGGGTA
PTTCATGATT
GAAGTGATCA
TCAAGGTCAC
CTGGCCGACA
CCTGCGCATG
TCAAGGACGC
GTCGTTGGCG
CCTGAACACC
CCCAAGTCGA
AAGGCCCTGG
CAACGCGCTG
GCTCCCAGGA
CGCAACTCCA
GCCCACCTAC
CCCAGGTCTT
TTCTACCGTC
CAACTGGTAC
CATGGGTCAA
GACCTGATCG
CGTCAAGACC
TCACGACCCT
ATCCGCAAGC

GCGCCTGAGG

GTTTGGGTGG
AGGGGCGGGA
ATCTCGCGGG
TGGGGGAGAT
GGAAGAGGGG
CTTCGTCAGG
GAATTTGAAT
TGTGACAAAT
ACCATGGCCA
CCCCAACTCC
Acccczécwc
ACCGAGGACT
CGTCGGGACC
TCCCCTTCGC
ATCTGGCCCT
AGTCCTGATC
CCGAGCTGCA
AACTCCTGGA
CCGCATCCGC
TGCCGTCCTT
GCCCAGGCTG
CGGCGAGGAA
GCCAGCTGAA
AACGTCGGCC
GTTCAACCGC
TCCTGTTCCC
GAGCTGACCC
CCAGAAGTAC
CCCACCTGTT

CCAGGCTACT

Figura 5D

39

GCGAGAGGCG
TCTCGCGGCT
GAATGGGGCT
GATGGGGGGT
AAAAGGGCAC |
CTTAGATGTG
CCCTCAGCAT
GCAGCCTCGT
ACCCCAACAA
GAGCTCCAGA
CACCCTGGAA
CCTCCACGGA
GGCATCTCCG
AGGTGCTCTC
CCGACGCCGA
GACAAGAAGA
AGGCCTGCAA
AGAAGACGCC
GAGCTGTTCT
CGCCETCTCC
CCAACACCCA
TGGGGCTACT
GCTGACCCAA
TGAACGGCCT
TTCCGCAGGG
CTTCTACGAC
GCGACATCTT
GGTCCCACCT
CGACTACCTC

TCGGCAAGGA



6001

6051
6101
6151

6201

. 6251

6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6651
6701
6751
6801

6851
6901

6951

7001

7051

7101

7151
7201
7251
7301
7351

7401

CTCCTTCAAC

'GCTCCTCGAA:

CCCGTCCAGA

CAACACCGAC
CGAAGGTCGA
CAGACCTACG
CATCGACCAG
ACTCCCACCA
GGCACCATCC
CACCATCGAC
CCCTGTCCTC
AACCTGCTGT
CACCCTGAAC

ACGCCTCCAC

TTCCTGGTCA
CTACCAGACC
GCGACAAGAA
AAGATCTACA
ACTCTGATTG
GCCAATTTGG
TCTGTATTGT
AATCGCCAAC
TTTGAGTGCA
CGGGGCGGCC

GATTGTCGTT

ES 2 542 688 T3

TACTGGTCCG
GACGATCACC

AGCTGTCCTT

‘GTCGCGGCTT

CTTCTCCCAG
ACTCCAAGCG

CTGCCGCCTG

‘GCTGAACTAC

CCTTCTTCAC
GCCGAGARGA
GGGTGCCTCC
TCCTGAAGGA
TCCGOTGCCT
CACGAACCTG
TCTACATCAA
TTCGACCTCG
TéAACTGATC
TCGACAAGAT
AATTCTGCAT
TTGATGTGTG
GTTTCTTTCC
AGATTCGGCG
AAAAAAAAGG
GCTCGAGCAG

TCCCGCCTTC

GCAACTACGT
TCCCCTTTCT
CGACGGCCAG
GGCCGAACGG
TACGATGACC
CAACAATGGC
AGACCACTGA
GCGGAGTGCT
CTGGACCCAC
TCACCCAGCT

ATCATTGAGG

‘GTCCTCGAAC

TGCTGCAACG
CGCCTETTCG
CAAGACCATG
CCACCACGAA
ATTGGTGCTG
CGAGTTCATC
GCGTTTGGAC
TGCGAGTTCT

CCAGTGTTTT

ATGAATAAAT

AATTAGATCT

GACCTGCAGA

CGAGACCAGG

CCCTCCATCG

ACGGCGACAA GTCCACCGAG

AAGGTCTACC
CAAGGTCTAC
AGAAGAACGA
CACGTCTCCG
CGAGCCCCTG
TCCTGATGCA

CGCTCCGTCG

‘GCCCGTGGTC

GTCCAGGCTT
PCCATCGCCA
CTACCGCGTC
TCCAGAACTC
AACAAGGACG
CTCCAACATG
AGTCCTTCGT
CCCGTCCAGC
GTATGCTCAT
TGCGAGTCTG
CTGTACTTGT
GAGAAATAAA
GTGTGTGTTT

AGCTAGCTTG

GCACCATCGC
CTGGGCGTCA
GACCTCCACC
CCCAGGACTC
GAGAAGGCCT
AGACCGCAGG
ACTTCTTCAA
AAGGCCTACG
CACCGGTGGC
AGTTCAAGGT
CGCATCCGCT
CAACAATGAC
ATGACCTGAC
GECTTCTCGE
CTCCAACGAG
TGTGATAGGA
TCAGGTTGGA

ATGAGACATC

GTAATCGGCT
TTGTTCTGAT
TTTGGATCCC

ATGGGGATCA

AGTTTAAACA GAGTCGGGTT TGGATGGTCA

ACTCCGGCAT ACTGCCGAAA ACABACCAAT CCGTCACCGT CAAGGCCCCG
CACCGCTGGC CGCACGCAGG AAAAATAAGT TGCGACCGCG AGCGGGCGAA
TCAGAAAGGG CGTCCGGCCT TGGTCAGACA CGACAGCGAC GCGGAAAGGC
TGCGCCCGCG:GTGCCATCTA CAAGGGTCCA CGTCCATCCA AAAAGAGCGG

Figura 5E

40



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


