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DESCRIPCIÓN

Planta de maíz MON88017 y composiciones y procedimientos de detección de la misma

Campo de la invención

La presente invención se refiere al campo de la biología molecular de las plantas. Más específicamente, la invención 
se refiere a una planta de maíz MON88017 tolerante a glifosato y resistente a insectos y al análisis y los 5
procedimientos para detectar la presencia del ADN de la planta de maíz MON88017 en una muestra de planta y 
composiciones de la misma.

Descripción de la técnica relacionada

El maíz es un cultivo importante y es una fuente principal de alimento en muchas regiones del mundo. Los 
procedimientos de biotecnología se han aplicado al maíz para la mejora de los rasgos agronómicos y de la calidad 10
del producto. Uno de tales rasgos agronómicos es la tolerancia a los herbicidas, en particular, la tolerancia al 
herbicida glifosato. Este rasgo en el maíz se ha conferido mediante la expresión de un transgén en la planta de maíz 
que expresa una 5-enolpiruvil siquimato-3-fosfato sintasa (CP4 EPSPS, Patente de Estados Unidos 5.633.435) 
resistente a glifosato. Otro rasgo agronómico es la resistencia a insectos, por ejemplo, la resistencia de la planta del 
maíz genéticamente modificada al taladro del maíz y al gusano de la raíz del maíz (Patente de Estados Unidos15
6.489.542 y Patente de Estados Unidos 6.620.988). Sería ventajoso ser capaz de detectar la presencia de ADN 
transgénico/genómico de una planta en particular con el fin de determinar si la progenie de un cruce sexual contiene 
el ADN transgénico/genómico de interés. Además, un procedimiento para detectar una planta en particular sería útil 
cuando cumple con las regulaciones que requieren la aprobación previa a la comercialización y el etiquetado de 
alimentos derivados de las plantas de cultivo recombinantes.20

Se sabe que la expresión de genes exógenos en las plantas está influenciada por su posición cromosómica, 
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 integración (Weising et ál., 
Ann. Rev. Genet 22:421-477, 1988). Por esta razón, a menudo es necesario explorar un gran número de plantas con 
el fin de identificar una planta que se caracterice por la expresión óptima de un gen de interés introducido. Por 25
ejemplo, en las plantas y en otros organismos se ha observado que puede haber una amplia variación entre plantas 
en los niveles de expresión de un transgén introducido. También puede haber diferencias entre los patrones de 
expresión espacial o temporal, por ejemplo, diferencias en la expresión 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 construcción génica introducida. Por esta razón, es común producir de cientos a miles de diferentes 30
plantas transgénicas y explorar aquellas plantas en busca de una sola planta que tenga los niveles de expresión y 
fenotipo del transgén que se desea con fines comerciales. Una planta que tiene niveles o patrones de expresión del 
transgén deseado es útil para la introgresión del transgén en otros fondos genéticos mediante cruzamiento sexual 
usando procedimientos de reproducción convencionales. La progenie de tales cruces mantiene las características de 
expresión del transgén del transformante original. Esta estrategia se usa para garantizar una expresión génica fiable35
en diversas variedades que están 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 detección de ácidos
nucleicos bien conocidos tales como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o la hibridación de ADN usando 
sondas de ácido polinucleico. Estos procedimientos de detección generalmente cebadores de ADN o moléculas 40
sonda que son específicos para los elementos genéticos, tales como promotores, líderes, intrones, regiones 
codificantes, terminadores de transcripción 3’, genes marcadores, etc., que son los componentes de los transgenes 
de una construcción de ADN. Como resultado, tales procedimientos no pueden ser útiles para discriminar entre 
diferentes eventos transgénicos, en particular los producidos usando la misma construcción de ADN transgénico a 
menos que se conozca la secuencia de ADN genómico adyacente al ADN del transgén insertado. Se han 45
desarrollado procedimientos de detección de ADN específicos 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 maíz resistente a insectos (Patente de Estados Unidos publicada
20020102582), y un evento nk603 de maíz tolerante a glifosato (Patente de Estados Unidos publicada
20020013960).50

La presente invención se refiere a una planta de maíz MON88017 tolerante a glifosato y resistente al gusano de la 
raíz del maíz, a composiciones contenidas en el presente documento, al procedimiento para la detección de la
región de inserción transgénica/genómica en la planta de maíz MON88017 y a la progenie de la misma que contiene 
estas composiciones.

Sumario55

La presente invención se refiere a una planta de maíz, a su progenie, semilla o parte de la misma, tolerante a
glifosato y resistente al gusano de la raíz del maíz, 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 unión transgénica/genómica de las 
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SEC ID Nos: 1 y 2, estando presente el inserto del transgén mostrado en la Fig. 2 en el evento de maíz MON88017
depositado en la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC) con el número de registro PTA-5582.

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

(i) es una región transgénica/genómica SEC ID Nº: 5 que comprende el ADN de unión transgénico/genómico de 
la SEC ID Nº: 1 y SEC ID Nº: 2, o el complemento completo de la misma;5
(ii) es una región transgénica/región genómica SEC ID Nº: 3 que comprende el ADN de unión 
transgénico/genómico de la SEC ID Nº: 1, o el complemento completo de la misma; o
(iii) es una región transgénica/región genómica SEC ID Nº: 4 que comprende el ADN de unión 
transgénico/genómico de la SEC ID Nº: 2, o el complemento completo de la misma.

Se proporciona una molécula de ADN aislada que es una región transgénica/genómica SEC ID Nº: 3 o el 10
complemento de la misma, en la que esta molécula de ADN está en el genoma de la planta de maíz MON88017. 
También se desvela una planta y una semilla de maíz que comprenden en su genoma la SEC ID Nº: 3.

Además, se proporciona una molécula de ADN aislada que es una región transgénica/genómica SEC ID Nº: 4, o el
complemento de la misma, en la que esta molécula de ADN está en el genoma de la planta de maíz MON88017.
También se desvela una planta de maíz y una semilla que comprenden en su genoma la SEC ID Nº: 4.15

Se proporciona una molécula de ADN aislada que es una región transgénica/genómica SEC ID Nº: 5 de MON 88017 
o el complemento de la misma, en la que esta molécula de ADN está en el genoma de la planta de maíz MON88017. 
También se desvela una planta de maíz y una semilla que comprenden en su genoma la SEC ID Nº: 5.

Adicionalmente, se proporcionan dos moléculas de ADN que comprenden un par de cebadores para su uso en un 
procedimiento de detección de ADN, en el que la primera molécula de ADN comprende al menos 11 o más 20
polinucleótidos contiguos de cualquier parte de la región del ADN del transgén de la molécula de ADN de SEC ID Nº. 
3 o el complemento de la misma, y una segunda molécula de ADN que comprende al menos 11 o más
polinucleótidos contiguos de cualquier parte de una región de ADN genómica del maíz de SEC ID Nº. 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 amplificación de ADN que produce un amplicón. El amplicón producido 25
usando el par de cebadores de ADN en el procedimiento de amplificación de ADN es diagnóstico para la planta de 
maíz MON88017 cuando el amplicón contiene la SEC ID Nº: 1. El experto en la técnica reconocerá que la primera y 
segunda moléculas de ADN no están obligadas a consistir solamente en ADN, sino que también pueden estar
compuestas exclusivamente de ARN, una mezcla de ADN y ARN, o una combinación de ADN, ARN, u otros 
nucleótidos o análogos de los mismos que no actúan como moldes para una o más polimerasas. Además, el experto 30
en la técnica reconocerá que una sonda o un cebador, como se expone en el presente documento, deberá tener una 
longitud de al menos aproximadamente 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20 nucleótidos consecutivos y 
seleccionarse del grupo de nucleótidos como se expone en la SEC ID Nº: 1 (unión 5’ designada arbitrariamente), 
SEC ID Nº: 2 (unión 3’designada arbitrariamente), SEC ID Nº: 3 (parte de la secuencia flanqueante 5’ designada 
arbitrariamente), SEC ID Nº: 4 (parte de la secuencia flanqueante 3’ designada arbitrariamente), y SEC ID Nº: 5 35
(toda o una parte de la secuencia de nucleótidos insertada). Son posibles sondas y cebadores de una longitud de al 
menos aproximadamente 21 a 50 o más nucleótidos consecutivos cuando se seleccionan del grupo de nucleótidos 
como se expone en la SEC ID Nº: 3, SEC ID Nº: 4 y SEC ID Nº: 5.

Además, se proporcionan dos moléculas de ADN que comprenden un par de cebadores para su uso en un 
procedimiento de detección de ADN, en el que la primera molécula de ADN comprende al menos 11 o más 40
polinucleótidos contiguos de cualquier parte de la región del ADN del transgén de la molécula de ADN de SEC ID Nº: 
4 o el complemento de la misma, y una segunda molécula de ADN que comprende al menos 11 o más 
polinucleótidos contiguos de cualquier parte de una región genómica del ADN del maíz de SEC ID Nº: 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 amplificación de ADN que produce un amplicón. El amplicón producido 45
usando el par de cebadores de ADN en el procedimiento de amplificación de ADN es diagnóstico para la planta de 
maíz MON88017 cuando comprende la SEC ID Nº:2.

De acuerdo con otra divulgación, se proporcionan procedimientos para detectar la presencia de ADN que 
corresponde específicamente al ADN de la planta de maíz MON88017 en una muestra. Tales procedimientos
comprenden: (a) poner en contacto la muestra que comprende el ADN genómico MON88017 con un par de 50
cebadores de ADN como se define anteriormente en el presente documento; y (b) realizar una reacción de 
amplificación de ácido nucleico, produciendo de este modo un amplicón; y (c) detectar el amplicón, en el que el 
amplicón comprende la SEC ID Nº: 1 o SEC ID Nº: 2.

De acuerdo con otra divulgación, se proporcionan procedimientos para detectar la presencia de ADN que 
corresponde específicamente al ADN de la planta de maíz MON88017 en una muestra. Tales procedimientos55
comprenden: (a) poner en contacto la muestra que comprende el ADN MON88017 con una sonda de ADN que 
comprende la SEC ID Nº:1 o SEC ID Nº: 2, o moléculas de ADN sustancialmente homólogas a la SEC ID Nº:1 o 
SEC ID Nº: 2, que hibridan en condiciones de hibridación rigurosas con el ADN genómico de la planta de maíz 
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MON88017 y no hibridan en condiciones de hibridación rigurosas con la planta de maíz no MON88017; (b) someter
la muestra y la sonda a condiciones de hibridación rigurosas; y (c) detectar la hibridación de la sonda con el ADN de 
la planta del maíz MON88017.

Lo anterior y otros aspectos de la invención se harán más evidentes a partir de la siguiente descripción detallada y 
dibujos adjuntos.5

Breve descripción de los dibujos

Figura 1. Mapa del plásmido de pMON53616.

Figura 2. Organización genómica del inserto en la planta de maíz MON88017.

Figura 3. Región de ADN transgénica/genómica 5’ (SEC ID Nº: 3) de MON88017.

Figura 4. Región de ADN transgénica/genómica 3’ (SEC ID Nº: 4) de MON88017.10

Figura 5. Región de ADN transgénica/genómica (SEC ID Nº: 5) de MON88017.

Descripción detallada

Una planta de maíz transgénica, denominada en el presente documento, “planta MON88017” o “MON88017”, es 
resistente a daños por alimentación por la plaga del Coleóptero gusano de la raíz del maíz (Diabrotica spp.), y es 
tolerante a la acción fitotóxica del glifosato que contienen los herbicidas agrícolas. Este doble rasgo de la planta del 15
maíz expresa una variante modificada de la proteína CRY3Bb1 (Patente de Estados Unidos 6.501.009) de Bacillus 
thuringiensis (subsp. kumamotoensis), que proporciona resistencia a daños por alimentación por la larva del gusano 
de la raíz del maíz, y una proteína 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 maíz proporcionará grandes beneficios a los productores de maíz: a) protección 20
frente a pérdidas económicas debidas a la larva del gusano de la raíz del maíz, una gran plaga de insectos en los 
Estados Unidos y una creciente preocupación en muchas zonas del mundo de cultivo de maíz, y b) la capacidad
para aplicar herbicidas agrícolas, que contienen glifosato, al cultivo de maíz para el control de malas hierbas de 
amplio espectro. Adicionalmente, los transgenes que codifican los rasgos de tolerancia al gusano de la raíz del maíz 
y al glifosato están unidos en el mismo segmento de ADN y se encuentran en un solo locus en el genoma de 25
MON88017, eso proporciona una mejora de la eficiencia de la reproducción y permite el uso de marcadores 
moleculares para rastrear el inserto transgénico en las poblaciones de reproducción y en la progenie de las mismas.

La planta de cultivo MON88017 se produjo por un proceso de transformación mediada por Agrobacterium de una 
línea endogámica de maíz con la construcción del plásmido pMON53616 (Figura 1). Esta construcción plasmídica
contiene los casetes de expresión de planta unidos con los elementos genéticos reguladores necesarios para la30
expresión de la proteína CRY3Bb1 y la proteína CP4 EPSPS en células de la planta de maíz. Las células del maíz 
se regeneraron en plantas de maíz intactas y se seleccionaron plantas individuales de la población de plantas que 
mostró integridad de los casetes de expresión de la planta y resistencia a glifosato y a daños por alimentación de la 
larva del gusano de la raíz del maíz. Es un aspecto de la presente invención, una planta de maíz que contiene en su 
genoma los casetes de expresión de planta de pMON53616 unidos.35

El ADN plasmídico insertado en el genoma de la planta de maíz MON88017 se caracterizó por análisis moleculares
detallados. Estos análisis incluyeron: el número de inserto (número de sitios de integración dentro del genoma del
maíz), el número de copias (el número de copias del ADN-T dentro de un locus), y la integridad de los casetes
génicos insertados. Se usaron sondas moleculares de ADN que incluían las regiones codificantes intactas de CP4 
EPSPS y CRY3Bb1 y sus respectivos elementos reguladores, los promotores, intrones, y secuencias de 40
poliadenilación de los casetes de expresión de la planta, y la región de ADN estructural del plásmido pMON53616. 
Los datos muestran que el MON88017 contiene una sola inserción 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 
transformación pMON53616, unidos o no unidos a casetes génicos intactos. Por último, se realizaron análisis de 
PCR y de secuencia de ADN para determinar las uniones 5’ y 3’ del genoma “de inserción a la planta”, para 45
confirmar la organización de los elementos dentro del inserto (Fig. 2), y para determinar la secuencia completa de 
ADN del inserto en la planta de maíz MON88017 (SEC ID Nº: 5).

Una planta tolerante a glifosato, resistente al gusano de la raíz del maíz se puede reproducir mediante un primer 
cruce sexual de una primera planta de maíz parental, constituida por una planta de maíz adulta de MON88017, con 
una segunda planta de maíz parental que carece de la tolerancia al herbicida glifosato, produciendo de este modo 50
una pluralidad de plantas de la progenie híbrida. Las líneas de maíz endogámicas se pueden generar por un proceso 
que incluye, el retrocruzamiento con el padre recurrente, y la selección con tratamiento del glifosato. Las
descripciones de otros procedimientos de reproducción que se usan comúnmente 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).55

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 



5

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 más comunes en biología molecular también se 
pueden encontrar en Rieger et ál., Glossary of Genetics: Classical and Molecular, 5ª edición, 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 § 1.822.5

Tal como se usa en el presente documento, el término “maíz” significa Zea mays e incluye todas las variedades de 
plantas que se pueden reproducir con la planta de maíz 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® 10
(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 
formulación herbicida que contiene glifosato. Ejemplos de formulaciones comerciales de glifosato incluyen, sin 
limitación, los vendidos por Monsanto Company como los herbicidas ROUNDUP, ROUNDUP ULTRA, 15
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 20
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 fitotóxico debido a 
su inhibición de la ruta del ácido siquímico, que proporciona un precursor para la síntesis de aminoácidos 
aromáticos. 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 expresión de variantes bacterianas de EPSPS y 25
variantes de planta EPSPS que tienen menor afinidad para el glifosato y por lo tanto conservan su actividad 
catalítica en presencia del glifosato (Patentes de Estados Unidos Nº. 5.633.435, 5.094.945, 4.535.060, y 6.040.497).

Las larvas del gusano de la raíz del maíz (CRW, Corn Rootworm, Diabrotica spp) se alimentan de las raíces de las 
plantas de maíz en desarrollo. Se dedica un gasto y tiempo sustancial en controlar el daño económico causado por 
esta plaga. Los insecticidas químicos, incluyendo organofosfatos, carbamatos y piretroides se incorporan en el suelo 30
en más de 6,5 millones de hectáreas (16 millones de acres) de maíz al año 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 
reducción de los posibles riesgos para la salud y la seguridad humana, la reducción de los impactos directos sobre 
los organismos no objetivo, la reducción de la contaminación de los suministros de agua superficial y subterránea, la 
disminución de los problemas de desechado de los contenedores de pesticidas, y la compatibilidad general con otros35
programas de gestión de plagas y agronómicos.

La presente invención proporciona plantas transgénicas que se han transformado con una construcción de ADN que 
contiene al menos un casete de expresión que expresa altos niveles de delta-endotoxina Cry3Bb1 y al menos un 
casete de expresión que expresa una enzima de tolerancia al glifosato. Las plantas de maíz transformadas de 
acuerdo con los procedimientos y con la construcción de ADN descritos en el presente documento son resistentes al40
CRW. Las mismas plantas de maíz también son resistentes al herbicida glifosato. Los rasgos agronómicos unidos
proporcionan facilidad en el mantenimiento de estos rasgos juntos en una población de cultivo.

Una "planta" transgénica se produce mediante transformación de una célula de la planta con el ADN heterólogo, es 
decir, una construcción de ácido polinucleico que incluye un transgén de interés; la regeneración de una población 
de plantas resultantes de la inserción del transgén dentro del genoma de la célula de la planta, y la selección de una 45
planta en particular caracterizada por la inserción dentro de una localización genómica particular. El término "evento" 
se refiere a la planta transformante original y la progenie del transformante que incluye el ADN heterólogo. 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 heterólogo. Incluso después de retrocruzamientos repetidos con un padre recurrente, el 
ADN insertado y el ADN genómico flanqueante del evento padre transformado están presentes en la progenie del 50
cruce en la misma localización cromosómica. El término "evento" también se refiere al ADN del transformante
original que comprende el ADN insertado, y la secuencia genómica flanqueante inmediatamente adyacente al ADN
insertado, que debería 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 línea parental que incluye el ADN insertado (por 
ejemplo, el transformante original y la progenie resultante de la autofecundación) y una línea parental que no 55
contiene el ADN insertado. La presente invención está relacionada con el evento transgénico, la planta de maíz 
MON88017, la progenie de la misma, y las composiciones de ADN contenidas en el mismo. 

Una "sonda" es un ácido nucleico aislado el cual se une a un marcador detectable convencional o molécula 
reportera, por ejemplo, un isótopo radiactivo, ligando, agente quimioluminiscente, o enzima. Una sonda tal es 
complementaria a una hebra de un ácido nucleico diana, en el caso de la presente invención, a una hebra de ADN 60
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genómico del MON88017 ya sea de una planta MON88017 o de una muestra que incluye ADN MON88017. Las 
sondas no sólo incluyen ácidos desoxirribonucleicos o ribonucleicos, sino también poliamidas y otros materiales de 
sonda que se unen específicamente a una secuencia de ADN diana y pueden usarse para detectar la presencia de 
esa secuencia de ADN diana.

Los cebadores de ADN son ácidos polinucleicos aislados que se hibridan con una hebra de ADN diana 5
complementaria mediante hibridación de ácidos nucleicos para formar un híbrido entre el cebador y la hebra de ADN 
diana, a continuación, 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 invención se 
refieren a dos cebadores de ADN útiles respecto a la amplificación de una secuencia de ácido nucleico diana, por 
ejemplo, mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) u otros procedimientos convencionales de 10
amplificación del ácidos polinucleicos.

Las sondas de ADN y los cebadores de ADN son generalmente 11 polinucleótidos o más en longitud, a menudo 18
polinucleótidos o más, 24 polinucleótidos o más, o 30 polinucleótidos o más. Tales sondas y cebadores se 
seleccionan para ser de longitud suficiente para hibridarse específicamente a una secuencia diana en condiciones 
de hibridación de alta rigurosidad. Preferiblemente, las sondas y cebadores tienen similitud de secuencia completa 15
con la secuencia diana, aunque las sondas que difieren de la secuencia diana que retienen la capacidad para 
hibridarse a secuencias diana se pueden diseñar mediante los procedimientos convencionales

Los procedimientos para preparar y usar sondas y cebadores se describen, por ejemplo, en Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, 2ª edición, vol. 1-3, ed. Sambrook et ál, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY, 1989 (en lo sucesivo, "Sambrook et ál., 1989"); Current Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel et ál, 20
Greene Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York, 1992 (con actualizaciones periódicas) (en lo sucesivo, 
"Ausubel et ál., 1992"); y Innis et ál, 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 propósito, tal como Cebador (Versión 0.5,  1991, 
Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA.).25

Los cebadores y las sondas basados en las secuencias flanqueantes y de inserto del ADN genómico 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 reclonación y la secuenciación de
tales moléculas de ADN.

Las sondas y cebadores de ácidos nucleicos hibridan en condiciones rigurosas con una molécula de ADN diana. 30
Cualquier procedimiento de hibridación o amplificación de ácido nucleico convencional se puede usar para identificar 
la presencia de ADN de una planta transgénica en una muestra. Las moléculas de ácido polinucleico, se refieren
también como a segmentos de ácidos nucleicos, o fragmentos de los mismos que son capaces de hibridar 
específicamente con otras moléculas de ácido nucleico en ciertas circunstancias. Como se usa el presente
documento, se dice que dos moléculas de ácido polinucleico son capaces de hibridar específicamente entre sí si las 35
dos moléculas son capaces de formar una estructura ácido nucleico de cadena doble, antiparalela. Se dice que una 
molécula de ácido nucleico es el "complemento" de otra molécula de ácido nucleico si presentan complementariedad 
completa. Como se usa en el presente documento, se dice que las moléculas presentan "complementariedad 
completa" cuando cada nucleótido de una de las moléculas es complementario con un nucleótido de la otra. Se dice 
que dos moléculas son "mínimamente complementarias" si pueden hibridar entre sí con suficiente estabilidad para 40
permitirlas permanecer fusionadas entre sí en al menos condiciones convencionales de "baja rigurosidad". Del 
mismo modo, se dice que las moléculas son "complementarias" si pueden hibridar entre sí con suficiente estabilidad 
para permitirlas permanecer fusionadas entre sí en condiciones convencionales de "alta rigurosidad". Las 
condiciones de rigurosidad convencionales se describen por Sambrook et ál, 1989, y por Haymes et ál., En: Nucleic 
Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington, DC (1985), son admisible por lo tanto las 45
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 ácido 
nucleico sirva como un cebador o una sonda sólo 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.50

Como se usa en el presente documento, una secuencia sustancialmente homóloga es una secuencia de ácido 
nucleico que se hibridará específicamente con el complemento de la secuencia de ácido nucleico con la que se está 
comparando en condiciones de alta rigurosidad. Las condiciones de rigurosidad apropiadas que promueven la 
hibridación de ADN, por ejemplo, cloruro de sodio/citrato de sodio 6,0 X (SSC) a aproximadamente 45 ºC, seguido 
por un lavado de SSC 2,0 X a 50 ºC, se conocen por los expertos en la técnica o se pueden encontrar en Current 55
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY (1989), 6.3.1-6.3.6. Por ejemplo, la concentración de sal en la 
etapa de lavado se puede seleccionar desde una rigurosidad baja de aproximadamente SSC 2,0 X a 50 ºC a una 
rigurosidad alta de aproximadamente SSC 0,2 x a 50 ºC. Además, la temperatura en la etapa de lavado se puede 
incrementar a partir de condiciones de baja rigurosidad a temperatura ambiente, aproximadamente 22 ºC, en 
condiciones de alta rigurosidad a aproximadamente 65 ºC. Tanto la temperatura como la sal se pueden variar, o bien60
la temperatura o bien la concentración de sal se pueden mantener constantes mientras la otra variable se cambia.
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Un ácido nucleico descrito en el presente documento hibridará específicamente con una o más de las moléculas de 
ácido nucleico expuesta en SEC ID Nº: 1, 2, 3, 4, o 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 ºC. Un 
ácido nucleico descrito en el presente documento hibridará específicamente con una o más de las moléculas de 
ácido nucleico expuestas en SEC ID Nº: 1, 2, 3, 4, o 5 o complementos o fragmentos de cualquiera en condiciones 5
de alta rigurosidad. Una molécula de ácido nucleico marcadora preferida tiene la secuencia de ácido nucleico 
expuesta en SEC ID Nº: 1 o la SEC ID Nº: 2 o complementos de las mismas o fragmentos de cualquiera de las dos.
Una molécula de ácido 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 ácido nucleico expuesta en SEC ID Nº: 1 o SEC ID Nº: 2 o 
complemento de la misma o fragmentos de cualquiera de las dos. Una molécula de ácido nucleico marcadora10
preferida comparte entre el 95% y el 100% de la identidad de secuencia con la secuencia expuesta en SEC ID Nº: 1 
o SEC ID Nº: 2 o complemento de la misma o fragmentos de cualquiera. La SEC ID Nº: 1 o la SEC ID Nº: 2 se 
pueden usar como marcadores en los procedimientos de reproducción de plantas para identificar la progenie de 
cruces genéticos de forma similar a los procedimientos descritos para el análisis de marcador de ADN de repetición 
de secuencia simple, en "DNA markers: Protocols, applications, and overviews: (1997) 173-185, Cregan, et ál., eds., 15
Wiley-Liss NY. La hibridación de la sonda a la molécula de ADN diana se puede detectar mediante cualquier número 
de procedimientos conocido por los expertos en la técnica, estos pueden incluir, pero sin limitarse a, marcas
fluorescentes, marcas radioactivas, marcas de basadas en antibióticos, y marcas quimioluminiscentes.

En cuanto a la amplificación de una secuencia de ácido nucleico diana (por ejemplo, mediante PCR) usando un par 
de cebadores de amplificación en particular, unas " condiciones rigurosas " son condiciones que permiten al par de 20
cebadores hibridar sólo con la secuencia diana de ácido nucleico a la que se uniría un cebador que tenga la 
secuencia natural correspondiente (o su complemento) y que permiten producir preferiblemente un único producto 
de amplificación, el amplicón, en una reacción de amplificación térmica del ADN.

El término "específico para (una secuencia diana)" indica que una sonda o cebador se hibrida en condiciones de 
hibridación rigurosas sólo con la secuencia diana en una muestra que comprende la secuencia diana.25

Como se usa en el presente documento, el "ADN amplificado" o "amplicón" se refiere al procedimiento de 
amplificación de ácidos polinucleicos dirigido a una molécula de ácido polinucleico diana que es parte de un molde
de ácido polinucleico. Por ejemplo, para determinar si una planta de maíz resultante de un cruce sexual contiene 
ADN genómico transgénico de planta a partir de la planta MON88017 de maíz de la presente invención, el ADN que 
se extrae de una muestra de tejido de la planta de maíz se puede someter a un procedimiento de amplificación de 30
ácidos 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 inserción del ADN heterólogo insertado (ADN transgén), y un 
segundo cebador derivado del ADN heterólogo insertado para producir un amplicón que es diagnóstico respecto a la
presencia del ADN de la planta MON88017. El amplicón de diagnóstico es de una longitud y tiene una secuencia de 
ADN que también es diagnóstico para el ADN genómico de la planta, la secuencia de ADN del amplicón que 35
comprende la SEC ID Nº: 1 o la SEC ID Nº: 2. El amplicón puede variar en longitud desde la longitud combinada del
par de cebadores además de un par de bases nucleotídicas, preferiblemente más aproximadamente cincuenta pares 
de bases nucleotídicas, más preferiblemente más aproximadamente doscientos cincuenta pares de bases 
nucleotídicas, e incluso más preferiblemente más aproximadamente cuatrocientos cincuenta pares de bases 
nucleotídicas o más. Alternativamente, un par de cebadores se pueden derivar de la secuencia genómica en ambos 40
lados del ADN heterólogo insertado para producir un amplicón que incluye la secuencia nucleotídica del inserto 
entera (por ejemplo, un cebador directo aislado de la porción genómica de la SEC ID Nº: 3 y un cebador inverso 
aislado de la porción genómica de la SEC ID Nº: 4 que amplifica una molécula de ADN que comprende los dos 
casetes de expresión del fragmento de ADN del pMON53616 que se insertó en el genoma MON88017, el inserto 
que comprende aproximadamente 7125 nucleótidos de la SEC ID Nº: 5, Figura 2 y Figura 5). Un miembro de un 45
primer par derivado de la secuencia genómica 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 nucleótidos 
hasta aproximadamente veinte mil pares de bases de nucleótidos. El uso del término "amplicón" excluye 
específicamente dímeros de cebador que se pueden formar en la reacción de amplificación térmica de ADN.

La amplificación de ácidos polinucleicos se puede llevar a cabo mediante cualquiera de los diversos procedimientos50
de amplificación de ácidos polinucleicos conocidos en la técnica, incluyendo la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR). Los procedimientos de amplificación se conocen en la técnica y se describen, entre otras cosas, en la 
patente de Estados Unidos Nº: 4.683.195 y 4.683.202 y en los PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, 
ed. Innis et ál., Academic Press, San Diego, 1990. Los procedimientos de amplificación de PCR se han desarrollado 
para amplificar hasta 22 kb (kilobases) de ADN genómico y hasta 42 kb de ADN de bacteriófago (Cheng et ál., Proc. 55
Natl. Acad. Sci. EE.UU. 91: 5695- 5699, 1994). Estos procedimientos así como otros procedimientos conocidos en la 
técnica de amplificación de ADN pueden usarse en la práctica de la presente invención. La secuencia del inserto de 
ADN heterólogo o secuencia ADN genómico flanqueante del MON88017 se puede verificar (y corregir si es 
necesario) mediante la amplificación 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 número PTA-5582, usando cebadores derivados de las 60
secuencias proporcionadas en el presente documento, seguidas por secuenciación de ADN estándar del amplicón 
de PCR o fragmentos de ADN clonados de los mismos. 

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 



8

Los kits de detección de ADN que se basan en procedimientos de amplificación de ADN contienen las moléculas de 
cebador de ADN que se hibridan específicamente a un ADN diana y amplifica un amplicón de diagnóstico en las 
condiciones de reacción apropiadas. El kit puede proporcionar un procedimiento de detección basado en el gel de 
agarosa o cualquier número de procedimientos para detectar el amplicón de diagnóstico que se conocen en la 
técnica. Es un objeto de la invención un kit que contiene los cebadores de ADN que son homólogos o 5
complementarios a cualquier parte de la región genómica de maíz de SEC ID Nº: 3 o SEC ID Nº: 4 y a cualquier 
parte de la región del inserto del transgén de SEC ID Nº: 5. Identificados específicamente como un par de cebadores
útil en unos procedimientos de amplificación del ADN es SEC ID Nº: 6 y SEC ID Nº: 7 que amplifican un amplicón de 
diagnóstico homólogo a una parte de la región 5’ del transgén/genoma del MON88017, en la que el amplicón 
comprende SEC ID Nº: 1. Otras moléculas de ADN útiles como cebadores de ADN se pueden seleccionar entre la 10
secuencia de ADN transgénica/genómica del MON88017 (SEC ID Nº: 5) divulgada por los expertos en la técnica de
amplificación del ADN.

El amplicón de diagnóstico producido mediante estos procedimientos se puede detectar mediante una pluralidad de 
técnicas. Uno de tales procedimientos es el Análisis de Bits Genéticos (Nikiforov, et ál. Nucleic Acid Res. 22:4167-
4175, 1994), donde se diseña un oligonucleótido de ADN el cual se solapa tanto con la secuencia de ADN genómico 15
flanqueante adyacente como con la secuencia de ADN insertado. El oligonucleótido se inmoviliza en pocillos de una 
placa microtituladora. Después de la PCR de la región de interés (usando un cebador en la secuencia insertada y
uno en la secuencia genómica flanqueante adyacente), un producto de la PCR de cadena simple se puede hibridar
con el oligonucleótido inmovilizado y servir como una molde para una reacción de extensión de base única usando 
una ADN polimerasa y didesoxinucleótidos trifosfatos (ddNTPs) señalados específicos para la siguiente base20
esperada. La lectura puede ser fluorescente o basada en ELISA. Una señal indica la presencia de la secuencia 
transgénica/genómica debida a la amplificación, hibridación y extensión de base única exitosa.

Otro procedimiento es la técnica de Pirosecuenciación como se describe por Winge (Innov Pharma Tech 00:18-24, 
2000). En este procedimiento se diseña un oligonucleótido que solapa con el ADN genómico adyacente y la unión de 
ADN del inserto. El oligonucleótido se hibrida a un producto de PCR de cadena simple a partir de la región de interés 25
(un cebador insertado en la secuencia y uno en la secuencia genómica flanqueante) y se incuba en presencia de 
una ADN polimerasa, ATP, sulfurilasa, luciferasa, apirasa, adenosina 5' fosfosulfato y luciferina. Se añaden de forma 
individual los dNTPs y la incorporación da como resultado una señal ligera la cual se mide. Una señal ligera indica la 
presencia de la secuencia del inserto transgénica/genómica debida a la amplificación, hibridación y extensión de 
base única o multibase exitosas.30

La Polarización de Fluorescencia como se describe por Chen, et ál, (Genome Res. 9:492-498, 1999) es un 
procedimiento el cual se puede usar para detectar el amplicón de la presente invención. Usando este procedimiento
se diseña un oligonucleótido el cual se solapa con el ADN genómico flanqueante y la unión del ADN insertado. El 
oligonucleótido se hibrida a un producto de PCR de cadena simple a partir de la región de interés (un cebador en el 
ADN insertado y uno en la secuencia de ADN genómica flanqueante) y se incuba en presencia de una ADN 35
polimerasa y un ddNTP señalado fluorescentemente. La extensión de base individual da como resultado la 
incorporación de los ddNTP. La incorporación se puede medir como un cambio en la polarización usando un 
fluorómetro. Un cambio en la polarización indica la presencia de la secuencia de la secuencia del inserto
transgénica/secuencia genómica debida a la amplificación, hibridación y extensión de base única exitosa.

Se describe el TaqMan® (PE Applied Biosystems, Foster City, Calif.) como un procedimiento para detectar y 40
cuantificar la presencia de una secuencia de ADN y se entiende completamente en las instrucciones proporcionadas 
por el fabricante. En pocas palabras, se diseña una sonda oligonucleotídica FRET la cual solapa con el flanqueo 
genómico y la unión 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 genómica flanqueante) se pasan en ciclos en presencia de una polimerasa 
termoestable y dNTP. La hibridación de la sonda FRET da como resultado escisión y liberación del resto45
fluorescente lejos del resto desactivador de la sonda FRET. Una señal fluorescente indica la presencia de la
secuencia del transgén/secuencia genómica debido al éxito de la amplificación y la hibridación.

Se han descrito Balizas Moleculares para usar en la detección de la secuencia como se describe en Tyangi, et ál. (. 
Nature Biotech 14: 303-308, 1996) En pocas palabras, se diseña una sonda oligonucleotídica FRET que se solapa 
con la unión de ADN del inserto y la región flanqueante genómico. La estructura única de la sonda FRET dio como50
resultado estructuran de contención secundaria que mantiene en proximidad cercana los restos fluorescente y el 
desactivador. La sonda FRET y los cebadores de PCR (un cebador en la secuencia del inserto de ADN y uno en la 
secuencia genómica flanqueante) se pasan en ciclos en presencia de una polimerasa termoestable y dNTP. 
Después de la amplificación de PCR exitosa, la hibridación de la sonda FRET a la secuencia diana da como 
resultado la eliminación de la estructura de sonda secundaria y la separación espacial de los restos fluorescentes y55
desactivadores. Da como resultado una señal fluorescente. Una señal fluorescente indica la presencia de la 
secuencia del inserto flanqueante/transgénico debido a la amplificación y la hibridación exitosa.

Los kits de detección de ADN se pueden desarrollar usando las composiciones divulgadas en el presente
documento y los procedimientos bien conocidos en la técnica de detección de ADN. Los kits son útiles respecto a la
identificación en una muestra del ADN MON88017 de la planta de maíz y se pueden aplicar a procedimientos60
respecto a la reproducción de plantas de maíz que contienen el ADN MON88017. Un kit contiene moléculas de ADN 

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 



9

que son útiles como cebadores o sondas y que son homólogas o complementarias de al menos una porción de SEC
ID Nº: 1, 2, 3, 4, o 5. Las moléculas de ADN se pueden usar en procedimientos de amplificación de ADN (PCR) o 
como sondas en procedimientos de hibridación de ácidos polinucleicos, es decir, el análisis southern, análisis 
northern. El vector plásmido pMON53616 usado para producir el evento de maíz MON88017 contiene dos casetes 
de expresión: el casete de expresión uno comprende el promotor CaMV 35S con potenciador duplicado unido al líder 5
CAB 5’ del trigo unida al intrón de actina 1 de arroz unida a la región de codificación 1 de Cry3Bb unido a la
secuencia de poliadenilación Hsp17 3’ del trigo; y unido al casete de expresión dos que comprende el promotor de 
actina 1 de arroz unido al intrón de actina 1 de arroz que conduce la transcripción de un péptido de tránsito al 
cloroplasto fusionado a la región de codificación CP4 EPSPS y unido a la región de poliadenilación 3’ NOS, la 
secuencia de los casetes de expresión unidos están contenidos en la SEC ID Nº: 5.10

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar ejemplos de ciertas divulgaciones preferidas. Se debería
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 práctica de la divulgación, y por lo tanto se puede 
considerar para constituir ejemplos de modos preferidos para su práctica.

Ejemplos15

Ejemplo 1

La planta de maíz transgénico MON88017 se generó mediante una transformación mediada por un Agrobacterium
de células de maíz con un fragmento de ADN derivado de pMON53616 (Fig. 1). La construcción de transformación 
de la planta, pMON53616 se acopló en Agrobacterium usando un procedimiento de apareamiento triparental (Ditta et 
ál, Proc Natl Acad Sci 77:7347-7351, 1980). El fragmento de ADN de pMON53616 que contiene dos casetes de 20
expresión de la planta transgén se insertó en el genoma de una célula vegetal de maíz, la célula de la planta de 
maíz se regeneró en la planta de maíz MON88017. La configuración del inserto en el genoma de MON88017 se 
muestra en la (Figura 2). El MON88017 y su progenie tienen tolerancia al glifosato y son resistentes al daño por la 
alimentación de las larvas del gusano de la raíz del maíz. La transformación del maíz se realizó esencialmente como 
se describe en el presente documento.25

Los cultivos líquidos 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 ºC-28 ºC con agitación (aproximadamente 150 
revoluciones por minuto , rpm) a la fase semilogarítmica de crecimiento en medio líquido 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/l 
de cloranfenicol con 200 M de acetosiringona (AS). Las células de Agrobacterium se resuspenden en el medio de 30
inoculación (CM4C líquido, tal como se describe en la Tabla 8 de la Patente de Estados Unidos Nº. 6.573.361) y la 
densidad celular se ajusta de tal manera que las células resuspendidas tienen una densidad óptica de 1 cuando se 
mide en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 660 nm (es decir, OD660). Embriones inmaduros de maíz de 
tipo II HillxLH198 y Hill recién aislados se inoculan con Agrobacterium y se cocultivan durante 2-3 días en la 
oscuridad a 23 ºC. Después, los embriones se transfieren a medios de retardo (N6 1-100-12; como se describe en la 35
Tabla 1 de la patente de Estados Unidos. Nº. 5.424.412), complementados con 500 mg/l de carbenicilina (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) y 20 M de AgNO3) y se incuban a 28 ºC durante 4 a 5 días. Todos los cultivos posteriores se 
mantienen a esta temperatura.

Los coleóptilos del maíz se extraen una semana después de la inoculación. Los embriones se transfieren al primer 
medio de selección (N61-0-12, como se describe en la Tabla 1 de la Patente de Estados Unidos Nº. 5.424.412), 40
complementado con 500 mg/l de carbenicilina y 0,5 mM de glifosato. Dos semanas más tarde, los tejidos 
supervivientes se transfieren al medio de la segunda selección (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 regeneración. Respecto a la regeneración, los tejidos de los callos se transfieren al medio de 45
regeneración (MSOD, como se describe en la Tabla 1 de la patente de Estados Unidos Nº. 5.424.412.) 
complementado con 0,1 M de ácido abscísico (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 plántulas se transfieren al medio MSOD (sin ABA) en un recipiente de cultivo y se incuban durante dos 
semanas. Después, las plantas con raíces se transfieren al suelo. Los expertos en la técnica de procedimientos de 50
transformación de células de maíz pueden modificar este procedimiento para proporcionar plantas de maíz 
transgénicas que contienen la construcción de ADN de la presente invención, o usar otros procedimientos, tales 
como, la pistola de partículas, que se sabe que proporcionan plantas monocotiledóneas transgénicas.

La planta y la semilla MON88017 tiene partes regenerables. Las partes regenerables de la semilla incluyen, pero no 
se limitan al embrión, al cotiledón, y al meristemo del brote o la raíz. La invención también incluye partes de la planta 55
de la planta de maíz MON88017 que incluyen, pero no se limitan a polen, óvulo, brotes, raíces, y hojas. La invención 
también incluye componentes extraíbles de la semilla MON88017 que incluyen, pero no se limitan a proteína, 
maicena, harina y aceite.
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Ejemplo 2

La planta de maíz MON88017 se seleccionó de entre muchas plantas de maíz transgénicas por la tolerancia al 
glifosato vegetativo y al daño reproductivo. Actualmente el éxito de la producción, de una planta transgénica de 
calidad comercial requiere producir un gran número de plantas transgénicas. En la presente invención, MON88017 
fue una planta de entre aproximadamente 472 R0 eventos que se habían transformado con diferentes construcciones5
de ADN que incluyeron pMON53616. El evento MON88017 se seleccionó de los muchos eventos por una serie de 
análisis moleculares, exploraciones de tolerancia al glifosato, exploraciones de resistencia a insectos, y 
exploraciones de análisis de expresión.

Las plantas de maíz transgénicas se ensayaron respecto a la resistencia a los daños por la alimentación del gusano 
de la raíz del maíz mediante exploraciones en invernadero y campo. Los daños de la raíz se clasificaron usando la 10
Escala Daño-Nudo (NIS, Node-Injury Scale) desarrollada por Oleson y Tollefson de la Universidad Estatal de Iowa, 
esta escala clasifica el daño hecho a las raíces de maíz usando de 0-3 valores. El valor 0,00 describe ningún daño 
por alimentación y es la clasificación más 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 o más nudos comidos y es la clasificación más alta. Se anota el daño en los nudos completamente comidos15
como el porcentaje del nudo que falta, es decir, 1,50 describe 1 1/2 de nudos comidos, 0,25 describe 1/4 de nudo
comido. Las parcelas de campo se infestaron artificialmente con larvas de gusano de la raíz del maíz mediante la 
aplicación 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 teflutrín (Force 3G, Zeneca Ag Products) a una 
proporción de 0,465 kg por kilómetro (5 onzas por 1000 pies) de fila. MON88017 demostró una clasificación de 20
daños a las raíces (RDR, Root Damage Rating) de entre 0,08 y 0,11 en múltiples ensayos. La isolínea tratada sin
insecticida mostró un promedio de 1,28 RDR. La proteína no insecticida tratada con insecticida que contenían las 
plantas de maíz mostró un RDR promedio de 0,44.

Las plantas de maíz 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, 25
MO) que se aplicó dos veces durante la estación de crecimiento una vez en la etapa de crecimiento V4 y una vez en 
la V8 a una proporción de 1,261 y 2,522 kg de ingrediente activo por hectárea (1,125 y 2,25 libras por acre). El 
rendimiento de las semillas de maíz se midió en la cosecha como el porcentaje de rendimiento en relación a las 
parcelas MON88017 sin pulverizar (WeatherMax O). Los resultados mostrados en la Tabla 1 demuestran que el 
MON88017 es altamente tolerante al glifosato y no se redujeron en rendimiento, sorprendentemente las parcelas 30
tratadas promediaron más alto en rendimiento que las parcelas tratadas.

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

Tratamiento Reproducción Promedio

WeatherMax 0 - V4 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

WeatherMax 1,125 + 1,125 - V4/V8 99,2 118,5 102,1 100,4 107,7 105,1

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 35
hojas de 0 a V4, con los resultados de los tratamientos 0-V4 que establecieron la línea base del 100 por ciento de 
rendimiento para cada repetición del tratamiento.

Ejemplo 3

El ADN genómico de MON88017 y las sustancias de control se extrajeron del grano de maíz mediante un primer 
procesamiento del grano a un polvo fino. Aproximadamente 6 gramos del grano procesado se transfirieron a un tubo 40
cónico de 50 ml (mililitros), después se añadieron al grano procesado ~ 16 ml de tampón de extracción CTAB [1,5% 
(p/v) CTAB, 75 mM Tris-HCl 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 ºC durante 30-60 minutos con mezclados
intermitente y luego se dejó enfriar a temperatura ambiente. Se añadió a las muestras aproximadamente 15 ml de 
cloroformo: alcohol isoamílico (24: 1 (v/v)). La suspensión se mezcló durante 5 minutos y las dos fases se separaron 45
mediante centrifugación a ~16.000 × g durante 5 minutos a temperatura ambiente. La capa acuosa (superior) se 
transfirió a un tubo cónico limpio de 50 ml. Aproximadamente 1/10 del volumen (~ 1,5 ml) del 10% del tampón CTAB 
[10% (p/v) CTAB y NaCl 0,7 M] y un volumen igual de cloroformo: alcohol isoamílico [24: (v/v) 1] se añadió a la fase 
acuosa, que después se mezcló durante 5 minutos. Las muestras se centrifugaron a ~16.000 × g durante 5 minutos 
para separar las fases. Se separó la capa acuosa (superior), se mezcló con un volumen igual (~ 15 ml) de tampón 50
de precipitación CTAB [1% (p/v) CTAB, 50 mM Tris pH 8,0, y 10 mM EDTA pH 8,0] y se dejó reposar a temperatura 
ambiente durante 1-2 horas. Las muestras se centrifugaron a ~10.000 × g durante 10 minutos a temperatura 
ambiente para sedimentar el ADN. Se desechó el sobrenadante, y el sedimento se disolvió en aproximadamente 2 
ml de tampón TE de alta salinidad (10 mM Tris-HCl, pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0, y 1 M NaCl). Se llevó a cabo una
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agitación suave a 37 ºC para ayudar en la disolución del sedimento. Si fue necesario, las muestras se centrifugaron 
a ~23.000 × g a temperatura ambiente durante 2 minutos para sedimentar y eliminar los residuos. Se añadieron 
aproximadamente un volumen 1/10 (~ 150 µl) de 3 M NaOAc (pH 5,2) y 2 volúmenes (~ 4 ml relativa al 
sobrenadante) de 100% etanol enfriado para precipitar el ADN. El ADN precipitado se agregó en un tubo de 
microcentrífuga que contenía 70% de etanol. El ADN se sedimentó en una microcentrífuga a velocidad máxima 5
(~14.000 rpm) durante ~ 5 minutos, se secó a vacío, y se redisolvió en tampón TE (pH 8,0). Después el ADN se 
almacenó en un refrigerador a 4 ºC.

Se digirieron diez g de ADN genómico con una enzima de restricción seleccionada, por ejemplo, SspI, EcoRV, ScaI 
y SmaI, en 200 l de tampón de restricción de la enzima a 37 ºC durante más de 4 horas, y después la enzima se
inactiva a 70-80 ºC durante 15 minutos. El ADN se extrajo con fenol y cloroformo, y se precipitó con EtOH y se 10
disolvió en 200 l. Después el ADN se autoligó en 1 ml de tampón de ligación y ADN ligasa T4 a 4 ºC durante toda la 
noche. La reacción de ligación se inactivó a 70-80 ºC durante 15 minutos, y se precipitó con EtOH y se disolvió en 
200 l. El ADN se usó como molde para PCR con cebadores específicos dentro de las regiones codificantes CP4 
EPSPS o Cry3Bb usando Expand High Fidelity System (Roche), siguiendo el protocolo proporcionado por el 
fabricante. Se usó una PCR secundaria con cebadores anidados respecto a la amplificación específica. Se clonó a 15
continuación el producto de PCR para el análisis de secuenciación. Se usó un kit universal GenomeWalker (número 
de catálogo # K1807-1, Clonetech, Palo Alto, Calif.) para el aislamiento del ADN de la región transgénica/genómica
5’ y 3’ usando cebadores adaptadores AP1 y AP2 incluidos en el presente documento y el protocolo proporcionado
por el fabricante.

Se aísla el ADN de la región transgénica/genómica 5’ (SEC ID Nº: 3, Figura 3) y 3’ (SEC ID Nº: 4, Figura 4) del ADN 20
genómico MON88017 usando PCR. El ADN genómico total (~ 10 g) se digiere con las enzimas de restricción. Las 
columnas de purificación QIAquick PCR se usan para purificar el ADN después de la digestión durante la noche a 37
ºC. El ADN se eluye de las columnas con 50 l de agua y después se diluye a 1 ml. El eluato diluido (85 l) se 
combina con 10 l de tampón (10 X) y 5 l de Ligasa T4 para cerrar en círculos los fragmentos. Después de una 
noche de incubación a 16 ºC, la ligasa se inactiva por calor a 70 ºC. Las muestras se amplifican por PCR con una 25
serie de cebadores anidados. Las combinaciones de cebadores para el aislamiento de la región 
transgénica/genómica 3’ incluyó SEC ID Nº: 8, SEC ID Nº: 9, y AP1 como cebadores primarios, SEC ID Nº: 10 y AP2 
como cebadores secundarios, y SEC ID Nº: 11 para su uso como un cebador de secuenciación; el aislamiento de la 
región 5’ del transgén/genoma incluyó SEC ID Nº: 12, SEC ID Nº: 14 y AP1 como cebadores primarios, SEQ ID Nº: 
13, SEQ ID Nº: 15 y AP2 como cebadores secundarios.30

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

Alternativamente, la amplificación de ADN mediante PCR de las regiones 5’ y 3’ del inserto del transgén/genoma del 35
evento MON88017 se pueden realizar con condiciones que incluyen: 7 ciclos de 94 ºC durante 25 segundos, 72ºC 
durante 3 minutos; 37 ciclos de 94 ºC durante 25 segundos, 67 ºC durante 3 minutos; 1 ciclo de 67 ºC durante 7 
minutos. Todas las amplificaciones posteriores se llevan a cabo con las siguientes condiciones: 7 ciclos de 94 ºC
durante 2 segundos, 72 ºC durante 4 minutos; 37 ciclos de 94 ºC durante 2 segundos, 67 ºC durante 4 minutos; 1 
ciclo de 67 ºC durante 7 minutos. Todos los amplicones se visualizan en geles de agarosa al 0,8% teñidos con 40
bromuro de etidio. El ADN se prepara para la secuenciación ya sea mediante la purificación de las muestras de PCR 
directamente con el kit de purificación QIAquick de PCR (número de catálogo # 28104, Qiagen Inc., Valencia, Calif.) 
o mediante la extracción del fragmento apropiado del gel y usando el kit de extracción de gel QIAquick (número de 
catálogo # 28704, Qiagen Inc.). El fragmento de ADN de las regiones flanqueantes del inserto transgénico/genómico 
MON88017 se subclonaron usando un kit TOPO TA Cloning (Invitrogen, Carlsbad, Calif.). La secuencia de ADN de45
la región transgénica/genómica 5’ se muestra en la Figura 3, la secuencia de ADN de la región 
transgénica/genómica 3’ se muestra en la Figura 4 y el inserto del transgén completo y unido al ADN genómico 
flanqueante se muestra en la Figura 5.

La secuencia de longitud completa del inserto transgénico/genómico (SEC ID NO: 5, Figura 5) se aisló de ADN 
genómico MON88017 mediante el solapamiento de los productos de la PCR. Una serie de cebadores de ADN se50
diseñaron para producir amplicones que contienen fragmentos de ADN del inserto del transgén y una parte de las 
regiones genómicas flanqueantes adyacentes del genoma MON88017. Los fragmentos de ADN se secuenciaron, las 
secuencias se combinaron para crear un cóntigo de las secuencias de los fragmentos que es SEC ID Nº: 5. Las 
combinaciones del par de cebadores de ADN fueron: SEC ID Nº: 16 y SEC ID Nº: 17, SEC ID Nº: 18 y SEC ID Nº: 
17, SEC ID Nº: 19 y SEC ID Nº: 20, SEC ID Nº: 21 y SEC ID Nº: 22, SEC ID Nº: 23 y SEC ID Nº: 24, SEC ID Nº: 25 y 55
SEC ID Nº: 26, SEC ID Nº: 25 y SEC ID Nº: 27. El ADN genómico total se usó para todas las reacciones de PCR. 
Todos los amplicones se visualizaron en geles de agarosa al 0,8% teñidos con bromuro de etidio. El ADN se preparó 
para la secuenciación ya fuese mediante la purificación de las muestras de PCR directamente con el kit de 
purificación QIAquick PCR o mediante la extracción del fragmento apropiado del gel y usando el kit de extracción de 
gel QIAquick. La secuencia de ADN se produjo usando equipos de análisis de secuencia de ADN (ABI Prism 377, 60
PE Biosystems, Foster City, Calif.) Y el software de análisis 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 amplicón de diagnóstico para el evento de 
maíz MON88017. Un amplicón de diagnóstico para MON88017 comprende al menos una secuencia de unión, SEC
ID Nº: 1 o SEC ID Nº: 2. Los pares de cebadores del evento que producirán un amplicón de diagnóstico para 
MON88017, en el que los pares de cebadores incluyen, pero sin limitarse a SEC ID Nº: 6 y SEC ID Nº: 7 para la 5
secuencia amplicón 5’ como se indica en la Tabla 2. La ubicación del cebador SEC ID Nº: 6 está en el genoma de 
maíz como se muestra en la Figura 3 comenzando en la posición del nucleótido 952. La ubicación del cebador SEC
ID Nº: 7 está en el inserto del transgén como se muestra en la Figura 5 comenzando en la posición del nucleótido
450. El tamaño del amplicón esperado usando SEC ID Nº: 6 y SEC ID Nº: 7 en un procedimientos de amplificación 
de ADN con ADN MON88017 es aproximadamente de 550 bps. Además de estos pares de cebadores, es un 10
aspecto de la presente invención cualquier par de cebadores derivado de la SEC ID Nº: 3 o SEC ID Nº: 4 que en una 
reacción de amplificación de ADN que produce un amplicón de diagnóstico para el MON88017 o progenie del 
mismo. Se describe cualquier única molécula de cebador del polinucleótido ADN aislado que comprende al menos 
11 nucleótidos contiguos de SEC ID Nº: 3, o su complemento que es útil en un procedimiento de amplificación de 
ADN para producir un amplicón de diagnóstico para MON88017. Se describe cualquier única molécula de cebador 15
del polinucleótido ADN aislado que comprende al menos 11 nucleótidos contiguos de SEC ID Nº: 4, o su 
complemento que es útil en un procedimiento de amplificación de ADN para producir un amplicón de diagnóstico 
para MON88017. Un ejemplo de las condiciones de amplificación para este análisis se ilustra en la Tabla 2 y la 
Tabla 3, sin embargo, está dentro de la técnica cualquier modificación de estos procedimientos o el uso de 
cebadores de ADN homólogos o complementarios a SEC ID Nº: 3 o SEC ID Nº: 4 o secuencias de ADN de los20
elementos genéticos contenidos en el inserto del transgén (SEC ID Nº: 5) de MON88017 que producen un amplicón 
de diagnóstico para MON88017. Un amplicón de diagnóstico comprende una molécula de ADN homóloga o 
complementaria de al menos un ADN de unión transgénico/genómico (SEC ID Nº: 1 o SEC ID Nº: 2) o una parte 
sustancial del mismo.

Un análisis de la muestra del tejido de la planta para el evento MON88017 debe incluir un control positivo del tejido 25
del evento MON88017, un control negativo de una planta de maíz que no es el evento MON88017, y un control 
negativo que no contiene ADN genómico de maíz. Un par de cebadores que amplificarán una molécula de ADN de 
maíz endógena servirá como un control interno respecto a las condiciones de amplificación de ADN, un ejemplo de 
estos son SEC ID Nº: 28 y SEC ID Nº: 29 que amplifica un fragmento de ADN de aproximadamente 239 pb. Las 
secuencias de los cebadores adicionales se pueden seleccionar de SEC ID Nº: 3, SEC ID Nº: 4, o SEC ID Nº: 5 por 30
los expertos en la técnica de procedimientos de amplificación de ADN, y las condiciones seleccionadas para la 
producción de un amplicón mediante los procedimientos mostrados en la Tabla 2 y la Tabla 3 pueden ser diferentes, 
pero dan lugar a un amplicón de diagnóstico para el ADN del evento MON88017. Están dentro del alcance de la 
invención el uso de estas secuencias de cebador de ADN con modificaciones a los procedimientos de la Tabla 2 y 3. 
Se describe el amplicón producido por al menos una secuencia del cebador del ADN derivado de SEC ID Nº: 3, SEC35
ID Nº: 4, o SEC ID Nº: 5 que es el diagnóstico para el MON88017.

Se describen los kits de detección de ADN que contienen al menos un cebador de ADN derivado de la SEC ID Nº: 3 
o SEC ID Nº: 4, o SEC ID Nº: 5 que cuando se usa en un procedimiento de amplificación de ADN produce un 
amplicón de diagnóstico para el MON88017. Se describe una planta de maíz o semilla, en la que su genoma 
producirá un amplicón de diagnóstico para el MON88017 cuando se ensaya en un procedimiento de amplificación de 40
ADN. El ensayo para el amplicón 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 reacción de la PCR respecto a la identificación de la región 5’
de unión del inserto transgénico/genómico del MON8801745

Paso Reactivo Cantidad Comentarios

1 Nucleasa sin agua Añadir al volumen 
final de 20 l

2 Tampón de reacción 10X (con MgCl2) 2,0 l concentración final 1X de 
tampón, 1,5 mM de 
concentración final de
MgCl2

3 Disolución 10 mM de dATP, dCTP, dGTP, y
dTTP

0,4 l 200 M de concentración 
final de cada dNTP

4 Cebador del evento 1 (SEC ID Nº:6) 
(resuspendido en tampón TE1X o nucleasa sin 
agua a una concentración de 10 M)

0,4 l 0,2 M de concentración
final
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(continuación)

Paso Reactivo Cantidad Comentarios

5 Cebador del evento 2 (SEC ID Nº:7) 
(resuspendido en tampón TE1X o nucleasa sin 
agua a una concentración de 10 M)

0,4 l 0,2 M de concentración
final

6 RNasa, DNasa libre (500 ng/l) 0,1 l 50 ng/reacción

7 ADN polimerasa REDTaq (1 unidad/l) 1,0 l (recomendado 
cambiar pipetas 
antes de la siguiente
etapa)

1 unidad/reacción

8 ADN extraído (molde):
• Muestras a analizarse

-

* hojas individuales • 10-200 ng de ADN 
genómico

* hojas agrupadas (máximo de 20 
hojas/grupo)

• 200 ng de ADN 
genómico

• Control negativo • 50 ng de ADN 
genómico (no 
MON88017)

• Control negativo • ADN sin molde

• Control positivo • 50 ng de ADN 
genómico 
MON88017

9 Mezclar suavemente y añadir 1-2 gotas de 
aceite mineral en la parte superior de cada 
reacción 

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

Nº 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

Nº 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 amplificación de ADN en un termociclador Stratagene Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700 o 5
Eppendorf Mastercycler Gradient usando los siguientes parámetros de ciclación. El termociclador MJ Engine o 
Eppendorf Mastercycler Gradient se pondría en funcionamiento en el modo calculado. Poner en funcionamiento el 
termociclador Perkin-Elmer 9700 con la escala de velocidad fija al máximo.

Ejemplo 5

El análisis de transferencia Southern se realizó en el ADN genómico que se aisló a partir del MON88017 y del tejido10
del maíz de control como se describe en el Ejemplo 3. La cuantificación de muestras de ADN se realizó usando un 
Fluorómetro Hoefer DyNA Quant 200 (Pharmacia, Uppsala, Suecia) con el marcador de tamaño molecular IX de 
Roche como un patrón de calibración de ADN.

Aproximadamente se usaron 20 g de ADN genómico de la sustancia de ensayo y 10 g de ADN genómico de la 
sustancia de control para las digestiones con enzimas de restricción. Para el análisis de la estabilidad del inserto, se 15
usaron aproximadamente 10 g de ADN genómico de la sustancia de ensayo. La digestión durante la noche se 
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realizó a 37 ºC en un volumen total de ~ 500 l usando 100 unidades de la enzima de restricción apropiada. 
Después de la digestión, las muestras se precipitaron mediante la adición de un volumen 1/10 (50 l) de NaOAc 3 M 
(pH 5,2) y 2 volúmenes (1 ml relativo al volumen de digestión original) de etanol al 100%, seguido de incubación en 
un congelador a -20 ºC durante al menos 30 minutos. El ADN digerido se sedimentó a la máxima velocidad en una 
microcentrífuga, se lavó con etanol al 70%, se secó, y se redisolvió en tampón TE.5

Las sondas de ADN se prepararon mediante amplificación por PCR de la parte del casete de expresión de la planta 
de la molde de ADN pMON53616. Aproximadamente 25 ng de cada sonda (excepto las secuencias de 
poliadenilación 3’ NOS y 3’TaHsp17) se marcaron con 32 P-dCTP (6000 Ci/mmol) mediante un procedimiento de 
cebado aleatorio (RadPrime DNA Labeling System, Life Technologies). Las secuencias de poliadenilación 3’ NOS y 
3’ Tahsp17 se marcaron mediante PCR usando 25 ng de la molde de la sonda de ADN de la siguiente manera: 10
cebadores sentido y antisentido específicos para la molde (0,25 mM cada uno); 1,5 mM MgCl2; 3 mM de cada dATP, 
dGTP y dTTP; ~ 100 mCi de 32P-dCTP (6000 Ci/mmol); y 2,5 unidades de ADN polimerasa Taq en un volumen final 
de 20 ml. Las condiciones del ciclo fueron las siguientes: 1 ciclo a 94 ºC durante 3 minutos; 2 ciclos a 94 ºC durante 
45 segundos, 52 ºC durante 30 segundos, 72 ºC durante 2 minutos; y 1 ciclo a 72 ºC durante 10 minutos. Todas las 
sondas radiomarcadas se purificaron usando una columna de Sephadex G-50 (Roche, Indianapolis, Ind.).15

Las moléculas de ADN sintéticas para su uso como sondas para procedimientos de replicación asistida por 
marcadores o para la detección del ADN MON88017 en una muestra pueden hacerse comprendiendo la secuencia 
de ADN de la molécula de ADN de unión transgénica/genómica descrita en SEC ID Nº: 1 y SEC ID Nº: 2 o una parte 
sustancial de la misma.

Ejemplo 620

Los procedimientos usados para identificar los heterocigotos de la progenie homocigótica que contiene el evento 
MON88017 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 Nº: 30), (SEC ID Nº: 
31), (SEC ID Nº: 32), el cebador marcado con 6FAM (SEC ID Nº: 33) y el cebador marcado con VIC (SEC ID Nº: 
34), 6FAM y Vic son productos colorantes fluorescentes de Applied Biosystems (Foster City, Calif) unidos al cebador 25
de ADN.

Cuando las SEC ID Nº: 30, SEC ID Nº: 31 y SEC ID Nº: 32 se usan en estos procedimientos de reacción producen 
un amplicón de ADN para el maíz no transgénico, dos amplicones de ADN para los heterocigotos de maíz que 
contienen el ADN del evento MON88017, y un amplicón de ADN para los homocigotos de maíz MON88017 que es 
distinto de cualquier otra planta de maíz no MON88017. Los controles para este análisis deberían incluir un control 30
positivo de maíz homocigoto y heterocigoto que contiene el ADN del evento MON88017, un control negativo de maíz 
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-Elmer 9700, o Eppendorf Mastercycler Gradient. Están
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 MON88017.35

Tabla 4. Soluciones de reacción del ensayo de cigosidad

Paso Reactivo Cantidad Comentarios

1 Nucleasa sin agua añadir a 10 ml de 
volumen final

-

2 Universal Master Mix 2X (número de catálogo 4304437 de 
Applied Biosystems)

5 l concentración final
1X

3 Cebadores SEC ID Nº: 30, 31, y 32 (resuspendidos en 
nucleasa sin agua a una concentración de 20 M)

0,5 l concentración final de 
0,25 M

4 Cebador 6FAM (resuspendido en nucleasa sin agua a 
una concentración de 10 M)

0,2 l concentración final de 
0,4 M

5 Cebador VIC (resuspendido en nucleasa sin agua a una 
concentración de 10 M)

0,2 l concentración final de 
0,15 M
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(continuación)

Paso Reactivo Cantidad Comentarios

6 Polimerasa de ADN REDTaq (1 
unidad/l)

1.0 l (recommended to switch 
pipets prior to next step)

1 unidad/reacción

7 ADN extraído (molde): 3,0 l Diluido en agua

• Muestras a analizarse (hojas 
individuales)

• 4-80 ng de ADN genómico

• Control negativo • 4 ng de ADN genómico no 
transgénico del maíz

• Control negativo • molde sin ADN (solución en la 
que el ADN se resuspendió)

• Control positivo
• 4 ng de ADN genómico de un 
evento conocido de maíz 
heterocigoto MON88017 

• Control positivo
• 4 ng de ADN genómico de un 
evento conocido de maíz 
homocigótico MON88017

8 Mezclar suavemente y añadir 1-2 gotas 
de aceite mineral en la parte superior de 
cada reacción

Tabla 5. Condiciones del termociclador del ensayo de cigosidad 

Nº 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

Nº 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

Nº 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 amplificación del ADN en un termociclador Stratagene Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700 o 5
Eppendorf Mastercycler Gradient usando los siguientes parámetros de ciclación. 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 máximo.

Se realizado un depósito de semillas de maíz MON88017, descrito anteriormente y enumerado en las 
reivindicaciones, en el marco del Tratado de Budapest con la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC), 10801 10
University Boulevard, Manassas, Va. 20110. El número de acceso es ATCC PTA-5582. El depósito se mantendrá en 
el depósito por un período de 30 años, o 5 años después de la última solicitud, o durante la vida efectiva de la 
patente, lo que sea más tiempo, y será reemplazado según sea necesario durante ese período.
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Ejemplo 7

Los productos, tales como los productos alimenticios y las materias primas, pueden producirse a partir del evento del
maíz MON88017, y tales productos alimenticios y materias primas se espera que contengan secuencias de 
nucleótidos que, si se detectan en niveles suficientes en dichos productos alimenticios y materias primas, pueden 
ser diagnóstico para detectar la presencia de materiales del evento del maíz MON88017 dentro de tales materias 5
primas y productos alimenticios. Ejemplos de tales productos alimenticios y materias primas incluyen pero no se 
limitan a aceite de maíz, maicena de maíz, harina de maíz, gluten de maíz, tortas de maíz, almidón de maíz, 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 tamaño, o un componente destinado como en un componente en 
una composición de maquillaje para uso cosmético, etc. Puede desarrollarse un procedimiento de detección de 10
ácido 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 Nº: 1, SEC ID Nº: 2, 
SEC ID Nº: 3, SEC ID Nº: 4, y SEC ID Nº: 5 que permite la detección de una secuencia de nucleótidos de 
MON88017 tales como SEC ID Nº: 1 o SEC ID Nº: 2 en una muestra biológica, y tal detección sería de diagnóstico 
para el evento de maíz MON88017 en tal muestra.15

LISTADO DE SECUENCIAS

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

20
<120> Planta de maíz MON88017 y composiciones y procedimientos de detección de la misma

<130> 38-15(53143)

<150> 60/529.47725
<151> 15-12-2003

<160> 34

<170> PatentIn versión 3.230

<210> 1
<211> 20
<212> ADN
<213> secuencia artificial35

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

<400> 140
tgacggtgac gatatattca 20

<210> 2
<211> 20
<212> ADN45
<213> secuencia artificial

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

50
<400> 2
cagtttaaac agagtcgggt 20

<210> 3
<211> 146155
<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,60

<400> 3
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<210> 4
<211> 3525
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

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

10
<400> 4
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<210> 5
<211> 7450
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

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

10
<400> 5
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<210> 6
<211> 21
<212> ADN5
<213> Zea mays

<400> 6
ctgaacccct aaaatcccag g 21

10
<210> 7
<211> 30
<212> ADN
<213> Oryza sativa

15
<400> 7
cctttgtttt attttggact atcccgactc 30
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<210> 8
<211> 40
<212> ADN
<213> Triticum aestivum

5
<400> 8
ctgatgagac atctctgtta ttgtgtttct ttccccagtg 40

<210> 9
<211> 3010
<212> ADN
<213> Triticum aestivum

<400> 9
tgtaatcggc taatcgccaa cagattcggc 3015

<210> 10
<211> 32
<212> ADN
<213> Triticum aestivum.20

<400> 10
cggccgctcg agcaggacct gcagaagcta gc 32

<210> 1125
<211> 33
<212> ADN
<213> Triticum aestivum

<400> 1130
gatggggatc agattgtcgt ttcccgcctt cag 33

<210> 12
<211> 27
<212> ADN35
<213> Oryza sativa

<400> 12
cactttgggc caccttttat taccgat 27

40
<210> 13
<211> 29
<212> ADN
<213> Oryza sativa

45
<400> 13
ctgatgtttt cacttttgac caggtaatc 29

<210> 14
<211> 2850
<212> ADN
<213> Oryza sativa

<400> 14
taattactct ttctttttct ccatattg 2855

<210> 15
<211> 26
<212> ADN
<213> Oryza sativa60

<400> 15
catactcatt gctgatccat gtagat 26

<210> 1665
<211> 24
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<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 16
cctattttaa attttgtcct gaac 245

<210> 17
<211> 27
<212> ADN
<213> Oryza sativa10

<400> 17
gatcgtggat agcactttgg gctttag 27

<210> 1815
<211> 29
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 1820
accgccacct atcatataca tacatgatc 29

<210> 19
<211> 27
<212> ADN25
<213> Oryza sativa

<400> 19
aggtggccca aagtgaaatt tactctt 27

30
<210> 20
<211> 28
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

35
<400> 20
gcagatctac atccgagagc cccattcc 28

<210> 21
<211> 2840
<212> ADN
<213> Oryza sativa

<400> 21
tcgatctttg gccttggtag tttgggtg 2845

<210> 22
<211> 28
<212> ADN
<213> Agrobacterium tumefaciens50

<400> 22
gctcatcagg cagccttcgt atcgggag 28

<210> 2355
<211> 27
<212> ADN
<213> Agrobacterium tumefaciens

<400> 2360
ctcgatcacc gcatcgccat gagcttc 27

<210> 24
<211> 28
<212> ADN65
<213> Bacillus thuringiensis
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<400> 24
aagacctggg cgtccttcag caacagga 28

<210> 255
<211> 28
<212> ADN
<213> Bacillus thuringiensis

<400> 2510
cctggaaggc cttcatggcc caagtcga 28

<210> 26
<211> 27
<212> ADN15
<213> Zea mays

<400> 26
aacagaggcg tgaccggtca gcgactc 27

20
<210> 27
<211> 28
<212> ADN
<213> Zea mays

25
<400> 27
tccttcgcgt aggaagtagg cacacgag 28

<210> 28
<211> 2030
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 28
cgtggtgatc acaaacagta 2035

<210> 29
<211> 21
<212> ADN
<213> Zea mays40

<400> 29
ctatatgaca gacccatcgt t 21

<210> 3045
<211> 20
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 3050
cacatcatcg acaagcacct 20

<210> 31
<211> 22
<212> ADN55
<213> Zea mays

<400> 31
gtatgccgga gttgaccatc ca 22

60
<210> 32
<211> 24
<212> ADN
<213> Oryza sativa

65
<400> 32
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ggacatgaag ccatttacaa ttga 24

<210> 33
<211> 15
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

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

10
<400> 33
tgacggtgac gatat 15

<210> 34
<211> 1515
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador marcado para su uso en un ensayo de cigosidad20

<400> 34
agaaggccgg agtcg 15

25
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REIVINDICACIONES

1. Una planta de maíz, progenie, semilla o parte de la misma, tolerante a glifosato y resistente al gusano de la raíz 
del maíz, el genoma de dicha planta, progenie, semilla o parte que comprende el inserto transgénico mostrado en la 
Figura 2 y las secuencias de unión transgénica/genómica de SEC ID Nos: 1 y 2, el inserto transgénico mostrado en 
la Figura 2 que está presente en el evento de maíz MON88017 depositado en la Colección Americana de Cultivos 5
Tipo (ATCC) con número de acceso PTA-5582.

2. La planta de maíz, progenie, semilla o parte de la misma de la reivindicación 1, en la que el inserto transgénico
tiene la secuencia mostrada en la SEC ID Nº:5.

3. La planta de maíz, progenie, semilla o parte de la misma de la reivindicación 1 o 2, que son polen, óvulo, semilla, 
raíces u hojas.10

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

5. Una molécula de ADN aislada, que

(i) es una región transgénica/genómica SEC ID Nº: 5 que comprende el ADN de unión transgénico/genómico de 
SEC ID Nº: 1 y SEC ID Nº: 2, o el complemento completo de la misma;15
(ii) es una región transgénica/genómica SEC ID Nº: 3 que comprende el ADN de unión transgénico/genómico de 
SEC ID Nº: 1, o el complemento completo de la misma; o
(iii) es una región del transgénica/genómica SEC ID Nº: 4 que comprende el ADN de unión transgénico/genómico
de SEC ID Nº: 2, o el complemento completo de la misma.

6. Una molécula de ADN para su uso como una sonda de ADN útil para detectar en una muestra el evento del ADN 20
de maíz MON88017, en la que dicha sonda comprende

(i) al menos 16 nucleótidos contiguos de SEC ID Nº: 1, o el complemento completo de los mismos, o
(ii) al menos 16 nucleótidos contiguos de SEC ID Nº: 2, o el complemento completo de los mismos

e hibrida en condiciones de hibridación rigurosas con ADN MON88017 y no hibrida en condiciones de hibridación 
rigurosas con ADN genómico de la planta de maíz que no es ADN MON8801725

7. Un procedimiento para detectar la presencia de una secuencia de nucleótidos del evento de maíz MON88017 en 
una muestra biológica, 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 o más nucleótidos contiguos de la región de ADN transgénica de SEC ID Nº: 3 y una segunda 
molécula de ADN que tiene 11 o más nucleótidos contiguos de la región de ADN genómico del maíz de SEC ID 30
Nº: 3, o que comprende una primera molécula de ADN que tiene 11 o más nucleótidos contiguos de la región de 
ADN transgénica de SEC ID Nº: 4 y una segunda molécula de ADN que tiene 11 o más nucleótidos contiguos de 
la región de ADN genómico del maíz de SEC ID Nº: 4, en la que cuando el primer par se usa en una reacción de 
amplificación de ADN con ADN genómico del evento de maíz MON88017, produce un amplicón que comprende 
la SEC ID Nº: 1 o SEC ID Nº: 2, respectivamente;35
(b) realizar una reacción de amplificación de un ácido nucleico, produciendo de este modo un amplicón, y
(c) detectar dicho amplicón,

en el que dicho amplicón comprende la SEC ID Nº: 1 o SEC ID Nº: 2.

8. El procedimiento de la reivindicación 7, en el que dicho par de cebadores de ADN comprende la secuencia de 
nucleótidos como se expone en la SEC ID Nº: 6 y SEC ID Nº: 740

9. Un procedimiento para detectar la presencia del ADN del evento de maíz MON88017 en una muestra biológica,

(I) comprendiendo el procedimiento:

(a) poner en contacto la muestra con una sonda que hibrida en condiciones de hibridación rigurosas con el 
ADN MON88017 y no hibrida en condiciones de hibridación rigurosas con el ADN genómico de la planta de 
maíz que no es ADN MON88017, en la que dicha sonda es, o es completamente complementaria, a una 45
secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEC ID Nº: 1 y SEC ID Nº: 2;
(b) someter la muestra y la sonda a condiciones de hibridación rigurosas; y
(c) detectar la hibridación de la sonda con el ADN de MON88017, o

(II) comprendiendo el procedimiento:

(a) poner en contacto la muestra con una sonda en condiciones de hibridación rigurosas, en la que dicha 50
sonda comprende una secuencia de nucleótidos contiguos que es, o es completamente complementaria, a 
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una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID Nº: 1 y SEC ID Nº: 2; y
(b) detectar la hibridación de dicha sonda con dicha muestra, en la que la hibridación de dicha sonda con
dicha muestra es diagnósticada por la presencia de dicho polinucleótido del evento de maíz MON88017 en 
dicha muestra.

5

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 



31

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 



32

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 



33

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 



34

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 



35

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 



36

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 



37

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 



38

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 



39

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 



40

E04813968
15-07-2015ES 2 542 688 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


