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DESCRIPCION
Evento de maiz TC1507 y métodos para la deteccién del mismo
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere al campo de la biologia molecular de plantas, especificamente la invencion se
refiere a una construccion de ADN para conferir resistencia a insectos a una planta. La invencion se refiere mas
especificamente a una planta de maiz resistente a insectos TC1507 y a ensayos para detectar la presencia del ADN
de la planta de maiz TC1507 en una muestra y composiciones de la misma.

Antecedentes de la invencion

Esta invencion se refiere a la planta de maiz resistente a insectos (Zea mays) TC1507, también mencionada como
linea de maiz TC1507 o evento de maiz TC1507, y a la construccion de expresion en plantas de ADN de la planta
de maiz TC1507 y a la deteccion del transgén/region de insercion flanqueante en la planta de maiz TC1507 y la
descendencia de la misma.

El maiz es un cultivo importante y es una fuente primaria de alimento en muchas areas del mundo. Los dafios
causados por plagas de insectos es un factor principal en la pérdida de los cultivos de maiz en el mundo, a pesar del
uso de medidas protectoras tales como pesticidas quimicos. En vista de esto, se ha disefiado por ingenieria genética
la resistencia a insectos en cultivos tales como maiz para controlar los dafios por insectos y para reducir la
necesidad de pesticidas quimicos tradicionales. Un grupo de genes que se ha utilizado para la produccion de
cultivos transgénicos resistentes a insectos son las delta-endotoxinas de Bacillus thuringiensis (B.t.). Las delta-
endotoxinas se han expresado satisfactoriamente en plantas de cultivo tales como algodén, patatas, arroz, girasol,
asi como maiz, y han demostrado proporcionar excelente control sobre plagas de insecto. (Perlak, F.J et al. (1990)
Bio/Technology 8, 939-943; Perlak, F.J. et al. (1993) PlantMol. Biol. 22: 313-321; Fujimoto H. et al. (1993)
Bio/Technology 11: 1151-1155; Tu et al. (2000) Nature Biotechnology 18:1101-1104; publicacion PCT nimero WO
01/13731; y Bing JW et al. (2000) Efficacy of CrylF Transgenic Maize, 14th Biennial International Plant Resistance to
Insects Workshop, Fort Collins, CO).

Se sabe que la expresion de genes foraneos en plantas esta influenciada por su localizacién en el genoma vegetal,
quizd debido a la estructura de la cromatina (por ejemplo, heterocromatina) o la proximidad de elementos
reguladores de la transcripcion (por ejemplo, potenciadores) cerca del sitio de integracién (Weising et al., Ann. Rev.
Genet 22:421-477, 1988). Al mismo tiempo la presencia del transgén en diferentes localizaciones en el genoma
influira en el fenotipo global de la planta de diferentes modos. Por esta razén, a menudo es necesario explorar una
gran cantidad de eventos para identificar un evento caracterizado por la expresion optima de un gen de interés
introducido. Por ejemplo, se ha observado en plantas y en otros organismos que puede haber una amplia variacion
en los niveles de expresion de un gen introducido entre eventos. También puede haber diferencias en los patrones
espaciales o temporales de expresion, por ejemplo, diferencias en la expresion relativa de un transgén en diversos
tejidos vegetales, que pueden no corresponder a los patrones esperados de los elementos reguladores de la
transcripcion presentes en la construccion génica introducida. Por esta razén, es habitual producir de cientos a miles
de diferentes eventos y explorar esos eventos para un Unico evento que tenga los niveles y patrones deseados de
expresion del transgén con fines comerciales. Un evento que tenga niveles o patrones deseados de expresion del
transgén es util para la introgresién del transgén en otros fondos genéticos por cruce exogamico sexual usando
métodos convencionales de reproduccion. La descendencia de estos cruces mantiene las caracteristicas de
expresion del transgén del transformante original. Esta estrategia se usa para asegurar una expresion génica fiable
en varias variedades que estan bien adaptadas a condiciones locales de cultivo.

Seria ventajoso ser capaces de detectar la presencia de un evento particular para determinar si la descendencia de
un cruce sexual contiene un transgén de interés. Ademas, seria provechoso un método para detectar un evento
particular para cumplir con las regulaciones que requieren la aprobacion pre-comercializacion y etiquetado de
alimentos derivados de plantas recombinantes de cultivo, por ejemplo, o para su uso en control medioambiental,
control de rasgos en cultivos en el campo, o control de productos derivados de una recoleccion de cultivo, asi como
para su uso en asegurar la conformidad de las partes sujetas a términos normativos o contractuales.

Es posible detectar la presencia de un transgén mediante cualquier método de deteccion de acido nucleico conocido
en la técnica incluyendo, aunque sin limitacion, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o hibridacién de ADN
usando sondas de acido nucleico. Estos métodos de deteccion generalmente se centran en los elementos genéticos
frecuentemente usados, tales como promotores, terminadores, genes marcadores, etc., porque para muchas
construcciones de ADN, la region codificante es intercambiable. Como resultado, dichos métodos pueden no ser
utiles para discriminar entre diferentes eventos, particularmente aquellos producidos usando la misma construccion
de ADN o construcciones muy similares salvo que se conozca la secuencia de ADN del ADN flanqueante adyacente
al ADN heterélogo insertado. Por ejemplo, se describe un ensayo de PCR especifico de evento en la patente de
Estados Unidos N° 6.395.485 para la deteccion del evento selecto GAT-ZM1. Por consiguiente, seria deseable tener
un método simple y discriminativo para la identificacion del evento TC1507.
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Sumario de la invencion

Esta descripcion se refiere preferiblemente a métodos para producir y seleccionar una planta de cultivo
monocotiledénea resistente a insectos. Mas especificamente, se proporciona una construccién de ADN que cuando
se expresa en células vegetales y plantas confiere resistencia a insectos.

Por consiguiente, se proporciona una construcciéon de ADN, con capacidad de introduccién y replicacion en una
célula hospedadora, que cuando se expresa en células vegetales y plantas confiere resistencia a insectos a las
células vegetales y plantas. La construccion de ADN esta compuesta por una molécula de ADN llamada PHI8999A e
incluye dos casetes de expresion transgénica. El primer casete de expresién comprende una molécula de ADN que
incluye el promotor, el exén no traducido 5', y el primer intron del gen de la ubiquitina de maiz (Ubi-1) (Christensen et
al. (1992) Plant Mol. Biol. 18:675-689 y Christensen y Quail (1996) Transgenic Res. 5:213-218) conectado de forma
funcional a una molécula de ADN que codifica una é-endotoxina de B.f. identificada como CrylF (patentes de
Estados Unidos N° 5.188.960 y 6.218.188) conectada de forma funcional a una molécula de ADN que comprende un
terminador de la transcripcion 3' ORF25 aislado de Agrobacterium tumefaciens (Barker et al. (1983) Plant Mol. Biol.
2:335-350). El segundo casete de expresion transgénica de la construccion de ADN comprende una molécula de
ADN del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) (Odell J.T. et al. (1985) Nature 313: 810-812;
Mitsuhara et al. (1996) Plant Cell Physiol. 37: 49-59) conectado de forma funcional a una molécula de ADN que
codifica un gen de fosfinotricina acetiltransferasa (PAT) (Wohlleben W. et al. (1988) Gene 70: 25-37) conectado de
forma funcional a una molécula de ADN que comprende un terminador de la transcripcion 3' de 35S (CaMV) (véase
Mitsuhara et al. (1996) Plant Cell Physiol. 37: 49-59). También se proporcionan plantas que contienen la
construccion de ADN.

Se proporcionan composiciones y métodos para identificar una nueva planta de maiz denominada TC1507, estando
basados los métodos en cebadores o sondas que reconocen especificamente la secuencia flanqueante 5' y/o 3' de
TC1507. Se proporcionan moléculas de ADN que comprenden secuencias cebadoras que cuando se utilizan en una
reaccion de PCR produciran amplicones unicos para el evento transgénico TC1507. Estas moléculas pueden
seleccionarse entre el grupo que consiste en:

5-GTAGTACTATAGATTATATTATTCGTAGAG-3' (SEC ID N° 1);
5-GCCATACAGAACTCAAAATCTTTTCCGGAG-3' (SEC ID N° 2);
5-CTTCAAACAAGTGTGACAAA-3' (SEC ID N° 23);
5-TGTGGTGTTTGTGGCTCTGTCCTAA-3' (SEC ID N° 3);
5-AGCACCTTTTCATTCTTTCATATAC-3' (SEC ID N° 4);
5'-GACCTCCCCACAGGCATGATTGATC-3' (SEC ID N° 5);

y complementos de las mismas. La planta y semilla de maiz que comprende estas moléculas es un aspecto de esta
invencion. Ademas, se proporcionan kits que utilizan estas secuencias cebadoras para la identificacion del evento
TC1507.

Un aspecto de la invencion se refiere a las secuencias flanqueantes especificas de TC1507 descrito en este
documento, que pueden usarse para desarrollar métodos de identificacion especifica para TC1507 en muestras
biolégicas. Mas particularmente, la invencién se refiere a las regiones flanqueantes 5' y/o 3' de TC1507, SEC ID N°
21y SEC ID N° 22, respectivamente, que pueden usarse para el desarrollo de cebadores y sondas especificos. La
invencion se refiere adicionalmente a métodos de identificacion para la presencia de TC1507 en muestras biolégicas
en base al uso de dichos cebadores o sondas especificos.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidén, se proporcionan métodos para detectar la presencia de ADN
correspondiente al evento de maiz TC1507 en una muestra. Dichos métodos comprenden: (a) poner en contacto la
muestra que comprende el ADN con un conjunto de cebadores de ADN, que cuando se usa en una reaccion de
amplificacion de acido nucleico con ADN gendmico extraido del evento de maiz TC1507 produce un amplicéon que
es diagnédstico para el evento de maiz TC1507; (b) realizar una reaccién de amplificacion de acido nucleico,
produciendo de ese modo el amplicédn; y (c) detectar el amplicén.

Las moléculas de ADN que comprenden el nuevo transgén/region de insercion flanqueante, SEC ID N° 26 y SEC ID
N° 27 y son homologas o complementarias a las SEC ID N° 26 y SEC ID N° 27 son un aspecto de esta invencion.

Las secuencias de ADN que comprenden el nuevo transgén/region de insercion flanqueante, SEC ID N° 26 son un
aspecto de esta invencién. Se incluyen secuencias de ADN que comprenden una longitud suficiente de
polinucledtidos de la secuencia de inserto transgénico y una longitud suficiente de polinucleétidos de secuencia
genodmica y/o flanqueante de maiz de la planta de maiz TC1507 de la SEC ID N° 26 que son utiles como secuencias
cebadoras para la produccién de un producto de amplicén diagnéstico para la planta de maiz TC1507.

Ademas, se proporcionan secuencias de ADN que comprenden el nuevo transgén/region de insercion flanqueante,
SEC ID N° 27. Se incluyen secuencias de ADN que comprenden una longitud suficiente de polinucleétidos de
secuencia de inserto transgénico y una longitud suficiente de polinucleétidos de secuencia gendémica y/o flanqueante
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de maiz de la planta de maiz TC1507 de la SEC ID N° 27 que son utiles como secuencias cebadoras para la
produccién de un producto de amplicdn diagnoéstico para la planta de maiz TC1507.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, las secuencias de ADN que comprenden nucleétidos de la parte
transgénica de la secuencia de ADN de la SEC ID N° 26 o complementos de la misma, y una longitud similar de la
secuencia de ADN de maiz flanqueante 5' de la SEC ID N° 26 o complementos de la misma son utiles como
cebadores de ADN en métodos de amplificacion de ADN. Los amplicones producidos usando estos cebadores son
diagnosticos para el evento de maiz TC1507. Por lo tanto, la invencion también incluye los amplicones producidos
por cebadores de ADN homélogos o complementarios a la SEC ID N° 26.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, las secuencias de ADN que comprenden nucleétidos de la parte
transgénica de la secuencia de ADN de la SEC ID N° 27 o complementos de la misma, y una longitud similar de la
secuencia de ADN de maiz flanqueante 3' de la SEC ID N° 27 o complementos de la misma son utiles como
cebadores de ADN en métodos de amplificacion de ADN. Los amplicones producidos usando estos cebadores son
diagnoésticos para el evento de maiz TC1507. Por lo tanto, la invencidon también se refiere a los amplicones
producidos por cebadores de ADN homoélogos o complementarios a la SEC ID N° 27.

Mas especificamente, un par de moléculas de ADN que comprenden un conjunto de cebadores de ADN, donde las
moléculas de ADN se identifican como SEC ID N° 1 o complementos de la misma y SEC ID N° 2 o complementos de
la misma; SEC ID N° 2 o complementos de la misma y SEC ID N° 23 o complementos de la misma; SEC ID N° 3 o
complementos de la misma y SEC ID N° 5 o complementos de la misma; SEC ID N° 4 o complementos de la misma
y SEC ID N° 5 o0 complementos de la misma son aspectos de la invencion.

La invencion también se refiere al amplicon que comprende las moléculas de ADN de la SEC ID N° 1y SEC ID N° 2;
el amplicon que comprende las moléculas de ADN de la SEC ID N° 2 y SEC ID N° 23; el amplicobn que comprende
las moléculas de ADN de la SEC ID N° 3 y SEC ID N° 5; y el amplicon que comprende las moléculas de ADN de la
SECIDN°4 y SEC ID N° 5.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporcionan métodos para detectar la presencia de una molécula
de ADN correspondiente al evento TC1507 en una muestra.

Ademas, se proporcionan un kit y métodos para identificar el evento TC1507 en una muestra biolégica.

En dichos kits, se proporcionan moléculas de ADN que comprenden al menos una secuencia de unién de TC1507
seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y
complementos de las mismas; donde una secuencia de union abarca la union entre el ADN heterdlogo insertado en
el genoma y el ADN de la célula de maiz que flanquea el sitio de insercion, es decir el ADN flanqueante, y es
diagnostico para el evento TC1507.

También se describen métodos para producir una planta de maiz resistente a insectos que comprende las etapas
de: (a) cruzar de forma sexual una primera linea de maiz parental que comprende los casetes de expresion de la
presente invencién, que confiere resistencia a insectos, y una segunda linea de maiz parental que acrece de
resistencia a insectos, produciendo de este modo una pluralidad de plantas descendientes; y (b) selecciona una
planta descendiente que sea resistente a insectos. Dichos métodos pueden comprender opcionalmente la etapa
adicional de retro-cruzar la descendencia con la segunda linea de maiz parental para producir una planta de maiz de
pura raza que es resistente a insectos.

También se describe un método para producir una planta de maiz que es resistente a insectos que comprende
transformar una célula de maiz con la construccién de ADN PHI8999A (SEC ID N° 25), cultivar la célula de maiz
transformada en una planta de maiz, seleccionar la planta de maiz que muestre resistencia a insectos, y cultivar
adicionalmente la planta de maiz en una planta de maiz fértil. La planta de maiz fértil puede auto-polinizarse o
cruzarse con variedades compatibles de maiz para producir descendencia resistente a insectos.

La invencion se refiere adicionalmente a un kit de deteccion de ADN para identificar el evento de maiz TC1507 en
muestras biologicas. Preferiblemente el kit de la invencién comprende un primer cebador que reconoce
especificamente la regién flanqueante 5' o 3' de TC1507, y un segundo cebador que reconoce especificamente una
secuencia dentro del ADN foraneo de TC1507, o dentro del ADN flanqueante, para su uso en un protocolo de
identificacion por PCR. La invencién también se refiere a un kit para identificar el evento TC1507 en muestras
biologicas, comprendiendo dicho kit una sonda especifica que tiene una secuencia que corresponde o es
complementaria a, una secuencia que tiene entre el 80% y el 100% de identidad de secuencia con una region
especifica del evento TC1507. Preferiblemente la secuencia de la sonda corresponde a una region especifica que
comprende parte de la region flanqueante 5' o 3' del evento TC1507.

Los métodos y kits abarcados por la presente invencion pueden usarse para diferentes propésitos tales como,
aunque sin limitacion, los siguientes: para identificar el evento TC1507 en plantas, material vegetal o en productos
tales como, aunque sin limitacién, productos alimenticios o de forraje (frescos o procesados) que comprenden, o
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derivados de material vegetal; adicionalmente o como alternativa, los métodos y kits de la presente invencion
pueden usarse para identificar material vegetal transgénico con fines de segregacion entre material transgénico y no
transgénico; adicionalmente o como alternativa, los métodos y kits de la presente invencion pueden usarse para
determinar la calidad del material vegetal que comprende el evento de maiz TC1507. Los kits también pueden
contener los reactivos y materiales necesarios para la ejecucion del método de deteccion.

Esta descripcién se refiere adicionalmente a la planta de maiz TC1507 o sus partes, incluyendo, aunque sin
limitacion, polen, 6vulos, células vegetativas, los nucleos de células de polen, y los nucleos de évulos de la planta de
maiz TC1507 y la descendencia derivada de la misma. También se describen la planta y semilla de maiz TC1507 a
partir de la cual las moléculas cebadoras de ADN de la presente invencion proporcionan un producto de amplicon
especifico.

La invencion por lo tanto proporciona una molécula de ADN aislada que comprende una secuencia de nucle6tidos
identificada como SEC ID N° 21, 22, 24, 26 o 27.

La invencion también proporciona un kit para identificar el evento TC1507 en una muestra bioldgica que detecta una
region especifica de TC1506, comprendiendo dicho kit un primer cebador que reconoce la SEC ID N° 21 o SEC ID
N° 22, y un segundo cebador que reconoce la SEC ID N° 25.

La invencién también proporciona un kit de detecciéon de ADN que comprende al menos una molécula de ADN que
es homologa o complementaria a la SEC ID N° 26 o 27, donde la molécula de ADN es especifica para el ADN de
union del evento de maiz TC1507 y es de longitud suficiente de polinucleétidos de ADN contiguo para funcionar en
un método de deteccion de ADN.

La invencion también proporciona un kit para identificar el evento TC1507 en una muestra biolégica, comprendiendo
dicho kit: una sonda especifica que comprende una secuencia que hibrida con la SEC ID N° 21 y SEC ID N° 25,
contigua con la misma.

La invencion también proporciona un kit para identificar el evento TC1507 en una muestra biolégica, comprendiendo
dicho kit: una sonda especifica que comprende una secuencia que hibrida con la SEC ID N° 22 y SEC ID N° 25,
contigua con la misma.

La invencién también proporciona un kit que comprende una sonda polinucleotidica que hibrida en condiciones
rigurosas de hibridacién con una o mas secuencias de ADN seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC
ID N° 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y complementos de las mismas.

La invencién también proporciona un kit de deteccién de ADN que comprende un par de cebadores comprendiendo
cada uno al menos 10 nucleétidos de la SEC ID N° 26 o SEC ID N° 27, donde cada uno esta en lados opuestos de
una secuencia diagnodstica para la insercion del evento TC1507.

La invencién también proporciona un método para identificar el evento TC1507 en una muestra biologica, que
comprende detectar una regién especifica de TC1507 con una sonda o primer cebador que reconoce
especificamente una secuencia dentro de la SEC ID N° 21 o SEC ID N° 22.

La invencion también proporciona un método para detectar la presencia del evento de maiz TC1507 o descendencia
del mismo en una muestra biolégica, que comprende:

(a) extraer una muestra de ADN de dicha muestra biolégica;

(b) proporcionar las moléculas cebadoras de ADN SEC ID N° 1y SEC ID N° 2, SEC ID N° 2 y SEC ID N° 23,
SECIDN°3ySECIDN°5,0SECIDN°4ySECIDN°5;

(c) proporcionar condiciones de reaccion de amplificacion de ADN;

(d) realizar dicha reaccion de amplificacion de ADN, produciendo de ese modo una molécula de amplicon de
ADN;y

(e) detectar dicha molécula de amplicén de ADN, donde la deteccién de dicha molécula de amplicon de ADN
en dicha reaccion de amplificacién de ADN indica la presencia del evento de maiz TC1507.

La invencién también proporciona una molécula de ADN aislada que comprende el amplicon producido por dicho
método.

La invencién también proporciona un método para detectar la presencia de ADN correspondiente al evento TC1507
en una muestra, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la muestra que comprende ADN de maiz con una sonda polinucleotidica que hibrida en
condiciones rigurosas de hibridacién con ADN del evento de maiz TC1507 y no hibrida en dichas condiciones
rigurosas de hibridacién con un ADN de planta de maiz no TC1507;

(b) someter la muestra y la sonda a condiciones rigurosas de hibridacion; y
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(c) detectar la hibridacion de la sonda al ADN, donde la deteccion de hibridacion indica la presencia del
evento TC1507.

La invencién también proporciona una secuencia cebadora nucleotidica de ADN aislada que comprende una
secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 o su
complemento.

La invencion también proporciona un par de moléculas de ADN que comprenden: una primera molécula de ADN y
una segunda molécula de ADN, donde las moléculas de ADN son de una longitud suficiente de nucleétidos
contiguos de la SEC ID N° 26 o su complemento, o de la SEC ID N° 27 o su complemento, para funciona como
cebadores de ADN o sondas diagnésticas para el ADN extraido de una planta de maiz TC1507 o descendencia de
la misma.

La invencion también proporciona una molécula de ADN aislada que comprende una secuencia de uniéon que
comprende una secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54,
55, 56 y 57 y complementos de las mismas.

La invencién también proporciona un método para confirmar la pureza de las semillas, que comprende la deteccién
de una regiéon especifica de TC1507 con un cebador o sonda especifico que reconoce especificamente una
secuencia dentro de la SEC ID N° 21 o SEC ID N° 22, en una muestra de semilla.

La invencion también proporciona un método para explorar semillas para la presencia del evento TC1507, que
comprende la deteccion de una region especifica de TC1507 con un cebador o sonda especifico que reconoce
especificamente una secuencia dentro de la SEC ID N° 21 o SEC ID N° 22 en una muestra de un lote de semillas.

La invencién también proporciona una secuencia de ADN aislada que comprende una secuencia seleccionada entre
el grupo que consiste en ADN que tiene al menos una secuencia de nucleétidos seleccionada entre el grupo que
consiste en las SEC ID N° 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y complementos de las mismas.

La invencion también proporciona un par de secuencias de ADN aisladas, comprendiendo cada una al menos diez
nucleétidos y que cuando se usan juntas en un procedimiento de amplificacién de ADN producirdn un amplicon
diagnostico para el evento TC1507.

La invencién también proporciona un método para detectar la presencia de la insercion del evento TC1507 en tejido
de maiz que comprende:

(a) seleccionar un par de cebadores que comprenden cada uno al menos diez nucleétidos de la SEC ID N° 26
o SEC ID N° 27 donde cada miembro del par esta en lados opuestos de una secuencia diagnostica para dicha
insercion del evento TC1507;

(b) poner en contacto una muestra de dicho tejido de maiz con dicho par de cebadores;

(c) realizar amplificacion de ADN y analizar para la presencia de amplicones.

La invencién también proporciona un método para detectar la presencia de la inserciéon del evento TC1507 en tejido
de maiz que comprende:

(a) poner en contacto una muestra de dicho tejido de maiz con una sonda polinucleotidica que hibrida en
condiciones rigurosas de hibridacidon con una o mas secuencias de ADN seleccionadas entre el grupo que
consiste en las SEC ID N° 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y complementos de las mismas;

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

(c) analizar para la hibridacién de la sonda.

La invencién también proporciona un método para identificar TC1507 en una muestra bioldégica que detecta una
region especifica de TC1507 dentro de la SEC ID N° 24.

Breve descripcion de los dibujos

FIG. 1. Mapa lineal que muestra el inserto transgénico PHI8999A, asi como las secuencias que flanquean el inserto
transgénico.

Descripcion detallada

Las siguientes definiciones y métodos se proporcionan para definir mejor la presente invencién y para guiar a los
especialistas en la técnica en la practica de la presente invencion. Salvo que se indique de otro modo, los términos
deben entenderse de acuerdo con el uso convencional por los especialistas en la técnica relevante. También pueden
encontrarse definiciones de términos comunes en biologia molecular 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



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2546 267 T3

York, 1994. Se usa la nomenclatura para las bases de ADN expuesta en 37 CFR 1.822.
Como se usa en este documento, el término "comprender" significa "incluir aunque sin limitacion".

Como se usa en este documento, el término "maiz" significa Zea mays o maiz e incluye todas las variedades
vegetales que pueden reproducirse con el maiz, incluyendo especies silvestres de maiz.

Como se usa en este documento, la expresion "especifica de TC1507" se refiere a una secuencia de nucleétidos
que es adecuada para identificar de forma discriminatoria el evento TC1507 en plantas, material vegetal, o en
productos tales como, aunque sin limitacién, productos alimenticios o de forraje (frescos o procesados) que
comprenden, o derivad de material vegetal.

Como se usa en este documento, las expresiones "resistente a insectos" y "que afecta a las plagas de insectos" se
refiere a realizar cambios en la alimentacién, crecimiento, y/o comportamiento de los insectos en cualquier fase de
desarrollo incluyendo, aunque sin limitacion: eliminacién del insecto; retardo del crecimiento; prevencion de la
capacidad reproductora; y similares.

Como se usa en este documento, las expresiones "actividad pesticida" y "actividad insecticida" se usan de forma
sindnima para hacer referencia a la actividad de un organismo o una sustancia (tal como, por ejemplo, una proteina)
que puede medirse por numerosos parametros incluyendo, aunque sin limitacion, mortalidad de la plaga, pérdida de
peso de la plaga, atraccion de la plaga, repelencia de la plaga, y otros cambios de comportamiento y fisicos de una
plaga después de alimentarla con y/o exponerla al organismo o sustancia durante un periodo apropiado de tiempo.
Por ejemplo las "proteinas pesticidas" son proteinas que presentan actividad pesticida por si mismas o en
combinacién con otras proteinas.

"Secuencia codificante" se refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia especifica de
aminoacidos. Como se usa en este documento, las expresiones "codificante" o "codificada" cuando se usan en el
contexto de un acido nucleico especificado significan que el acido nucleico comprende la informacion necesaria para
guiar la traduccion de la secuencia de nucleétidos en una proteina especificada. La informacion mediante la cual
esta codificada una proteina se especifica mediante el uso de codones. Un acido nucleico que codifica una proteina
puede comprender secuencias no traducidas (por ejemplo, intrones) dentro de regiones traducidas del acido
nucleico o puede carecer de dichas secuencias no traducidas intermedias (por ejemplo, como en ADNc).

"Gen" se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa una proteina especifica, incluyendo secuencias
reguladoras que preceden (secuencias no codificantes 5') y siguen (secuencias no codificantes 3') a la secuencia
codificante. "Gen nativo" se refiere a un gen encontrado en la naturaleza con sus propias secuencias reguladoras.
"Gen quimérico" se refiere a cualquier gen que no es un gen nativo, que comprende secuencias reguladoras y
codificantes que no se encuentran juntas en la naturaleza. Por consiguiente, un gen quimérico puede comprender
secuencias reguladoras y secuencias codificantes que se obtienen de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y
secuencias codificantes obtenidas de la misma fuente, pero dispuestas de un modo diferente al encontrado en la
naturaleza. "Gen enddgeno" se refiere a un gen nativo en su localizacion natural en el genoma de un organismo.
"Foraneo" se refiere a material no encontrado normalmente en la localizacién de interés. Por tanto "ADN foraneo"
puede comprender tanto ADN recombinante asi como ADN reordenado recién introducido de la planta. Un gen
"foraneo" se refiere a un gen no encontrado normalmente en el organismo hospedador, pero que se introduce en el
organismo hospedador por transferencia génica. Los genes foraneos pueden comprender genes nativos insertados
en un organismo no nativo, o genes quiméricos. Un "transgén" es un gen que se ha introducido en el genoma
mediante un procedimiento de transformacién. El sitio en el genoma de la planta donde se ha insertado un ADN
recombinante puede mencionarse como el "sitio de insercion" o "sitio diana".

Como se usa en este documento, "ADN inserto" se refiere al ADN heter6logo dentro de los casetes de expresion
usados para transformar el material vegetal mientras que el "ADN flanqueante" puede existir de ADN gendmico
presente de forma natural en un organismo tal como una planta, o ADN foraneo (heterdlogo) introducido mediante el
proceso de transformaciéon que es ajeno a la molécula de ADN inserto original, por ejemplo fragmentos asociados
con el evento de transformacién. Una "region flanqueante" o "secuencia flanqueante" como se usa en este
documento se refiere a una secuencia de al menos 20 pares de bases, preferiblemente al menos 50 pares de bases,
y hasta 5000 pares de bases que esta localizada inmediatamente cadena arriba de y contigua con o inmediatamente
cadena abajo de y contiguas con la molécula de ADN inserto foraneo original. Los procedimientos de transformacion
que conducen a integracion aleatoria del ADN foraneo produciran transformantes que contienen diferentes regiones
flanqueantes caracteristicas y Unicas para cada transformante. Cuando se introduce ADN recombinante en una
planta a través de cruce tradicional, sus regiones flanqueantes generalmente no se cambiaran. Los transformantes
también contendran uniones Unicas entre un trozo de ADN inserto heterélogo y ADN gendmico, o 2 trozos de ADN
gendmico, o 2 trozos de ADN heterélogo. Una "union" es un punto donde se unen 2 fragmentos especificos de ADN.
Por ejemplo, existe una unién donde se une el ADN inserto al ADN flanqueante. También existe un punto de unién
en un organismo transformado donde 2 fragmentos de ADN se unen juntos de un modo que esta modificado del
encontrado en el organismo nativo. "ADN de unién" se refiere a ADN que comprende un punto de union.
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Como se usa en este documento, "heterdlogo" en referencia a un acido nucleico es un acido nucleico que se origina
a partir de una especie foranea, o, si es de la misma especie, se modifica sustancialmente a partir de su forma
nativa en composicion y/o locus gendémico por intervencién humana deliberada. Por ejemplo, un promotor unido de
forma funcional a una secuencia heteréloga de nucleétidos puede ser de una especie diferente de la que se obtuvo
la secuencia de nucleétidos, o, si es de la misma especie, el promotor no se encuentra de forma natural unido de
forma funcional a la secuencia de nucle6tidos. Una proteina heteréloga puede originarse a partir de una especie
foranea, o, si es de la misma especie, se modifica sustancialmente de su forma original por intervencién humana
deliberada.

"Secuencias reguladoras" se refiere a secuencias de nucleotidos localizadas cadena arriba (secuencias no
codificantes 5'), dentro, o cadena abajo (secuencias no codificantes 3') de una secuencia codificante, y que influyen
en la transcripcion, procesamiento o estabilidad del ARN, o traduccién de la secuencia codificante asociada. Las
secuencias reguladoras pueden incluir promotores, secuencias lider de traduccion, intrones, y secuencias de
reconocimiento de poliadenilacion.

"Promotor" se refiere a una secuencia de nucleétidos capaz de controlar la expresiéon de una secuencia codificante o
ARN funcional. En general, una secuencia codificante esta localizada 3' a una secuencia promotora. La secuencia
promotora consiste en elementos cadena arriba proximales y mas distales, los ultimos elementos a menudo se
mencionan como potenciadores. Por consiguiente, un "potenciador" es una secuencia de nucleétidos que puede
estimular la actividad promotora y puede ser un elemento innato del promotor o un elemento heterélogo insertado
para potenciar el nivel o especificidad tisular de un promotor. Los promotores pueden obtenerse en su totalidad de
un gen nativo, o estar compuestos por diferentes elementos derivados de diferentes promotores encontrados en la
naturaleza, o incluso comprender segmentos sintéticos de nucleétidos. Los especialistas en la técnica entienden que
diferentes promotores pueden dirigir la expresion de un gen en diferentes tejidos o tipos celulares, o en diferentes
fases del desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones ambientales. Los promotores que causan que un
fragmento de acido nucleico se exprese en la mayoria de tipos celulares la mayor parte del tiempo se mencionan
comunmente como "promotores constitutivos". Constantemente se estan descubriendo nuevos promotores de
diversos tipos utiles en células vegetales; pueden encontrarse numerosos ejemplos en la compilacion de Okamuro y
Goldberg (1989) Biochemistry of Plants 15:1-82. Se reconoce adicionalmente que como en la mayoria de los casos
no se han definido completamente los limites exactos de las secuencias reguladoras, fragmentos de acido nucleico
de diferentes longitudes pueden tener idéntica actividad promotora.

La "secuencia lider de traduccién" se refiere a una secuencia de nucleétidos localizada entre la secuencia promotora
de un gen y la secuencia codificante. La secuencia lider de traduccién esta presente en el ARNm procesado
completamente cadena arriba de la secuencia de inicio de la traduccion. La secuencia lider de traduccion puede
afectar a numerosos parametros incluyendo el procesamiento del transcrito primario en ARNm, estabilidad del
ARNm y/o eficacia de traduccién. Se han descrito ejemplos de secuencias lider de traduccion (Turner y Foster
(1995) Mol. Biotechnol. 3:225-236).

Las "secuencias no codificantes 3" se refieren a secuencias de nucleétidos localizadas cadena abajo de una
secuencia codificante e incluyen secuencias de reconocimiento de poliadenilacién y otras secuencias que codifican
sefiales reguladoras capaces de afectar al procesamiento del ARNm o expresién génica. La sefal de poliadenilacion
se caracteriza habitualmente por afectar a la adicion de extensiones de acido poliadenilico en el extremo 3' del
precursor de ARNm. El uso de diferentes secuencias no codificantes 3' se ejemplifica por Ingelbrecht et al. (1989)
Plant Cell 1:671-680.

Una "proteina” o "polipéptido" es una cadena de aminoacidos dispuestos en un orden especifico determinado por la
secuencia codificante en un polinucleétido que codifica el polipéptido.

Una construcciéon de ADN es un ensamblaje de moléculas de ADN unidas juntas que proporcionan uno o mas
casetes de expresion. La construccibn de ADN puede ser un plasmido posibilitado para auto-replicacién en una
célula bacteriana y contiene diversos sitios de restriccion por enzima endonucleasa que son utiles para introducir
moléculas de ADN que proporcionan elementos genéticos funcionales, es decir, promotores, intrones, lideres,
secuencias codificantes, regiones de terminacion 3', entre otros; o una construccion de ADN puede ser un
ensamblaje lineal de moléculas de ADN, tal como un casete de expresion. El casete de expresion contenido dentro
de una construccién de ADN comprende los elementos genéticos necesarios para proporcionar transcripcién de un
ARN mensajero. El casete de expresion puede disefiarse para expresarse en células procariotas o células
eucariotas. Los casetes de expresion de la presente invencion se disefian para expresarse muy preferiblemente en
células vegetales.

Las moléculas de ADN de la invencién se proporcionan en casetes de expresion para su expresion en un organismo
de interés. El casete incluira secuencias reguladoras 5' y 3' unidas de forma funcional a una secuencia codificante de
la invencion. "Unidas de forma funcional" significa que las secuencias de acido nucleico que estan unidas son
contiguas y, donde sea necesario unir dos regiones codificantes de proteina, contiguas y en la misma fase de
lectura. Unido de forma funcional pretende indicar un enlace funcional entre un promotor y una segunda secuencia,
donde la secuencia promotora inicia y media la transcripcién de la secuencia de ADN correspondiente a la segunda
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secuencia. El casete puede contener adicionalmente al menos un gen adicional a cotransformar en el organismo.
Como alternativa, el gen o genes adicionales pueden proporcionarse en multiples casetes de expresién o multiples
construcciones de ADN.

El casete de expresion incluird en la direccion 5' a 3' de transcripcion: una regién de inicio de la transcripcion y la
traduccion, una region codificante, y una region de terminaciéon de la transcripciéon y la traduccion funcional en el
organismo que sirve como hospedador. La regién de inicio de la transcripcion (es decir, el promotor) puede ser
nativa o analoga, o foranea o heteréloga al organismo hospedador. Ademas, el promotor puede ser la secuencia
natural o como alternativa una secuencia sintética. Los casetes de expresion pueden contener adicionalmente
secuencias lider 5' en la construccion del casete de expresion. Dichas secuencias lider pueden actuar potenciando
la traduccion.

Debe apreciarse que como se usa en este documento el término "transgénico" incluye cualquier célula, linea celular,
callo, tejido, parte vegetal, o planta cuyo genotipo se ha alterado mediante la presencia de un &acido nucleico
heterélogo incluyendo aquellos transgénicos inicialmente asi alterados asi como aquellos creados por cruces
sexuales o propagacion asexual a partir del transgénico inicial. El término "transgénico" como se usa en este
documento no abarca la alteracion del genoma (cromosémico o extra-cromosémico) por métodos convencionales de
reproduccion de plantas o por eventos de origen natural tales como fertilizacion cruzada aleatoria, infeccion virica no
recombinante, transformacion bacteriana no recombinante, transposicion no recombinante, o0 mutacion espontanea.

Un "evento" transgénico se produce por transformacion de células vegetales con una o mas construcciones de ADN
heterdlogo, incluyendo un casete de expresion de acido nucleico que comprende un transgén de interés, la
regeneracion de una poblacién de plantas resultante de la insercidn del transgén en el genoma de la planta, y la
seleccion de una planta particular caracterizada por la insercion en una localizacién particular del genoma. Un
evento se caracteriza fenotipicamente mediante la expresion del transgén. A nivel genético, un evento es parte de la
composicién genética de una planta. El término "evento" también se refiere a la descendencia producida por un
cruce exogamico sexual entre el transformante y otra variedad que incluye el ADN heterdlogo. Incluso después de
retro-cruzamiento repetido con un progenitor recurrente, el ADN insertado y el ADN flanqueante del progenitor
transformado esta presente en la descendencia del cruce en la misma localizacién cromosémica. El término "evento"
también se refiere a ADN del transformante original que comprende el ADN insertado y la secuencia flanqueante
inmediatamente adyacente al ADN insertado que se esperaria que se transfiriera a una descendencia que recibe el
ADN insertado incluyendo el transgén de interés como resultado de un cruce sexual de una linea progenitora que
incluye el ADN insertado (por ejemplo, resultando el transformante original y la descendencia de autofertilizacién) y
una linea progenitora que no contiene el ADN insertado.

Una planta de maiz TC1507 resistente a insectos puede reproducirse cruzando primero sexualmente una primera
planta de maiz progenitora que consiste en una planta de maiz cultivada a partir de la planta de maiz TC1507
transgénica y la descendencia de la misma obtenida de la transformacion con los casetes de expresion de la
presente invencién que confiere resistencia a insectos, y una segunda planta de maiz progenitora que carece de
resistencia a insectos, produciendo de ese modo una pluralidad de plantas de la primera generacién; y después
seleccionando una planta de la primera generacion que es resistente a insectos; y autofertilizando la planta de la
primera generacion, produciendo de ese modo una pluralidad de plantas de la segunda generacion; y después
seleccionando entre las plantas de la segunda generacién una planta resistente a insectos. Estas etapas pueden
incluir adicionalmente el retro-cruzamiento de la planta de la primera generacion resistente a insectos o la planta de
la segunda generacion resistente a insectos con la segunda planta de maiz progenitora o una tercera planta de maiz
progenitora, produciendo de este modo una planta de maiz que es resistente a insectos.

Como se usa en este documento, el término "planta” incluye referencias a plantas completas, érganos vegetales (por
ejemplo, hojas, tallos, raices, etc.), semillas, células vegetales, y descendencia de los mismos. Las partes de plantas
transgénicas entendidas dentro del alcance de la invencién comprenden, por ejemplo, células vegetales,
protoplastos, tejidos, callos, embriones asi como flores, tallos, frutos, hojas, y raices que se originan en plantas
transgénicas o su descendencia previamente transformada con una molécula de ADN de la invencion y que por lo
tanto consiste en al menos parte de células transgénicas, también son un aspecto de la presente invencion.

Como se usa en este documento, la expresion "célula vegetal" incluye, sin limitacion, semillas, cultivos en
suspensiéon, embriones, regiones meristematicas, tejido calloso, hojas, raices, brotes, gametofitos, esporofitos,
polen, y microesporas. La clase de plantas que pueden usarse en los métodos de la invencién es generalmente tan
amplia como la clase de plantas superiores susceptible a técnicas de transformacién, incluyendo plantas tanto
monocotiledéneas como dicotiledéneas.

"Transformacion" se refiere a la transferencia de un fragmento de &cido nucleico al genoma de un organismo
hospedador, que provoca herencia genéticamente estable. Los organismos hospedadores que contienen los
fragmentos de acido nucleico introducidos por transformacion se mencionan como organismos "transgénicos".
Ejemplos de métodos de transformacion de plantas incluyen transformacion mediada por Agrobacterium (De Blaere
et al. (1987) Meth. Enzymol. 143:277) y tecnologia de transformacion por particulas aceleradas o "pistola génica"
(Klein et al. (1987) Nature (Londres) 327:70-73; patente de Estados Unidos N° 4.945.050). A continuacién se
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describen métodos adicionales de transformacion.

Por tanto, los polinucledtidos aislados de la presente invencidn pueden incorporarse en construcciones
recombinantes, tipicamente construcciones de ADN, que tienen capacidad de introduccion y replicacién en una
célula hospedadora. Dicha construcciéon puede ser un vector que incluye un sistema de replicacion y secuencias que
tienen capacidad de transcripcion y traduccién de una secuencia codificante de polipéptido en una célula
hospedadora dada. Se han descrito varios vectores adecuados para transfeccion estable de células vegetales o para
el establecimiento de plantas transgénicas en, por ejemplo, Pouwels et al., (1985; Sup. 1987) Cloning Vectors: A
Laboratory Manual, Weissbach y Weissbach (1989) Methods for Plant Molecular Biology, (Academic Press, Nueva
York); y Flevin et al., (1990) Plant Molecular Biology Manual, (Kluwer Academic Publishers). Tipicamente, los
vectores de expresion en plantas incluyen, por ejemplo, uno o mas genes de plantas bajo el control transcripcional
de secuencias reguladoras 5'y 3' y un marcador de seleccion dominante. Dichos vectores de expresién en plantas
también pueden contener una region reguladora promotora (por ejemplo, una regulacion reguladora que controla la
expresion inducible o constitutiva, regulada de forma ambiental o por el desarrollo, o especifica de célula o tejido), un
sitio de inicio de la transcripcion, un sitio de unién al ribosoma, una sefial de procesamiento del ARN, un sitio de
terminacion de la transcripcion, y/o una sefal de poliadenilacion.

También debe entenderse que pueden aparearse dos plantas transgénicas diferentes para producir descendientes
que contengan dos genes exogenos afadidos de segregacion independiente. La auto-fertilizacion de la
descendencia apropiada puede producir plantas que son homocigéticas para ambos genes exdgenos afiadidos. El
retro-cruzamiento con una planta progenitora y el cruzamiento exogamico con una planta no transgénica también se
contemplan, asi como la propagacién vegetativa. Pueden encontrarse descripciones de otros métodos de
reproduccién que se usan comunmente para diferentes rasgos y cultivos en una de varias referencias, por ejemplo,
Fehr, en Breeding Methods for Cultivar Development, Wilcos J. ed., American Society of Agronomy, Madison Wis.
(1987).

Una "sonda" es un acido nucleico aislado al que se une un marcador detectable o molécula indicadora convencional,
por ejemplo, un isétopo radiactivo, ligando, agente quimioluminiscente, o enzima. Dicha sonda es complementaria a
una hebra de un acido nucleico diana, en el caso de la presente invencion, a una hebra de ADN aislado del evento
de maiz TC1507 sea de una planta de maiz o de una muestra que incluye ADN del evento. Las sondas de acuerdo
con la presente invenciéon incluyen no solamente 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 la secuencia de ADN diana.

"Cebadores" son acidos nucleicos aislados que hibridan con un ADN diana complementario por hibridacién de
acidos nucleicos para formar un hibrido entre el cebador y la hebra de ADN diana, entonces se extienden a lo largo
de la hebra de ADN diana mediante una polimerasa, por ejemplo, una ADN polimerasa. Los pares de cebadores de
la presente invencion se refieren a su uso para la amplificacion de una secuencia de acido nucleico diana, por
ejemplo, por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) u otros métodos convencionales de amplificacién de acido
nucleico. "PCR" o "reaccion en cadena de la polimerasa" es una técnica usada para la amplificacién de segmentos
especificos de ADN (véanse, las patentes de Estados Unidos N° 4.683.195 y 4.800.159).

Las sondas y cebadores son de longitud suficiente de nucleétidos para unirse a la secuencia de ADN diana
especificamente en las condiciones de hibridacion o condiciones de reaccién determinadas por el operario. Esta
longitud puede ser de cualquier longitud que sea de longitud suficiente para ser util en un método de deteccién de
eleccion. Generalmente, se usan 11 nucleétidos o mas de longitud, preferiblemente 18 nucleétidos o mas, y mas
preferiblemente 22 nucle6tidos o mas. Dichas sondas y cebadores hibridan especificamente con una secuencia
diana en condiciones de hibridacion de alta rigurosidad. Preferiblemente, las sondas y cebadores de acuerdo con la
presente invencién tiene similitud de secuencia de ADN completa de nucleétidos contiguos con la secuencia diana,
aunqgue pueden disefiarse sondas que difieren de la secuencia de ADN diana y que retienen la capacidad de hibridar
con secuencias de ADN diana por métodos convencionales. Pueden usarse sondas como cebadores, pero
generalmente se disefian para unirse al ADN o ARN diana y no para usarse en un proceso de amplificacion.

Pueden usarse cebadores especificos para amplificar un fragmento de integraciéon para producir un amplicon que
pueda usarse como una "sonda especifica" para identificar el evento TC1507 en muestras bioldgicas. Cuando la
sonda se hibrida con los acidos nucleicos de una muestra biolégica en condiciones que permiten la unién de la
sonda a la muestra, esta unién puede detectarse y por tanto permite una indicacion de la presencia del evento
TC1507 en la muestra biologica. Dicha identificacién de una sonda unida se ha descrito en la técnica. La sonda
especifica es preferiblemente una secuencia que, en condiciones optimizadas, hibrida especificamente con una
region dentro de la region flanqueante 5' o 3' del evento y preferiblemente también comprende una parte del ADN
foraneo contiguo con la misma. Preferiblemente la sonda especifica comprende una secuencia al menos un 80%,
preferiblemente entre un 80 y un 85%, mas preferiblemente entre un 85 y un 90%, especialmente preferiblemente
entre un 90 y un 95%, y mucho mas preferiblemente entre un 95 y un 100% idéntica (0 complementaria) a una
region especifica del evento.

Los métodos para preparar y usar sondas y cebadores se describen, por ejemplo, en Molecular Closing: A

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2546 267 T3

Laboratory Manual, 22 ed., vol. 1-3, ed. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y. 1989 (a partir de ahora en este documento, "Sambrook et al., 1989"); Current Protocols in Molecular Biology,
ed. Ausubel et al., Greene Publishing y Wiley-Interscience, Nueva York, 1992 (con actualizaciones periédicas) (a
partir de ahora en este documento, "Ausubel ef al., 1992"); e Innis et al., PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications, Academic Press: San Diego, 1990. Los pares de cebadores de PCR pueden obtenerse de una
secuencia conocida, por ejemplo, usando programas informéticos pretendidos para ese fin, tales como la
herramienta de analisis cebadores de PCR en Vector NTI versién 6 (Informax Inc., Bethesda MD); PrimerSelect
(DNASTAR Inc., Madison, WI); y Primer (Version 0.5, © 1991, Whitehead Institute for Biomedical Research,
Cambridge, Mass.). Ademas, la secuencia puede explorarse visualmente e identificarse manualmente los cebadores
usando directrices conocidas para los especialistas en la técnica.

Un "kit" como se usa en este documento se refiere a un conjunto de reactivos con el fin de realizar el método de la
invencion, mas particularmente, la identificacién del evento TC1507 en muestras biolégicas. El kit de la invencion
puede usarse, y sus componentes pueden ajustarse especificamente, con fines de control de calidad (por ejemplo,
pureza de los lotes de semillas), deteccion del evento TC1507 en material vegetal, o material que comprende o
deriva de material vegetal, tal como, aunque sin limitaciéon, productos alimenticios o de forraje. "Material vegetal"
como se usa en este documento se refiere a material que se obtiene o deriva de una planta.

Los cebadores y sondas basados en el ADN flanqueante y las secuencias de inserto descritos en este documento
pueden usarse para confirmar (y, si fuera necesario, para corregir) las secuencias descritas por métodos
convencionales, por ejemplo, por re-clonacién y secuenciacion de dichas secuencias. Las sondas y cebadores de
acido nucleico de la presente invencién hibridan en condiciones rigurosas con una secuencia de ADN diana. Puede
usarse cualquier método convencional de hibridacién o amplificacion de &acidos nucleicos para identificar la
presencia de ADN de un evento transgénico en una muestra. Las moléculas de acido nucleico o fragmentos de las
mismas son capaces de hibridar especificamente con otras moléculas de acido nucleico en ciertas circunstancias.
Como se usa en este documento, se dice que dos moléculas de &cido nucleico son capaces de hibridar
especificamente entre si si las dos moléculas son capaces de formar una estructura anti-paralela, bicatenaria de
acido nucleico.

Se dice que una molécula de acido nucleico es el "complemento" de otra molécula de acido nucleico si muestra
complementariedad completa. Como se usa en este documento, se dice que las moléculas muestran
"complementariedad completa" cuando cada nucleétido de una de las moléculas es complementario a un nucleétido
de la otra. Se dice que dos moléculas son "minimamente complementarias" si pueden hibridar entre si con suficiente
estabilidad para permitirles permanecer hibridadas entre si en al menos condiciones convencionales de "baja
rigurosidad". Asimismo, se dice que las moléculas son "complementarias" si pueden hibridar entre si con suficiente
estabilidad para permitirles permanecer hibridadas entre si en condiciones convencionales de "alta rigurosidad". Se
describen condiciones rigurosas convencionales por Sambrook ef al., 1989, y por Haymes et al., En: Nucleic Acid
Hybridization, a Practical Approach, IRL Press, Washington, D.C. (1985). Por lo tanto son permisibles desviaciones
de la complementariedad completa, siempre que dichas desviaciones no impidan completamente la capacidad de
las moléculas de formar una estructura bicatenaria. Para que una molécula de acido nucleico sirva como cebador o
sonda, solamente necesita ser suficientemente complementaria en secuencia para ser capaz de formar una
estructura bicatenaria estable en el disolvente y concentraciones salinas particulares empleados.

En reacciones de hibridacion, la especificidad es tipicamente la funcién de los lavados post-hibridacion, siendo los
factores criticos la fuerza ionica y la temperatura de la solucién de lavado final. El punto de fusion térmico (Tm) es la
temperatura (a fuerza iénica y pH definidos) a la que el 50% de una secuencia diana complementaria hibrida con
una sonda perfectamente apareada. Para hibridos ADN-ADN, puede obtenerse una aproximacion de la Tm a partir
de la ecuacion de Meinkoth y Wahl (1984) Anal. Biochem. 138:267-284: Tm = 81,5°C + 16,6 (log M) + 0,41 (%GC) -
0,61 (% form) - 500/L; donde M es la molaridad de cationes monovalentes, %GC es el porcentaje de nucleétidos de
guanosina y citosina en el ADN, % form es el porcentaje de formamida en la solucién de hibridacion, y L es la
longitud del hibrido en pares de bases. La Tm se reduce en aproximadamente 1°C por cada 1% de
desapareamiento; por tanto, la Tm, las condiciones de hibridacién, y/o lavado pueden ajustarse para hibridar con
secuencias de la identidad deseada. Por ejemplo, si se buscan secuencias con >90% de identidad, la Tm puede
disminuirse 10°C. Generalmente, se seleccionan condiciones rigurosas para que sean aproximadamente 5°C
inferiores que la Tm para la secuencia especifica y su complemento a una fuerza ionica y pH definidos. Sin
embargo, condiciones fuertemente rigurosas pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a 1, 2, 3 0 4°C inferior que la
Tm; condiciones moderadamente rigurosas pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a 6, 7, 8, 9, o 10°C inferior que
la Tm; condiciones de baja rigurosidad pueden utilizar una hibridacion y/o lavado a 11, 12, 13, 14, 15, o 20°C inferior
que la Tm.

Usando la ecuacién, las composiciones de hibridacién y lavado, y la Tm deseada, los especialistas en la técnica
entenderan que se describen de forma inherente variaciones en la rigurosidad de las soluciones de hibridacién y/o
lavado. Si el grado deseado de desapareamiento provoca una Tm de menos de 45°C (soluciéon acuosa) o 32°C
(solucion de formamida), se prefiere aumentar la concentracion de SSC de modo que pueda usarse una temperatura
mayor. Se encuentra una guia extensiva respecto a la hibridacién de acidos nucleicos en Tijssen (1993) Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte |, Capitulo 2
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(Elsevier, Nueva York); y Ausubel et al., eds. (1995) Current Protocols in Molecular Biology, Capitulo 2 (Greene
Publishing y Wiley-Interscience, Nueva York). Véase Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva York).

Como se usa en este documento, una secuencia sustancialmente homéloga es una molécula de acido nucleico que
hibridara especificamente con el complemento de la molécula de acido nucleico con la que se esta comparando en
condiciones de alta rigurosidad. Las condiciones rigurosas apropiadas que promueven la hibridaciéon del ADN, por
ejemplo, cloruro sédico/citrato sédico (SSC) 6X a aproximadamente 45°C, seguido de un lavado de SSC 2X a 50°C,
son conocidas para los especialistas en la técnica o pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Tipicamente, las condiciones rigurosas seran aquellas en que la
concentracién salina es menor de aproximadamente 1,5 M de iones Na, tipicamente una concentracion de
aproximadamente 0,01 a 1,0 M de iones Na (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3 y la temperatura es al menos de
aproximadamente 30°C para sondas cortas (por ejemplo, de 10 a 50 nucleoétidos) y de al menos aproximadamente
60°C para sondas largas (por ejemplo, mas de 50 nucleétidos). Las condiciones rigurosas también pueden
conseguirse con la adicién de un agente desestabilizante tal como formamida. Condiciones ejemplares de baja
rigurosidad incluyen hibridacion con una solucion tamponante del 30 al 35% de formamida, NaCl 1 M, SDS (dodecil
sulfato sodico) al 1% a 37°C, y un lavado en SSC 1X a 2X (SSC 20X = NaCl 3,0 M/citrato trisédico 0,3 M) a 50 a
55°C. Condiciones ejemplares de rigurosidad moderada incluyen hibridacién en formamida del 40 al 45%, NaCl 1 M,
SDS al 1% a 37°C, y un lavado en SSC 0,5X a 1X a 55 a 60°C. Condiciones ejemplares de alta rigurosidad incluyen
hibridacion en formamida al 50%, NaCl 1 M, SDS al 1% a 37°C, y un lavado en SSC 0,1X a 60 a 65°C. En una
realizacion preferida, un acido nucleico de la presente invencién hibridara especificamente con una o mas moléculas
de acido nucleico unicas para el evento TC1507 o complementos de las mismas o fragmentos de cualquiera de ellas
en condiciones moderadamente rigurosas.

Los métodos de alineacién se secuencias para comparacién son bien conocidos en la técnica. Por tanto, la
determinacién del porcentaje de identidad entre dos secuencias cualesquiera puede realizarse usando un algoritmo
matematico. Ejemplos no limitantes de dichos algoritmos matematicos son el algoritmo de Myers y Miller (1988)
CABIOS 4:11-17; el algoritmo de homologia local de Smith et al. (1981) Adv. Appl. Math. 2:482; el algoritmo de
alineacion de homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443-453; el método de busqueda de
similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:2444-2448; el algoritmo de Karlin y Altschul (1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264, modificado como en Karlin y Altschul (1993) Pro. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-
5877.

Pueden utilizarse implementaciones informaticas de estos algoritmos matematicos para la comparacién de
secuencias para determinar la identidad de secuencia. Dichas implementaciones incluyen, aunque sin limitacion:
CLUSTAL en el programa PC/Gene (disponible en Intelligenetics, Mountain View, California); el programa ALIGN
(Version 2.0); el programa ALIGN PLUS (version 3.0, copyright 1997); y GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA, y TFASTA
en el Wisconsin Genetics Software Package, Version 10 (disponible en Accelrys, 9685 Scranton Road, San Diego,
CA 92121, EEUU). Las alineaciones usando estos programas pueden realizarse usando los parametros por defecto.

El programa CLUSTAL esta bien descrito por Higgins y Sharp, Gene 73: 237-244 (1988); Higgins y Sharp, CABIOS
5: 151-153 (1989); Corpet, et al., Nucleic Acids Research 16: 10881-90 (1988); Huang, et al., Computer Applications
in the Biosciences 8: 155-65 (1992), y Pearson, et al., Methods in Molecular Biology 24: 307-331 (1994). Los
programas ALIGN y ALIGN PLUS se basan en el algoritmo de Myers y Miller (1988) supra. Los programas BLAST
de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403 se basan en el algoritmo de Karlin y Altschul (1990) supra. La familia
de programas BLAST que puede usarse para busquedas de similitud en base de datos incluye: BLASTN para
secuencias de consulta de nucledtidos frente a secuencias de bases de datos de nucleétidos; BLASTX para
secuencias de consulta de nucleétidos frente a secuencias de bases de datos de proteinas; BLASTP para
secuencias de consulta de proteinas frente a secuencias de bases de datos de proteinas; TBLASTN para
secuencias de consulta de proteinas frente a secuencias de bases de datos de nucleotidos; y TBLASTX para
secuencias de consulta de nucleotidos frente a secuencias de bases de datos de nucledtidos. Véase, Current
Protocols in Molecular Biology, Capitulo 19, Ausubel, et al., Eds., Greene Publishing y Wiley-Interscience, Nueva
York (1995). La alineaciéon también puede realizarse de forma manual por inspeccion.

Para obtener alineaciones con huecos con fines de comparacion, puede utilizarse Gapped BLAST (en BLAST 2.0)
como se describe en Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389. Como alternativa, puede usarse PSI-BLAST
(en BLAST 2.0) para realizar una busqueda iterada que detecte relaciones distantes entre moléculas. Véase Altschul
et al. (1997) supra. Cuando se utiliza BLAST, Gapped BLAST, PSI-BLAST, pueden usarse los parametros por
defecto de los programas respectivos (por ejemplo, BLASTN para secuencias de nucleétidos, BLASTX para
proteinas). Véase www.ncbi.him.nih.gov.

Como se usa en este documento, "identidad de secuencia" o "identidad" en el contexto de dos secuencias de acido
nucleico o polipeptidicas hace referencia a los restos en las dos secuencias que son iguales cuando se alinean para
la maxima correspondencia sobre una ventana de comparacion especificada. Cuando el porcentaje de identidad de
secuencia se usa en referencia a proteinas se reconoce que las posiciones de los restos que no son idénticos a
menudo difieren por sustituciones conservativas de aminoacido, donde los restos de aminoacido estan sustituidos
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por otros restos de aminoacido con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad) y por lo
tanto no cambian las propiedades funcionales de la molécula. Cuando las secuencias difieren en sustituciones
conservativas, el porcentaje de identidad de secuencia puede ajustarse al alza para corregir la naturaleza
conservativa de la sustitucion. Se dice que secuencias que difieren en dichas sustituciones conservativas tienen
"similitud de secuencia" o "similitud". Los medios para hacer este ajuste son bien conocidos para los especialistas en
la técnica. Tipicamente esto implica valorar una sustituciéon conservativa como un desapareamiento parcial en lugar
de completo, aumentando de este modo el porcentaje de identidad de secuencia. Por tanto, por ejemplo, cuando se
da un valor de 1 para un aminoacido idéntico y se da un valor de cero para una sustitucién no conservativa, a una
sustitucion conservativa se le da un valor entre cero y 1. La valoracién de sustituciones conservativas se calcula, por
ejemplo, implementada en el programa PC/GENE (Intelligenetics, Mountain View, California).

Como se usa en este documento, "porcentaje de identidad de secuencia" significa el valor determinado por
comparacién de dos secuencias alineadas de forma éptima sobre una ventana de comparacion, donde la parte de la
secuencia polinucleotidica en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir,
huecos) en comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para una
alineacion 6ptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando la cantidad de posiciones en que
aparece la base de acido nucleico o resto de aminoacido idéntico en ambas secuencias para producir la cantidad de
posiciones coincidentes, dividiendo la cantidad de posiciones coincidentes por la cantidad total de posiciones en la
ventana de comparacion, y multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad de secuencia.

Respecto a la amplificacion de una secuencia de acido nucleico diana (por ejemplo, por PCR) usando un par de
cebadores de amplificacion particular, las "condiciones rigurosas" son condiciones que permite que el par de
cebadores hibride solamente con la secuencia diana de acido nucleico con la que uniria un cebador que tuviera la
correspondiente secuencia de tipo silvestre (o su complemento) y preferiblemente para producir un producto de
amplificacion unico, el amplicon, en una reaccion térmica de amplificacion del ADN.

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

Como se usa en este documento, "ADN amplificado” o "amplicon" se refiere al producto de amplificacién de acido
nucleico de una secuencia de acido nucleico diana que es parte de un molde de acido nucleico. Por ejemplo, para
determinar si una planta de maiz resultante de un cruce sexual contiene el ADN gendmico del evento transgénico de
la planta de maiz de la presente invencion, el ADN extraido de la muestra tisular de la planta de maiz puede
someterse a un método de amplificacién de acido nucleico usando un par de cebadores de ADN que incluye un
primer cebador derivado de la secuencia flanqueante adyacente al sitio de insercion del ADN heterélogo insertado, y
un segundo cebador derivado del ADN heter6logo insertado para producir un amplicdn que es diagnéstico para la
presencia del ADN del evento. Como alternativa, el segundo cebador puede obtenerse de la secuencia flanqueante.
El amplicon es de una longitud y tiene una secuencia que también es diagnéstica para el evento. El amplicon puede
variar en longitud desde la longitud combinada de los pares de cebadores mas un par de bases nucleotidicas hasta
cualquier longitud de amplicon producible por un protocolo de amplificacion de ADN. Como alternativa, los pares de
cebadores pueden obtenerse de la secuencia flanqueante en ambos lados del ADN insertado para producir un
amplicén que incluya la secuencia de nucleétidos de inserto completa de la construccién de expresién PHI8999A,
véase la FIG. 1, aproximadamente 6,2 Kb de tamafio. Un miembro de un par de cebadores derivado de la secuencia
flanqueante puede localizarse una distancia desde la secuencia de ADN insertada, esta distancia puede variar
desde un par de bases nucleotidicas hasta los limites de la reaccién de amplificacion, o aproximadamente veinte mil
pares de bases nucleotidicas. El uso del término "amplicon" excluye especificamente dimeros de cebadores que
pueden formarse en la reaccion térmica de amplificacion del ADN.

La amplificacién de acidos nucleicos puede realizarse por cualquiera de los diversos métodos de amplificacion de
acido nucleico conocidos en la técnica, incluyendo reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se conoce en la
técnica una diversidad de métodos de amplificacion y se describen, inter alia, en las patentes de Estados Unidos N°
4.683.195 y 4.683.202 y en PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, ed. Innis et al., Academic press,
San Diego, 1990. Los métodos de amplificacion por PCR se han desarrollado para amplificar hasta 22 Kb de ADN
gendmico y hasta 42 Kb de ADN de bacteriéfago (Cheng et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5695-5699, 1994).
Estos métodos asi como otros métodos conocidos en la técnica de amplificacion de ADN pueden usarse en la
practica de la presente invenciéon. Se entiende que puede necesitarse ajustar varios parametros en un protocolo de
PCR especifico para condiciones especificas de laboratorio y pueden modificarse ligeramente y aun permitir la
recogida de resultados similares. Estos ajustes seran evidentes para los especialistas en la técnica.

El amplicon producido por estos métodos puede detectarse por una pluralidad de técnicas incluyendo, aunque sin
limitacion, el Analisis genético por Fragmentos (Nikiforov, et al. Nucleic Acid Res. 22:4167-4175, 1994) donde se
disefia un oligonucleétido de ADN que solapa tanto con la secuencia de ADN flanqueante adyacente como con la
secuencia de ADN insertada. El oligonucleétido se inmoviliza en pocillos de una placa de micropocillos. Después de
la PCR de la regién de interés (usando un cebador primer en la secuencia insertada y uno en la secuencia
flanqueante adyacente) puede hibridarse un producto de PCR monocatenario con el oligonucleétido inmovilizado y
servir como molde para una reaccién de extension de bases individuales usando una ADN polimerasa y ddNTP
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marcados especificos para la siguiente base esperada. La lectura puede ser fluorescente o basada en ELISA. Una
sefial indica la presencia de la secuencia de inserto/flanqueante debido a una amplificacién, hibridacion, y extension
de bases individuales satisfactorias.

Otro método de deteccion es la técnica de Pirosecuenciacion descrita por Winge (Innov. Pharma. Tech. 00: 18-24,
2000). En este método se disefia un oligonucledtido que solapa con la unién de ADN adyacente y ADN de inserto. El
oligonucleétido se hibrida con un producto de PCR monocatenario desde la region de interés (un cebador en la
secuencia insertada y uno en la secuencia flanqueante) y se incuba en presencia de una ADN polimerasa, ATP,
sulfurilasa, luciferasa, apirasa, adenosina 5' fosfosulfato y luciferina. Los dNTP se afaden individualmente y la
incorporacion produce una sefial de luz que se mide. Una sefial de luz indica la presencia de la secuencia de inserto
transgénico/flanqueante debido a una amplificacion, hibridacion, y extension de bases individuales o multi-base
satisfactorias.

Polarizacion de Fluorescencia como se describe por Chen et al., (Genome Res. 9:492-498, 1999) es un método que
puede usarse para detectar un amplicén de la presente invencién. Usando este método se disefia un oligonucle6tido
que solapa la union de ADN flanqueante e insertado. El oligonucleétido se hibrida con un producto de PCR
monocatenario desde la region de interés (un cebador en el ADN insertado y uno en la secuencia de ADN
flanqueante) y se incuba en presencia de una ADN polimerasa y un ddNTP marcado de forma fluorescente. La
extension de bases individuales provoca la incorporacion del ddNTP. La incorporacién puede medirse como un
cambio en la polarizacion usando un fluorbmetro. Un cambio en la polarizacién indica la presencia de la secuencia
de inserto transgénico/flanqueante debido a una amplificacion, hibridacién, y extensiéon de bases individuales
satisfactorias.

Tagman® (PE Applied Biosystems, Foster City, Calif.) se describe como un método para detectar y cuantificar la
presencia de una secuencia de ADN y se comprende completamente en las instrucciones proporcionadas por el
fabricante. En resumen, se disefia una sonda oligonucleotidica FRET que solapa la unién de ADN flanqueante y de
inserto. La sonda FRET vy los cebadores de PCR (un cebador en la secuencia de ADN de inserto y uno en la
secuencia genomica flanqueante) se ciclan en presencia de una polimerasa termoestable y dNTP. La hibridacion de
la sonda FRET provoca la escision y liberaciéon del resto fluorescente lejos del resto inactivador en la sonda FRET.
Una sefial fluorescente indica la presencia de la secuencia flanqueante/de inserto transgénico debido a una
amplificacion e hibridacién satisfactorias.

Se han descrito Balizas Moleculares para su uso en la deteccién de secuencias como se describe en Tyangi et al.
(Nature Biotech. 14:303-308, 1996). En resumen, se disefia una sonda oligonucleotidica FRET que solapa la union
de ADN flanqueante y de inserto. La estructura uUnica de la sonda FRET provoca que contenga la estructura
secundaria que mantiene los restos fluorescente e inactivador en gran proximidad. La sonda FRET y los cebadores
de PCR (un cebador en la secuencia de ADN de inserto y uno en la secuencia flanqueante) se ciclan en presencia
de una polimerasa termoestable y dNTP. Después de la satisfactoria amplificaciéon por PCR, la hibridacion de la
sonda FRET con la secuencia diana provoca la eliminaciéon de la estructura secundaria de la sonda y la separacion
espacial de los restos fluorescente e inactivador. Se produce una sefial fluorescente. Una sefial fluorescente indica
la presencia de la secuencia flanqueante /de inserto transgénico debido a una amplificacién e hibridacion
satisfactorias.

Una reaccion de hibridaciéon usando una sonda especifica para una secuencia encontrada dentro del amplicén es
otro método mas usado para detectar el amplicon producido por una reaccién de PCR.

La presente invencién se define adicionalmente en los siguientes Ejemplos. Debe entenderse que estos Ejemplos,
aunque indican realizaciones preferidas de la invencion, se dan a modo de ilustracion solamente. A partir del anterior
analisis y estos Ejemplos, un especialista en la técnica puede establecer las caracteristicas esenciales de esta
invencioén, y son alejarse del alcance de la misma, puede hacer diversos cambios y modificaciones de la invencion
para adaptarla a diversos usos y condiciones. Por tanto, seran evidentes diversas modificaciones de la invencion,
ademas de las mostradas y descritas en este documento, para los especialistas en la técnica a partir de la anterior
descripcion. Se pretende que dichas modificaciones estén también dentro del alcance de las reivindicaciones
adjuntas.

Ejemplos

Ejemplo 1. Transformacion de maiz por bombardeo con particulas y regeneracion de plantas transgénicas que
contienen el gen CrylF

Se us6 una molécula de ADN de 6,2 Kb, denominada PHI8999A (véase la FIG. 1 y la SEC ID N° 25), que incluye un
primer casete de expresion transgénica que comprende el promotor, el exén no traducido 5', y el primer intron del
gen de la ubiquitina de maiz (Ubi-1) (Christensen et al. (1992) Plant Mol. Biol. 18:675-689 y Christensen y Quail
(1996) Transgenic Res. 5:213-218) conectado de forma funcional a una molécula de ADN que codifica una 8-
endotoxina de Bacillus thuringiensis identificada como CrylF (patentes de Estados Unidos N° 5.188.960 y 6.218.188)
conectada de forma funcional a una molécula de ADN que comprende un terminador de la transcripcion ORF25 3'
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aislado de Agrobacterium tumefaciens (Barker et al. (1983) Plant Mol. Biol. 2:335-350), y un segundo casete de
expresion transgénica que comprende una molécula de ADN del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV) (Odell J.T. et al. (1985) Nature 313: 810-812; Mitsuhara et al. (1996) Plant Cell Physiol. 37:49-59) conectado
de forma funcional a una molécula de ADN que codifica el marcador de seleccion, el gen de la fosfinotricina
acetiltransferasa (PAT) (Wohlleben W. et al. (1988) Gene 70:25-37) conectado de forma funcional a una molécula de
ADN que comprende el terminador de la transcripcién 3' de 35S (CaMV) (véase Mitsuhara et al. (1996) Plant Cell
Physiol. 37:49-59) para transformar tejido embrionario de maiz.

Se obtuvieron plantas de maiz B.t. Cry1F por bombardeo con microproyectiles usando la pistola de particulas
Biolistics® PDS-1000He fabricada por Bio-Rad, Hercules, CA; esencialmente como se describe por Klein et al.
(1987) Nature, RU 327(6117):70-73. Se cultivaron embriones inmaduros aislados de mazorcas, recogidos pronto
después de la polinizacion en medio de inicio de callo durante varios dias. En el dia de la transformacién, se
recubrieron particulas microscopicas de tungsteno con ADN PHI8999A (SEC ID N° 25) purificado y se aceleraron en
los embriones cultivados, donde el ADN de inserto se incorporé en el cromosoma celular. Se usd solamente el
inserto PHI8999A durante la transformacion y no se incorpor6 ADN plasmidico adicional en el transformante.
Después del bombardeo, los embriones se transfirieron a medio de inicio de callo que contenia glufosinato como
agente de seleccion. Los embriones individuales se mantuvieron fisicamente separados durante el cultivo, y la
mayoria de los explantes murieron en el medio selectivo.

A los embriones que sobrevivieron y produjeron tejido calloso sano resistente a glufosinato se les asigné cédigos de
identificacion Unicos que representan eventos de transformacién putativos, y se transfirieron de forma continua a
medio de seleccién fresco. Las plantas se regeneraron a partir del tejido derivado de cada evento Unico y se
transfirieron al invernadero. Se tomaron muestras foliares para andlisis molecular para verificar la presencia del
transgén por PCR y para confirmar la expresién de la proteina Cry IF por ELISA. Las plantas después se sometieron
a un bioensayo de planta completa usando insectos barrenadores europeos del maiz. Las plantas positivas se
cruzaron con lineas endogamicas para obtener semillas de las plantas transformadas iniciales. Se evaluaron varias
lineas en el campo. El evento TC1507 se seleccion6 de una poblacién de eventos transgénicos independientes
basados en una combinacion superior de caracteristicas, incluyendo resistencia a insectos y rendimiento
agronomico (véase Bing JW et al. (2000) Efficacy of Cry1F Transgenic Maize, 14th Biennial International Plant
Resistance to Insects Workshop, fort Collins, CO).

Ejemplo 2. Identificacion de nucleétidos que comprenden la secuencia flanqueante 5' al ADN de inserto transgénico
en la linea de maiz CrylF de Bacillus thuringiensis TC1507

Para identificar un fragmento de ADN que incluyera la secuencia 5' al inserto PHI8999A en el evento TC1507, se
seleccionaron por tamafio fragmentos de la enzima de restriccion Spe | del fragmento de ADN gendémico del evento
TC1507 en geles de agarosa, se purificaron, y se exploraron por analisis de Southern para confirmar la hibridacion
con una sonda CrylF. Después de la confirmacién de la hibridacion y el tamafio de los fragmentos, los fragmentos de
interés se clonaron en un vector de clonacion pBluescript Il SK (+)™ para preparar un plasmido seleccionado por
tamafio enriquecido basado en biblioteca de ADN gendémico. Se us6 una sonda homéloga a una parte del gen Cry1F
para explorar la biblioteca plasmidica para clones positivos. Se identificd un clon positivo, se purificd por exploraciéon
adicional, y se confirméd que producia una sefial positiva cuando hibridaba con la sonda CrylF. Se secuenciaron casi
3 Kb del fragmento Spe | contenido en el clon positivo aislado usando un enfoque de paseo con cebador. Para iniciar
la primera ejecucion de secuenciacién, se disefidé un cebador que se une a una secuencia conocida en el ADN del
vector de clonacioén para secuenciar una parte del ADN de interés. Una segunda ejecucion de secuenciacion sobre
la misma regiéon usando otro cebador orientado en la direccion inversa proporciond la cobertura de la segunda
hebra. El paseo con cebador se consiguié usando repetidamente los datos de secuencia de ejecuciones previas
para disefiar nuevos cebadores que después se usaron para extender la siguiente ronda de secuenciacién
adicionalmente en el ADN de interés hasta que se obtuvo la secuencia flanqueante 5' al ADN transgénico insertado
en el evento de maiz TC1507. Se proporciona informacién de secuencia especifica en el Ejemplo 4.

Ejemplo 3. Confirmacion de la secuencia flanqueante 5' al inserto TC1507 de la linea de maiz B.t. CrylF

Para confirmar la secuencia flanqueante 5' del inserto TC1507 de la linea de maiz B.t. CrylF, se disefiaron pares de
cebadores de PCR para obtener productos de PCR solapantes que se extienden desde la region flanqueante 5' en el
inserto transgénico PHI8999A de longitud completa. Los productos de PCR se amplificaron satisfactoriamente a
partir del ADN genémico de TC1507 de la linea de maiz B.t. CrylF, se aislaron, y se secuenciaron para la Region 1 a
la Region 6, mostrada en la Tabla 1, y se confirm6 que apareaba con la secuencia previamente determinada desde
el fragmento Spe |, descrito en el Ejemplo 2. Sin embargo, la regién desde el pb 2358 hasta el pb 2829,
inmediatamente adyacente y 5' al inicio del inserto de longitud completa fue recalcitrante para la amplificacion por
PCR y pareci6 ser mas grande que la secuencia obtenida del clon Spe | descrito anteriormente. El uso de pares de
cebadores que flanquean esta region y el mezcla de polimerasa Advantage®-GC 2 (BD Biosciences Clontech, Palo
Alto, CA) fue satisfactorio en la amplificacion de productos de PCR a partir del ADN gendmico de TC1507 de la linea
de maiz B.t. CrylF para secuenciacion. Las condiciones de amplificacion usadas para producir amplicones con el
sistema Advantage®-GC 2 se muestran en la Tabla 10. Los pares de cebadores de ADN usados para confirmar la
secuencia en la region desde el pb 2358 al 2829 son los enumerados en la SEC ID N° 1y SEC ID N° 2; y SEC ID N°
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2 y SEC ID N° 23. La secuencia de esta region se describe en la Tabla 1 (Regiones 7a, 7b, 7c, y 8).

Ejemplo 4. Secuencia flanqueante 5' del evento TC1507. Se proporciona una descripcion de cada regién en la Tabla
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1.

Region 1 (SEC ID N° 28) genémica de maiz (sin homologia significativa)

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651

ACTAGTTTCC TAGCCCGCGT CGTGCCCCTA CCCCACCGAC GTTTATGGAA
GGTGCCATTC CACGGTTCTT CGTGGCCGCC CCTAAGGATG TAAATGGTCG
GTAAAATCCG GTAAATTTCC GGTACCGTTT ACCAGATTTT TCCAGCCGTT
TTCGGATTTA TCGGGATATA CAGAAAACGA GACGGAAACG GAATAGGTTT
TTTTTCGAAA ACGGTACGGT AAACGGTGAG ACAAACTTAC CGTCCGTTTT
CGTATTTCTC GGGAAACTCT GGTATATTCC CGTATTTGTC CCGTATTTTC
CCGACCCACG GACCTGCCAA TCAACCATCA GCCAGTCAGC CCATCCCCAC
AGCTATGGCC CATGGGGCCA TGTTGGCCAC ATGCCCACGC AACGCAAGGC
AGTAAGGCTG GCAGCCTGGC ACGCATTGAC GCATGTGGAC ACACACAGCC
GCCGCCTGTT CGTGTTTCTG TGCCGTTGTG CGAGACTGTG ACTGCGAGTG
GCGGAGTCGG CGAACGGCGA GGCGTCTCCG GAGTCTGGAC TGCGGCTGTG
GACAGCGACG CTGTGACGGC GACTCGGCGA AGCCCCAAGC TACCAAGCCC
CCAAGTCCCC ATCCATCTCT GCTTCTCTGG TCATCTCCTT CCCCTGGTCG
ATCTGCAGGC GCCAGACCG

Region 2 (SEC ID N° 29) secuencia genémica de maiz no descrita (complemento)

670
701
751
801
851

G CCGAAGCATC ACGAAACGCA CTAAGACCTC

GAAGGAGTCA AACCACTCCT CCGAGGCCTC GGGGGCTACA CCCGGCGGGT
GCGCTCGCGC GCACCCACCG GAACAAAATG TAACCGAGAA AGGTCGGTCC
CCTTGC AAAA AAAGTGCGAC AAAAGCCTCC AAGCGAGTAT TAACACTCAC
TTTGAGGCTC GGGGGCTAC

Region 3 (SEC ID N° 30) fragmento de retrotransposén Huck-1 de maiz

870

901

951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651

T GTCGGGGACC ATAATTAGGG GTACCCCCAA

GACTCCTAAT CTCAGCTGGT AACCCCCATC AGCACAAAGC TGCAAAGGCC
TGATGGGTGC GATTAAGTCA AGGCTCGGTC CACTCAAGGG ACACGATCTC
GCCTCGCCCG AGCCCAGCCT CGGGCAAGGG CGGCCGACCC CGAGGATTCA
CGTCTCGCCC GAGGGCCCCC TCAAGCGACG GGCACACCTT CGGCTCGCCC
GAGGCCCATT CTTCGCCGAG AAGCAACCTT GGCCAGATCG CCACACCGAC
CGACCGTATC GCAGGAGCAT TTAATGCGAG GATCGCCTGA CACCTTATCC
TGACGCGCGC TCTTCAGTCG ACAGAGCCGA AGTGACCGCA ATCACTTCGC
CGCTCCACTG ACCGACCTGA CAAGAAGACA GCGCCGCCTG CGTCGCTCCG
ACTGCTGTGC CACTCGACAG AGTGAGGCTG ACAGCAGCCA AGTCCGGCCT
CGGGCGCCAT AGGAAGCTCC GCCTCGCCCG ACCCTAGGGC TCGGACTCGG
CCTCGGCTCC GGAAGACGAC GAACTACGCT TCGCCCGACC CCAGGGCTTG
GACTCAGCCT CGGCTCCGGA AGACGACGAA TTCCGCCTCG CCCGACCCCA
GGGCTCGGAC TCGGCCTCGG CTCCAGAAGA CGACGAACTC CGCCTCGCCC
GACCCCAGGG CTCGGACTCA GCCTCGGCTC CGGAAGACGA CGAACTCCGC
CTCGCCCGAC CCCAGGGCTC GGACTCAGCC TCGGCCTCAG ACGATGGTCT
CCGCCTCGCC CGACCCGGGG CTCGGACTCG A

Region 4 (SEC ID N° 31) fragmento del gen crylF

1682
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001

CCTTTCTAT CGGACCTTGT

CAGATCCTGT CTTCGTCCGA GGAGGCTTTG GCAATCCTCA CTATGTACTC
GGTCTTAGGG GAGTGGCCTT TCAACAAACT GGTACGAATC ACACCCGCAC
ATTCAGGAAC TCCGGGACCA TTGACTCTCT AGATGAGATA CCACCTCAAG
ACAACAGCGG CGCACCTTGG AATGACTACT CCCATGTGCT GAATCATGTT
ACCTTTGTGC GCTGGCCAGG TGAGATCTCA GGTTCCGACT CATGGAGAGC
ACCAATGTTC TCTTGGACGC ATCGTAGCGC TACCCCCACA AACACCATTG
ATCCAGAGAG AATCAC

Regién 5 (SEC ID N° 32) fragmento del gen rpoC2 de cloroplasto de maiz

2017
2051
2101

TCAT TCTTCAAGAA CTGCATATCT TGCCGAGATC
CTCATCCCTA AAGGTACTTG ACAATAGTAT TATTGGAGTC GATACACAAC
TCACAAAAAA TACAAGAAGT CGACTAGGTG GATTGGTCCG AGTGAAGAGA
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2151 AAAAAAAGCC ATACAGAACT CAAAATCTTT TCCGGAGATA TTCATTTTCC
2201 TGAAGAGGCG GATAAGATAT TAGGTGGCAG TTTGATACCA CCAGAAAGAG
2251 AAAAAAAAGA TTCTAAGGAA TCAAAAAAAA GGAAAAATTG GGTTTATGTT
2301 CAACGGAAAA AATTTCTCAA AAGCAAGGAA AAGTATT

Region 6 (SEC ID N° 33) fragmento del promotor de cloroplasto o ubiZM1(2) de maiz

2338 GTG GCTATTTATC
2351 TATC

Nucleétidos 2355-2358 (CGT) conectan la region 6 a la region 7a.
Region 7a (SEC ID N° 34) fragmento del gen pat

2358 GCA GCTGATATGG CCGCGGTTTG TGATATCGTT AACCATTACA

2401 TTGAGACGTC TACAGTGAAC TTTAGGACAG AGCCACAAAC ACCACAAGAG
2451 TGGATTGATG ATCTAGAGAG GTTGCAAGAT AGATACCCTT GGTTGGTTGC
2501 TGAGGTTGAG GGTGTTGTGG CTGGTATTGC TTACGCTGGG CCCTGGAAGG
2551 CTAGGAAC

Regidén 7b (SEC ID N° 35) fragmento del gen pat (complemento)

2559 CC TCAACCTCAG CAACCAACCA ATGGTATCTA TCTTGCAACC
2601 TCTCTAGATC ATCAATCCAC TCTTGTGGTG TTTGTGGCTC TGTCCTAAAG
2651 TTCACTGTAG ACGTCTCAAT GTAATGGTTA ACGATATCAC AAACCG

Region 7c (SEC ID N° 36) fragmento del gen cry1F (complemento)

2697 AGAG
2701 AAGAGGGATCT

Region 8 (SEC ID N° 37) fragmento de polienlazador

2712 CGAAGCTTC GGCCGGGGCC CATCGATATC CGCGGGCATG
2751 CCTGCAGTGC AGCGTGACCC GGTCGTGCCC CTCTCTAGAG ATAATGAGCA
2801 TTGCATGTCT AAGTTATAAA AAATTACCA

Region 9 (SEC ID N° 25) inserto de longitud completa de PHIS999A
Ejemplo 5. Descripcion de la secuencia flanqueante 5' al inserto en el evento de maiz TC1507

Para describir mas completamente el evento TC1507, se hizo una busqueda de homologia de la secuencia
flanqueante 5' frente a las bases de datos publicas de GenBank (publicacion 122, 2/01) usando la herramienta de
blusqueda de alineacion local basica (BLAST). El programa BLAST realiza basquedas de similitud de secuencia y es
particularmente util para identificar homdlogos con una secuencia desconocida. Ademas de la busqueda en las
bases de datos publicas, se realizaron alineaciones por pares usando AlignX (InforMax Inc., Bethesda, MD) para
buscar homologias entre la secuencia flanqueante del evento de maiz TC1507 y el inserto transgénico PHI8999A.
Los resultados de estas busquedas de homologia se presentan en la Tabla 1. La secuencia flanqueante 5' de
TC1507 se enumera con la base 1 siendo la mas alejada 5' al inserto y la base 2830 en el punto de inicio del inserto
transgénico PHI8999A de longitud completa (véase la FIG. 1). Los valores porcentuales de identidad indican el
porcentaje de apareamiento idénticos a lo largo de la longitud de las secuencias analizadas.

En la mayoria de los casos, la busqueda de similitud con la secuencia flanqueante 5' del evento TC1507 produjo un
apareamiento con una secuencia Unica basado en un valor porcentual de identidad muy alto. Esas secuencias se
identifican en la Tabla 1. Ademas, existen dos regiones en la secuencia flanqueante de ADN 5' de TC1507 con alta
similitud con mas de una secuencia conocida. En las regiones 870-1681 y 2338-2354, los valores porcentuales de
identidad con ambos fragmentos de secuencia son suficientemente altos para no poder determinar un Unico
apareamiento (homologo). Los dos posibles homologos para cada una de estas regiones se indican en la Tabla 1.

Se identificaron secuencias muy similares para roda salvo las primeras 669 pares de bases de la secuencia.
Generalmente, los resultados de la busqueda de similitud indican alta homologia con secuencias genémicas de maiz
5' a la base 1681. La region desde la base 1682 hasta el inicio del inserto PHI8B999A en la posicion 2830 contiene
algunos fragmentos asociados con el evento de transformacion.

17



ES 2546 267 T3

Tabla 1. Sumario de secuencias para el inserto del evento TC1507

Localizacién Tamafio| % de Localizacién en
Region|en la SEC ID L Homélogo secuencia Descripcion
° pb identidad -
N° 24 homdéloga
1 1-669 669 N/AT N/A N/A Sin homologia significativa
detectada
2 670-869 200 90,5 AF123535 52432-52632 Secuencia gendmica de maiz no
(complemento) descrita
Localizacién Tamafio| % de Localizacion en
Region|en la SEC ID L Homologo| secuencia Descripcion
o pb identidad -
N° 24 homdéloga
3 870-1681 812 89,4 AF050439 1-801 Fragmento de retrotransposoén
Huck-1 de maiz 5' LTR?
Fragmento de retrotransposoén
86,6 AF050438 1-797 Huck-1 de maiz 3' LTR
4 1682-2016 335 100,0 | PHI8999A 3149-3483 Fragmento del gen cry1F
Fragmento del gen rpoC2 de
5 2017-2337 321 100,0 X86563 29429-29749 cloroplasto de maiz (subunidad
beta-2 de ARN polimerasa)
Localizacién Tamafio| % de Localizacién en
Region|en la SEC ID Lo Homélogo secuencia Descripcion
° pb identidad -
N° 24 homéloga
6 | 2338-2354 | 17 100,0 | X86563 | 97643-97659 Fragmento del gen fml de
cloroplasto de maiz (ARNt-lle)
Fragmento del promotor de
82,4 PHI8999A 182-197 UbiZM1(2) de maiz
7a 2358-2558 201 100,0 PHI8999A 5320-5475 Fragmento del gen pat
7b 2559-2696 138 99 PHI8999A 5336-5518 Fragmento del gen pat
(complemento)
Tc 2697-2711 15 100,0 | PHI8999A 2544-2558 Fragmento del gen cry1F
(complemento)
Fragmento de la regién
; . polienlazadora (bases 36-80) y
8 2712-2829 118 100,0 | PHI8999A 36-153 promotor de ubizM1(2) (bases 81-
153)
9 2830-9015 6186 100,0 | PHI8999A 11-6196 Inserto de longitud completa de
PHI8999A
10 9016-9565 550 100,0 | PHI8999A 3906-4456 Terminador ORF25 invertido
(complemento)
NC 0016 121851-121978 Fragmento del ARNr rps12 de
11 9566-9693 128 100,0 56 (complemento) y cloroplasto de maiz (ARN
100759-100886 ribosémico 23S)
Localizacién Tamafio| % de Localizacién en
Region|en la SEC ID L Homologo| secuencia Descripcion
° pb identidad -
N° 24 homdéloga
12 9696-10087 392 99 NC_0016 | 17091-17483 Fragmento de genoma de
66 (complemento) cloroplasto de maiz
13 |10088-10275( 188 99 PHI8999A 5333-5520 Fragmento del gen pat
(complemento)
Fragmento de "ORF241" de
14 | 10278-10358 81 100 NC_0016 | 137122-137202 cloroplasto de maiz -gen de proteina
66 (complemento) hipotéti
ipotética
15 |10359-10612( 254 N/A’ N/A N/A Sin homologia significativa
detectada
16 | 10613-11361 749 N/A N/A N/A Sin descripcién disponible
" N/A; no aplicable
2LTR; repeticién terminal larga

Ejemplo 6: Confirmacion de la presencia de regiones 1, 2, y 3 en una linea de maiz de control no modificada

5  Se us6 analisis por PCR para determinar si las regiones 1, 2, y 3 (Tabla 1) en la region flanqueante 5' del evento
TC1507 estan presentes en una linea de maiz de control no modificada usada para transformacién para producir el
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evento de maiz TC1507 y por tanto representa una frontera con ADN gendémico de maiz. Se realizaron nueve
diferentes analisis de PCR sobre ADN genémico preparado a partir de TC1507 y la linea de maiz de control no
modificada Hi-1l (véase Armstrong (1994) The Maize Handbook, ed. Freeling y Walbot, Springer-Verlag, Nueva York,
pag. 663-671, para informacion sobre Hi-ll) como se resume en la Tabla 2 usando las secuencias cebadoras
mostradas en la Tabla 3. Se disefiaron dos reacciones para amplificar el ADN dentro de la region 1 de la region de
depésito 5' del pb 25 a 324 (Reaccién A - amplicdn de 300 pb); y desde el pb 25 a 480 (Reaccion B - amplicon de
456 pb). Los amplicones esperados estuvieron presentes tanto en la linea de maiz no modificada Hi-Il como en el
evento de maiz TC1507. Un par de cebadores de PCR, Reaccién C, abarco la regiéon 2 a la region 3 de la region
flanqueante 5' desde el pb 759 a 1182 (amplicén de 424 pb) y de nuevo produjo productos de PCR del tamafio
esperado tanto en Hi-ll como TC1507. La Reaccion D abarco la regién 1 a region 3 de la region flanqueante 5' desde
el pb 415 a 1182 (amplicén de 768 pb) y de nuevo produjo productos de PCR del tamafio esperado tanto en Hi-l
como TC1507. Las Reacciones E y F se disefiaron como pares de cebadores especificos para la regiéon del gen pat
del inserto de longitud completa de PHI8999A en TC1507 y por tanto no se espera un amplicdn en la linea de maiz
Hi-ll no modificada. Los resultados indican que ambas Reacciones E y F son especificas para una linea de maiz
transformada con una regién del gen pat y producen el amplicdn esperado, mientras que no se produjo amplicon en
la linea de maiz Hi-ll no modificada. La Reaccién G también se disefid como un par de cebadores que produciria un
amplicén de 366 pb en el evento de maiz TC1507 y sin amplicdn en la linea de maiz Hi-ll no modificada.

Las Reacciones H y | se disefiaron como pares de cebadores especificos para TC1507 que abarcarian el final del
inserto transgénico en la region flanqueante 5'. En ambas Reacciones H y |, el cebador inverso estaba localizado en
la region del promotor de ubiquitina del inserto de longitud completa PHI8999A (regién 9 en la Tabla 1) y el cebador
directo estaba localizado en la region 5, el fragmento del gen rpoC2 (véase la Tabla 1). La Reaccién H y la Reaccion
| produjeron ambas un amplicén en la linea de maiz TC1507 y no produjeron un amplicon en la linea de maiz de
control no modificada. Estos resultados indican que ambas Reacciones H e | son especificas para el evento TC1507.

Los resultados de PCR muestran que la secuencia no descrita (regién 1) esta presente en la linea de maiz no
modificada Hi-Il y que las regiones 1, 2 y 3, son contiguas en la linea de maiz no modificada Hi-ll. Las secuencias de
ADN amplificadas en las Reacciones A, B, C, y D no son Unicas para la region flanqueante 5' del evento de maiz
TC1507 sino que también estan presente en la linea de maiz no modificada Hi-Il.

Tabla 2. Reacciones de PCR para la secuencia 5' al inserto PHI8999A en el evento de maiz TC1507 y para
regiones dentro del inserto de longitud completa de PHI8999A en el evento de maiz TC1507

Tamario ‘. . . Amplicén
N Regién en la secuencia | Amplicén
L. Localizacién del del presente en
Reaccion . . . flanqueante de TC1507 o |presente en| . h
amplicon de PCR amplicén inserto PHIB999A Hi-ll linea de maiz
(pb) TC1507
A 25-324pbenla 300 Region 1 Si Si
secuencia flanqueante de
TC1507
B 25-480pbenla 456 Regién 1 Si Si
secuencia flanqueante de
TC1507
Tamario ‘o . . Amplicon
i Regién en la secuencia | Amplicén
L . Localizacién del del presente en
Reaccién . "y flanqueante de TC1507 o |presente en| . A
amplicon de PCR amplicén inserto PHIB999A Hi-lI linea de maiz
(pb) TC1507
pb en la secuencia 3
flanqueante de TC1507
D 415-1182pbenla 768 Regién 1 a regién3 Si Si
secuencia flanqueante 5'
de TC1507
E Region 9 (en inserto de
o 4750 - 5794 pb en longitud completa de .
No tnica PHIB999A 1045 | pHIg999A, promotor 35S No Sl
para TC1507
hasta gen pat)
F Region 9 (en inserto de
- 4827 - 5308 pb en longitud completa de .
No tnica PHIB999A 482 PHIB999A, promotor 35S No Si
para TC1507
hasta gen pat)
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Tamafio . . . . Amplicén
- Localizacion del del Region en la secuencia Amplicon presente en
Reaccion . . s flanqueante de TC1507 o |presente en| . .
amplicon de PCR amplicén inserto PHIS999A Hi-ll linea de maiz
(pb) TC1507
Detecta el . Abarca 335 pb de la
fragmento Secuencia cry1F en secuencia CrviF en la
cry IF en | secuencia flanqueante 5' . vy . .
. : . 366 secuencia flanqueante 5'y No Si
region y en inserto de longitud : .
la misma secuencia en el
flanqueante | completa de PHI8999A . X
5 inserto de longitud completa
Tamano L. . L Amplicén
Localizacion del del Region en la secuencia Amplicén presente en
Reaccién . "y flanqueante de TC1507 o |presente en| . .
amplicon de PCR amplicén inserto PHIB999A Hi-lI linea de maiz
(pb) TC1507
~H 2158 pb en region 5
Unica para (fragmento del gen Regioén 5 a region 9 Unica
TC1507 rpoC2) hasta 3069 pb en 912 para el evento de insercion No Si
region 9 (inserto de [ABARCA REGIONES DE
longitud completa de UNION UNICAS]
PHI8999A)
2158 pb en region 5
I (fragmento del gen Regioén 5 a region 9 Unica
- rpoC2) hasta 3001 pb en para el evento de insercion .
U?'(‘:’?s%a;a region 9 (inserto de 844 [ABARCA REGIONES DE No Si
longitud completa de UNION UNICAS]
PHI8999A)

Tabla 3. Cebadores de PCR para la secuencia 5' al inserto PHI8999A en TC1507 y para regiones dentro del
inserto de longitud completa de PHI8999A en el evento de maiz TC1507

Reaccion Tan_1a|’10 de Par de Secuencias cebadoras 5'a 3'
amplicon (pb) cebadores
A 300 SEC ID N° 10|CCCCTACCCCACCGACGTTTAT
SEC ID N° 11| TTGATTGGCAGGTCCGTGGGTC
B 456 SEC ID N° 10 [CCCCTACCCCACCGACGTTTAT
SEC ID N° 12 [ CACAACGGCACAGAAACACGAA
C 424 SEC ID N° 13|GCGCACCCACCGGAACAAAATG
SEC ID N° 14| TCCTCGCATTAAATGCTCCTGC
D 768 SEC ID N° 15 |CCTGGCACGCATTGACGCATGT
SEC ID N° 14 [TCCTCGCATTAAATGCTCCTGC
E 1045 SEC ID N° 6 |[TAGAGGACCTAACAGAACTCGCCGT
SEC ID N° 7 | GAGCTGGCAACTCAAAATCCCTTT
R L. Tamano de Par de . . .
eaccion ., Secuencias cebadoras 5'a 3
amplicon (pb) cebadores
F 482 SEC ID N° 8 |[AAAATCTTCGTCAACATGGTGGAGC
SEC ID N°9 |[TAATCTCAACTGGTCTCCTCTCCGG
R L. Tamano de Par de . . .
eaccion ., Secuencias cebadoras 5'a 3
amplicén (pb) cebadores
G 366 SEC ID N° 19(GGCTCGGACTCGACCTTTCTAT
SEC ID N° 20| GCAGTTCTTGAAGAATGAGTGA
H 912 SEC ID N° 1 | GTAGTACTATAGATTATATTATTCGTAGAG
SEC ID N° 2 | GCCATACAGAACTCAAAATCTTTTCCGGAG
| 844 SEC ID N° 2 | GCCATACAGAACTCAAAATCTTTTCCGGAG
SEC ID N° 23 |CTTCAAACAAGTGTGACAAA

Ejemplo 7. Secuencia flanqueante 3' al ADN transgénico insertado en el evento de maiz TC1507

Se usaron dos enfoques de PCR diferentes para prolongar la longitud de la informacién de secuencia 3' al inserto
PHI8999A de longitud completa en el evento de maiz TC1507. En el primer enfoque se disefiaron pares de
cebadores de PCR para amplificar un producto que abarcaba la union entre el inserto de longitud completa y el
terminador ORF25 invertido, véase la FIG. 1 para una representacion del terminador ORF25 invertido. Un cebador
directo estaba localizado al final del inserto PHI8999A de longitud completa y una serie de cebadores inversos
estaba localizada a intervalos de 100 pb en la secuencia invertida. De este modo pudo determinarse la longitud del
fragmento invertido presente en el evento de maiz TC1507 dentro de una region de 100 pb en base a las reacciones
de PCR satisfactorias. Este método indicé que el fragmento invertido contenia la mayoria del terminador ORF25
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pero no la secuencia Cry1F. Se aislaron y secuenciaron fragmentos de PCR de esta region.

En el segundo enfoque se disefiaron cebadores de PCR para un paseo en la secuencia de ADN flanqueante desde
la region del terminador ORF25 invertido determinada en el experimento de PCR descrito anteriormente. Se aislo el
ADN genomico de dos a tres plantas individuales del evento TC1507 y se digiri6 una linea de maiz de control no
modificada con diversas enzimas de restriccién y después se ligb a adaptadores especificos para la enzima de
restriccion usada para la digestion (Kit Universal Genome Walker™, Clontech Laboratories, Inc. y Devon et al.
(1995) Nucleic Acids Res. 23:1644-1645). Se realizé una PCR primaria usando un cebador especifico del terminador
ORF25 y un cebador homélogo a la secuencia adaptadora ligada en el ADN digerido. Para aumentar la especificidad
de la reaccién se realiz6 una PCR secundaria anidada de nuevo con otro cebador especifico del terminador ORF25
y un cebador secundario homologo a la secuencia adaptadora siendo los cebadores secundarios internos a los
respectivos cebadores usados en la PCR primaria. Los productos producidos por la PCR anidada se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa y se aislaron y secuenciaron fragmentos Unicos para las muestras de ADN de
TC1507. Los fragmentos se amplificaron tanto desde el terminador ORF25 contenido dentro del inserto de longitud
completa como desde el terminado ORF25 diana (invertido) en el extremo 3' del inserto PHI8999A de longitud
completa. Los fragmentos del inserto de longitud completa eran de un tamafio predicho basado en el conocimiento
de los sitios para enzimas de restriccion localizados en el inserto de longitud completa. Los fragmentos producidos
desde el terminador ORF25 invertido 3' aparecieron como fragmentos de tamafio inesperado. El andlisis de
secuencia de los fragmentos amplificados desde el terminador ORF25 invertido 3' produjo una secuencia de ADN
flanqueante de 1043 pb. La secuencia resultante de la serie anterior de experimentos de paseo genémico se uso6
para disefiar cebadores adicionales para un paseo adicional desde el inserto en el genoma de maiz fronterizo con
una secuencia flanqueante 3' final, de 2346 pb.

Para describir la secuencia flanqueante 3' de TC1507, se hizo busqueda de homologia frente a las bases de datos
publicas de GenBank usando la herramienta de busqueda de alineacion local basica (BLAST). El programa BLAST
realiza busquedas de similitud de secuencia y es particularmente util para identificar homélogos para una secuencia
desconocida. Ademas de la busqueda en las base de datos publicas, se realizaron alineaciones usando SeqMan
4.05™ algoritmos de alineacion de Martinez y Needleman-Wunsch (DNASTAR Inc.) para buscar homologia entre la
secuencia flanqueante 3' de TC1507 y el inserto transgénico PHIB999A. Los resultados de estas busquedas de
homologia se presentan en la Tabla 1. Los valores porcentuales de identidad indican el porcentaje de apareamientos
idénticos a lo largo de la longitud de las secuencias analizadas. Los resultados de busqueda de similitud para la
secuencia flanqueante 3' indican alta homologia con tres regiones de ADN de cloroplasto de maiz, un fragmento de
188 pb del gen pat, y 254 pb de ADN (regién 15, Tabla 1) sin homologia significativa. También se secuenciaron 749
pb adicionales (region 16) mas alla de la regién 15 (véase la Tabla 1). No hay resultados de busqueda de similitud
disponibles para la region 16.

El analisis de PCR sobre el ADN de control y genémico de TC1507 determin6 que la secuencia de 254 pb (region
15, fragmento de cloroplasto de maiz "ORF241") esta presente en el genoma de maiz. La secuencia de ADN de la
region 15 en la region flanqueante 3' no es Unica para la region flanqueante 3' del evento de maiz TC1507 sino que
también esta presente en la linea de maiz de control no modificada. La secuencia flanqueante 3' de TC1507 se
presenta en el Ejemplo 8 y se visualiza en la FIG. 1.

Ejemplo 8. Secuencia de la regién 3' al extremo del ADN de inserto de longitud completa en el evento de maiz
TC1507. Hay una descripcion de cada regién en la Tabla 1.

Region 10 (SEC ID N° 38) fragmento del terminador ORF25 (complemento)

9016 CTCAC TCCGCTTGAT CTTGGCAAAG ATATTTGACG

9051 CATTTATTAG TATGTGTTAATTTTCATTTG CAGTGCAGTATTTTCTATTC
9101 GATCTTTATG TAATTCGTTA CAATTAATAA ATATTCAAAT CAGATTATTG
9151 ACTGTCATTT GTATCAAATC GTGTTTAATG GATATTTTTA TTATAATATT
9201 GATGATATCT CAATCAAAAC GTAGATAATA ATAATATTTA TTTAATATTT
9251 TTGCGTCGCA CAGTGAAAAT CTATATGAGA TTACAAAATA CCGACAACAT
9301 TATTTAAGAA ACATAGACAT TAACCCTGAG ACTGTTGGAC ATCAACGGGT
9351 AGATTCCTTC ATGCATAGCA CCTCATTCTT GGGGACAAAA GCACGGTTTG
9401 GCCGTTCCAT TGCTGCACGA ACGAGCTTTG CTATATCCTC GGGTTGGATC
9451 ATCTCATCAG GTCCAATCAA ATTTGTCCAA GAACTCATGT TAGTCGCAAC
9501 GAAACCGGGG CATATGTCGG GTATCTCGAG CTCGCGAAAG CTTGGCTGCA
9551 GGTCGACGGA TCCTT

Region 11 (SEC ID N° 39) fragmento del gen de ARNr rps12 de cloroplasto de maiz (complemento)
9566 CAACA AAAGGGTACC TGTACCCGAA ACCGACACAG

9601 GTGGGTAGGT AGAGAATACC TAGGGGCGCG AGACAACTCT CTCTAAGGAA
9651 CTCGGCAAAA TAGCCCCGTA ACTTCGGGAG AAGGGGTGCC CCC
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Los nucleétidos 9694-9695 (CG) conectan la region 11 a la regién 12.
Region 12 (SEC ID N° 40) fragmento de genoma de cloroplasto de maiz

9696 CTAAC

9701 AATAAACGAA TACGGTTTAT GTATGGATTC CGGTAAAATA CCGGTACTCG
9751 ATTTCATAAG AGTCGAATAG GAAGTTAAGA TGAGGGTGGT ATCATCATAA
9801 AAATGGAGTA GTATCCTAAA TTATACTAAT CCACGTATGA TATGTATGCC
9851 TTTCCTTATC AACCGGAAGT AGTGCAAAAA AAATTCTATA CTGCACTGCT
9901 CTCTTTTTAC TGAGAAATGC AAAAAAATAA AAGTGAAGTA AGGGTGCCCC
9951 ATAGATATTT GATCTTGCCT CCTGTCCCCC CCCCCCTTTT TTCATCAAAA
10001 ATTTCCATGA AAAAAGAAAA GATGAATTTG TCCATTCATT GAACCCTAGT
10051 TCGGGACTGA CGGGGCTCGA ACCCGCAGCT TCCGCCT

Region 13 (SEC ID N° 41) fragmento del gen pat (complemento)

10088 GTT CCTAGCCTTC

10101 CAGGGCCCAG CGTAAGCAAT ACCAGCCACA GCACCCTCAA CCTCAGCAAC
10151 CAACCAAGGG TATCTATCTT GCAACCTCTC TAGATCATCA ATCCACTCTT
10201 GTGGTGTTTG TGGCTCTGTC CTAAAGTTCA CTGTAGACGT CTCAATGTAA
10251 TGGTTAACGA TATCACAAAC CGCGG

Los nucleodtidos 10276-10277 (AA) conectan la region 13 a la region 14.
Region 14 (SEC ID N° 42) fragmento de ORF241 de cloroplasto de maiz (complemento)

10278 CAC AAGAACGAAA GCACCTTTTC
10301 ATTCTTTCAT ATACTAGGGG TTTTTACTTG GAAAAGACAA TGTTCCATAC
10351 TAAAGGAT

Region 15 (SEC ID N° 43) genémica de maiz (sin homologia significativa)

10359 AG CTGCAGAAGC CGCCACCGTC TTGAGGACCT TCCGGGGAGC

10401 CAGACCGGTC GAACCGTGCC TCCACTTGCT AAGGAGAAAG GGAAAATCAG
10451 GGCCAGGACA TACGAAGGAG GAGCCAGAAC GAAGATATCC TAAGATACTT
10501 ACTCGCTCCG GGCCATGATC AATCATGCCT GTGGGGAGGT CTCTCGCACC
10551 TCGATCCATG AAGGTACCAC CGAGGTCTGC CCCGCCGCCG GCTTCGGTAC
10601 CGTCCTCGCC TT

Region 16 (SEC ID N° 44) genémica de maiz

10613 GGGCGCCC GAGGCACCCG GGGGATGGAC TGCCCAGGCG

10651 CAGCCACGAC GACCCAAGGA TCACCCTCCT GCGCAGTCGG CACGAGCAAT
10701 AGTTCTCGGG GAACAGGCAG CTTGGCCTGA CTCCCCGGGG TCACCTCAAC
10751 TACCTCGGCC GAGGGGTCAA GTACCCCCTC AGTCCGCCCC CGCTCTTCGG
10801 ACCGGGACCC CGACGTCCCG GCCCCGGATA CCGACGGCAC CAGCCCGCTC
10851 GGGGGCTGGC TTGACGACCC CTGGCCCAGC CTCAGATCTG GGCTGAGGCC
10901 GAGGCAGGCG GCCATGTCGT CGTCTTCATC ATCGTCTTCA TCATCGTCGT
10951 CGTCATCAGG CGTCTCCGGC GACGGCTCCC TTGGGAGCCC CTCCCTCTCC
11001 TGCCGACGAC GAAGCCTTTC CAAGGCATCC CGAGCCCACG TCCGCTCGTG
11051 GGCCCGAGCC TTCTTTGCGT CCTTCTTCTC CTTCCTCTTC TCCGCGGTGA
11101 CCCTCCGCGC AGCTCGGTCC ACCGCATCCT CCGGGACTGG TGGCAGGGAA
11151 GGCTTGTGAT GCCCTACCTC CTGGAGACAG ACGAAAAGTC TCAGCTATGA
11201 GAACCGAGGG CAATCTGACG CAAGAAGGAA GAAGGAGCGG ATACTCACCA
11251 GAGACACGCA CCCGCGATCG GGACGCATTA AGGGCTGGGA AAAAGTGCCG
11301 GCCTCTAATT TCGCTACCGT GCCGTCCACC CACCTGTGGA GGTCATCGAT
11351 GGGAAGGGGA A

Ejemplo 9. Confirmacion de la presencia de la region 15 en la linea de maiz de control no modificada

Se usb analisis de PCR para determinar si la region no descrita de la secuencia al final de la secuencia flanqueante
3' (region 15 en la Tabla 1) esta presente en la linea de maiz de control no modificada usada para la transformacion
para producir el evento de maiz TC1507 y por tanto representa una frontera con el ADN genémico de maiz. La
amplificacion por PCR satisfactoria de la region 15 tanto en la linea de maiz TC1507 como la linea de maiz de
control Hi-ll no modificada revel6 que la regién 15 estaba de hecho presente en el ADN genémico de maiz. Se
realizaron cinco analisis de PCR diferentes sobre el ADN gendémico preparado a partir de TC1507 y la linea de maiz
de control Hi-Il no modificada descrita en la Tabla 7 a continuacion usando las secuencias cebadoras mostradas en
la Tabla 8. Se disefiaron tres reacciones para amplificar el ADN dentro de la region 15 de la regién flanqueante 3';

22



10

15

20

25

30

35

40

ES 2546 267 T3

Reaccién L - que produce un amplicon de 175 pb, Reaccién M - que produce un amplicén de 134 pb, y Reaccién N -
que produce un amplicén de 107 pb. Los amplicones esperados estuvieron presentes tanto en la linea de maiz de
control no modificada como en linea de maiz TC1507. Las Reacciones J y K se disefiaron como pares de cebadores
especificos para TC1507 que abarcarian el extremo del inserto en la region flanqueante 3'. En la Reaccion J, el
cebador directo estaba localizado en el fragmento del gen pat en el extremo 3' del inserto PHI8999A de longitud
completa (regién 13 en la Tabla 1) y el cebador inverso estaba localizado en la region 15 no definida. En la Reaccion
K el cebador directo estaba localizado en el gen de la proteina hipotética de cloroplasto en el extremo 3' del inserto
de longitud completa (regién 14 en la Tabla 1) y el cebador inverso estaba localizado en la regién 15 no definida.
Tanto la Reaccion J como la Reaccién K produjeron un amplicon en la linea de maiz TC1507 y no produjeron un
amplicén en la linea de maiz de control no modificada. Los resultados indican que ambas Reacciones J y K son
especificas para el evento TC1507.

Los resultados de PCR indican que la secuencia no descrita (regién 15) de la secuencia flanqueante 3' de TC1507
también esta presente en el ADN gendémico aislado de la linea de maiz de control Hi-ll no modificada. Las
secuencias de ADN amplificadas en las Reacciones L, M, y N no son Unicas para la region flanqueante 3' de TC1507
sino que también estan presentes en la linea de maiz de control no modificada.

Tabla 7. Reacciones de PCR para la secuencia 3' al inserto PHI8999A en el evento de maiz TC1507

Tamaiio del Region en secuencia Amplicon presente en| Amplicén presente en linea
Reaccion | amplicon flanqueante 3' de TC1507 control de maiz TC1507
(pb)
J 342 Region 13 (fragmento del gen No Si
pat) a regién 15
K 252 Region 14 (gen de No Si
cloroplasto) a region 15
L 175 Regioén 15 Si Si
M 134 Regién 15 Si Si
N 107 Regién 15 Si Si

Tabla 8. Cebadores de PCR para la secuencia 3' al inserto PHI8999A en el evento de maiz TC1507

Reaccion Tamano del Par de Secuencias cebadoras 5'a 3'
amplicon (pb) cebadores

J 342 SECIDN°3 |TGTGGTGTTTGTGGCTCTGTCCT AA
SECIDN°5 |GACCTCCCCACAGGCATGATTG ATC

K 250 SECIDN°4 |AGCACCTTTTCATTCTTTCATAT AC
SECIDN°5 |GACCTCCCCACAGGCATGATTG ATC

L 175 SECID N° 16 |[AAGCCGCCACCGTCTTGAGGAC CTT
SECIDN°5 |GACCTCCCCACAGGCATGATTG ATC

M 134 SECIDN° 17 [GTCGAACCGTGCCTCCACTTGC TAA
SECIDN°5 |GACCTCCCCACAGGCATGATTG ATC

N 107 SEC ID N° 18 [AGAAAGGGAAAATCAGGGCCA GGAC
SECIDN°5 |GACCTCCCCACAGGCATGATTG ATC

Ejemplo 10. Cebadores de PCR

Se usaron pares de cebadores especificos del evento de ADN para producir un amplicon diagnéstico para TC1507.
Estos pares de cebadores del evento incluyen, aunque sin limitacién, la SEC ID N° 1 y SEC ID N° 2; la SEC ID N° 2
y SEC ID N° 23; la SEC ID N° 3 y SEC ID N° 5; y la SEC ID N° 4 y SEC ID N° 5. Ademas de estos pares de
cebadores, cualquier par de cebadores derivado de la SEC ID N° 26 y SEC ID N° 27 que cuando se usa en una
reaccion de amplificaciéon de ADN produzca un amplicon de ADN diagnostico para TC1507 es un aspecto de la
presente invencion. Las condiciones de amplificacion para este analisis se ilustran en la Tabla 9, sin embargo,
cualquier modificacion de estos métodos que use los cebadores de ADN o complementos de los mismos para
producir una molécula de ADN amplicén diagnostica para TC1507 pertenece a las habilidades de la técnica. Las
condiciones preferidas de amplificacion para reacciones utilizando los cebadores de PCR identificados en las SEC
ID N° 1, 2, y 23 se ilustran en la Tabla 10. Ademas, se incluyen pares de cebadores de control, que incluyen las SEC
IDN°10y 11;las SEC ID N° 10 y 12; las SEC ID N° 13 y 14; las SEC ID N° 14 y 15; las SEC ID N° 5y 16; las SEC
IDN°5y17;ylas SEC ID N° 5 y 18; para la amplificacién de un gen endégeno de maiz como patrones internos para
las condiciones de reacciéon. También se incluyen pares de cebadores que produciran un amplicén en eventos
transgénicos que contienen un gen pat (SEC ID N° 6y 7; SEC ID N° 8 y 9), y un par de cebadores que producira un
amplicon en eventos transgénicos que contienen un gen cry1f (SEC ID N° 19 y 20).

El analisis de extractos de ADN de tejido vegetal para ensayar la presencia del evento TC1507 debe incluir un

control positivo de extracto de ADN tisular (una muestra de ADN que se sabe que contiene las secuencias
transgénicas). Una amplificacion satisfactoria del control positivo demuestra que la PCR se ejecuté en condiciones

23



10

15

20

ES 2546 267 T3

que permiten la amplificacién de secuencias diana. También debe incluirse un control negativo, o de tipo silvestre de
extracto de ADN en que el ADN molde proporcionado es ADN genémico preparado a partir de una planta no
transgénica, o es una planta transgénica no TC1507. Ademas un control negativo que no contenga extracto de ADN
de maiz molde sera un indicador util de los reactivos y condiciones usados en el protocolo de PCR.

Pueden seleccionarse moléculas cebadoras de ADN adicionales de longitud suficiente a partir de la SEC ID N° 26 y
SEC ID N° 27 por los especialistas en la técnica de métodos de amplificacion de ADN, y optimizarse las condiciones
para la produccion de un amplicén que puede diferir de los métodos mostrados en la Tabla 9 o Tabla 10 pero
producir un amplicon diagnéstico para el evento TC1507. El uso de estas secuencias cebadoras de ADN con
modificaciones a los métodos mostrados en la Tabla 9 y Tabla 10 esta dentro del alcance de la invencion. El
amplicén donde al menos una molécula cebadora de ADN de longitud suficiente derivada de la SEC ID N° 26 y SEC
ID N° 27 que es diagnostica para el evento TC1507 es un aspecto de la invenciéon. El amplicon donde al menos un
cebador de ADN de longitud suficiente derivado de cualquiera de los elementos genéticos de PHI8999A que es
diagnostico para el evento TC1507 es un aspecto de la invencion. El ensayo para el amplicon TC1507 puede
realizarse usando un Stratagene Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700, o termociclador Eppendorf
Mastercycler Gradient, o por métodos y aparatos conocidos para los especialistas en la técnica.

Tabla 9. Condiciones de PCR:

Condiciones:

Kit usado: Kit Perkin-Elmer AmpliTAQ Gold
Volumen Componente

5ul Molde (10 ng/pl)

4 ul 2 ul de cada cebador (10 uM)
2 ul Tampén PCR Gold 10X

2 ul MgCl,25 mM

2 ul dNTP 50X (10 mM)

0,1 Polimerasa Amplitag Gold
49 ul H.O

20 pl Total

Parametros de ciclado

Sistema de PCR GeneAmp® 9700
9 min 92°C

30 ciclos:

94°C 30 s

60°C 30 s

72°C 1 min

7 min 72°C

Mantenimiento 4°C

Tabla 10. Condiciones de PCR usadas con la mezcla de polimerasa
Advantage®-GC 2:

Condiciones:

Kit usado: Mezcla de polimerasa Advantage®-GC 2
Volumen Componente

5ul Molde (10 ng/ul)

5ul 2,5 ul cada cebador (10 uM)
10 pl Tampon GC2 5x

10 pl Fusion GC (1,0 M conc. final)
1,5 pl dNTP 50X (10 mM)

1,0 wl Polimerasa Advantage GC2
17,5yl H>O

50 pl Total

Parametros de ciclado

Sistema de PCR GeneAmp® 9700
5 min 94°C

35 ciclos:

94°C 1 min

60°C 2 min

72°C 3 min

7 min 72°C

Mantenimiento 4°C

Habiendo ilustrado y descrito los principios de la presente invencién, debe ser evidente para los especialistas en la
técnica que la invencion puede modificarse en disposicion y detalle sin alejarse de dichos principios. Reivindicamos
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todas las modificaciones que estan dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
Lista de secuencias
5 <110> Dow AgroSciences LLC E. |. du Pont de Nemours and Company Pioneer Hi-Bred InteARNtional, Inc.
<120> Evento de maiz TC1507 y métodos para la deteccién del mismo

<130> 1523-PCT

10
<150> US 60/467.772
<151> 02-05-2003

<160> 57
15
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210>1
<211> 30
<212> ADN
20 <213> Secuencia artificial
<210>
<213> Secuencia cebadora especifica de evento disefiada para TC1507

<400> 1
25

gtagtactat agattatatt attcgtagag 30

<210>2
<211> 30
<212> ADN
30 <213> Secuencia artificial
<210>
<213> Secuencia cebadora especifica de evento disefiada para TC1507

<400> 2
35
gecatacaga actcaaaatc ttttccggag 30
<210> 3
<211> 25
<212> ADN
40 <213> Secuencia artificial
<210>
<213> Cebador especifico de evento disefiado para TC1507.

<400> 3
45
tgtggtgttt gtggetctigt cctaa 25
<210>4
<211> 25
<212> ADN
50 <213> Secuencia artificial
<210>
<213> Cebador especifico de evento para TC1507.

<400> 4
55
agcacctitt cattetttca tatac 25

<210> 5 <211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
60 <210>
<213> Secuencia cebadora de ADN gendémico

<400> 5

25
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gacctececa caggeatgat tgate 25
<210>6
<211>25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<210>
<213> Cebador en insercién de longitud completa, promotor de 35S para gen pat

<400> 6

tagaggacct aacagaactc geegt 25

<210>7

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Cebador en insercién de longitud completa, promotor de 35S para gen pat

<400> 7

gagetggeaa cteaaaatee ottt 24

<210> 8

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Cebador en insercién de longitud completa, promotor de 35S para gen pat

<400> 8

aaaatcttcg tcaacatggt ggage 25

<210>9

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Cebador en insercién de longitud completa, promotor de 35S para gen pat

<400>9

taatctcaac tggtetecte teegg 25

<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Cebador - ADN gendémico de Zea mays

<400> 10

cccctaccee accgacgttt at 22

<210> 11

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Cebador - ADN gendémico de Zea mays

<400> 11
ttgattggca ggtecatagg te 22

<210> 12
<211> 22
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Cebador - ADN genémico de Zea mays.

<400> 12

cacaacggca cagaaacacg aa 22

<210> 13

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Cebador - ADN gendémico de Zea mays.

<400> 13

gegcacceeac cggaacaaaatg 22

<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Cebador - ADN gendémico de Zea mays.

<400> 14

tectegeatt aaatgetect go 22

<210> 15

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Cebador - ADN genémico de Zea mays.

<400> 15

cctggcacgc attgacgcat gt 22

<210> 16

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Cebador - ADN gendmico de Zea mays.

<400> 16

aageccgcecac cgtcttgagg acctt 25

<210> 17

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Cebador - ADN gendmico de Zea mays.

<400> 17

gtcgaacegt gectecactt getaa 25

<210> 18

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Cebador - ADN gendémico de Zea mays.
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<400> 18

agaaagggaa aatcagggee aggac 25

<210> 19

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Cebador de secuencia Cry1F

<400> 19

gacteggact cgacctttct at 22
<210> 20
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<210>
<213> Cebador de secuencia Cry1F

<400> 20

gcagttctty aagaatgagt ga 22

<210> 21

<211> 2829

<212> ADN

<213> Secuencia flanqueante 5' de evento TC1507

<400> 21

28



actagtttec
cacggttctt
ggtaccgttt
gacggaaacyg
cgtecgtitt
ccgacccacyg
catggggccea
acgcattgac
cgagactgtg
tgcggetgtyg
ccaagtcecce
goccagacegg
cegaggecte
taaccgagaa
tazacactcac
gactcetaat
gattaagtca
cgggcaaggg
ggcacacctr
ccacacagac
tgacgcgegce
accgacctga
agtgaggcetg
accctagggce
ccagggcttg
gggctcggac
cteggactea
ggacktcagcc
acctttectat
ctatgtactc
attcaggaac
cgecaccttgg
tgagatctca
tacceccaca
tgecgagatc
tcacaaaaaa
atacagaact
taggtggeag
ggaaaaattg
gctatttatce
ttgagacgtc
atctagagag
ctggtattge
atggtatcta
tgteectaaag
aagagggatc
agegtgaccc
aaattacca

<210> 22
<211> 2346
<212> ADN

tagceegegt
cgtggeecgec
accagattet
gaataggttt
cgtatttete
gacctgccaa
tgttggeccac
gcatgtggac
actgcgagtg
gacagcgacg
atccatctect
ccgaagcatce
gggggctaca
aggtcggtcc
tttgaggcectc
ctcagectggt
aggctcggtce
cggccgacce
cggctogeee
cgaccgtatc
tcttcagtcg
caagaagaca
acagcageea
teggactegg
gactcagcct
tcggectegg
gectoggete
tEcggcctcag
cggacctitgt
ggtcttaggg
tccgggacca
aatgactact
ggttcogact
aacaccattg
ctcatcecta
tacaagaagt
caaaatcttt
tttgataccea
ggtttatgtt
tateoccgtgea
tacagtgaac
gttgcaagat
ttacgctggy
tettgeaace
ttcactgtag
tcgaagettce
ggtcgtgeeoc
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cgtgeccecta
cctaaggatg
tccagecgtt
tttttegaaa
gggaaactcet
tcaaccatca
atgocccacgce
acacacagcc
gcggagtegg
ctgtgacgge
gcttetetgg
acgaaacgca
cceggegggt
ccttgcaaaa
gggggctact
aacccceatce
cactcaaggy
cgaggatteca
gaggccgeatt
gcaggagcat
acagagccga
gcgeegectg
agtccggect
ccteggetee
cggctccgga
ctcoccagaaga
cggaagacga
acgatggtet
cagatecctgt
gagtggectt
ttgactctct
cccatgtget
catggagagce
atccagagag
aaggtacttg
cgactaggty
tccggagata
ccagaaagag
caacgdaaaa
gctgatatgyg
tttaggacag
agataccctt
ccctggaagg
toecctagate
acgtctcaat

ggccgygygyce
ctetctagag

ccccaccgac
taaatggtcg
ttcggattta
acggtacggt
ggtatattcc
gcecagtcage
aacgcaaggce
gccgeekgtt
cgaacggcga
gactcggcga
tcatetectt
ctaagacctce
gegcotegege
aaagtgcgac

agtoggggacc.

agcacaaagc
acacgatcatc
cgtctcgeec
cttegecgag
ttaatgegag
agtgacocgea
cgtegeteeg
cgggegecatk
ggaagacgac
agacgacgaa
cgacgaactc
cgaactccge
cegoectogec
cttecgtcoccga
tcaacaaact
agatgagata
gaatcatgtt
accaatgtteo
aatcactcat
acaatagtat
gattggtecy
tteattttec
aaaaaaaaga
aatttctcaa
cegegglbttg
agccacaaac
ggttggttge
ctaggaaccc
atcaatccac
gtaatggtta
catcgatatce
ataatgagca

<213> Secuencia flanqueante 3' de evento TC1507

<400> 22

29

gtttatggaa
gtaaaatceg
tcgggatata
aaacggtgag
cgtatttgtce
ceatecccac
agtaaggctyg
cgtgtttetg
ggegteteeg
agocccaagce
cccctggteg
gaaggagtca
gecacccaceq
aaaagecicce
ataattaggg
tgcaaaggcc
gaectegeeceg
gagggcoccco
aagcaacctt
gategecctga
atcacttcge
actgctgtge
aggaagectcce
gaactacgcet
ttececgectey
cgcectegcece
ctcgeocoegac
cgacccgggy
ggaggcttty
ggtacgaatc
ccacctcaag
accttrgtge
tctitggacgc
tcttcaagaa
tattggagtce
agtgaagaga
tgaagadggcy
ttctaaggaa
aagcaaggaa
tgatategtt
accacaagag
tgaggttgag
tcaacctcag
ccttgtggtyg
acgatatcac
egcgggeatg
ttgcatgtct

gagtgccatte
gtaaatttce
cagaaaacga
acaaacttac
cegtatttte
agctatggec
gcagectgge
tgcogttgtyg
gagtctggac
taccaagcce
atctgeagge
aaccactcct
gaacaaaaltqg
aagcgagtat
gtacccccaa
tgatgggtgc
agcecagect
tcaagcgacg
ggccagatceg
cacettatece
cgctecactg
cactcgacag
gcotegeceeyg
tegecegace
ccagaccoca
gaccecaggyg
cccagggctce
cteggacteg
gcaatecctca
acacccgcac
acaacagcgg
gctggccagyg
atcgtagege
ctgcatatct
gatacacaac
aaaaaaagec
gataagatat
tcaaaaaaaa
aagtattgtyg
aaccattaca
tggattgatg
ggtgttgtgyg
caaccaacca
tttgrtggete
aaaccgagay
cctgcagtge
aagttataaa

&0
120
180
2490
300G
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
200
860
1020
1080
1140
1200
1250
13206
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2829
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15

20

ctecactcege
atttgecagtg
caaatcagat
atattgatga
tcgeacagtg
gacattaacc
ttettgggga
tcetegggtt
gcaacgaaac
acggatcctt
atacctaggg
gggagaagyg
aaataccggt
cataaaaatg
ttatcaaccyg
aatgcaaaaa
lalulofutalalalelels!
tcattgaacc
ccttocaggg
aagggtatct
ctgtcctaaa
aacacaagaa
gagaatgttc
ggagccagac
ggacatacga
tgatcaatca
tetgececge
tggactgecc
gcaatagttc
cggccgagygyg
teccggecocce
ccagecctecag
cttcatcate
teteeckgeceg
gagccttett
ggtccaccege
gacagacgaa
agcggatact
tgecggccte
ggggaa

<210> 23
<211> 20
<212> ADN

ttgatcttygyg
cagtatttte
tattgactgt
tatcteaate
aaaatctata
ctgagacitgt
caaaagcacg
ggatcatetce
cggggcatat
caacaaaagg
gogcgagaca
gtgocccaecy
actcgatttce
gagtagtatc
gaagtagtge
aataaaagtyg
cttttitecat
ctagttcagg
cecagoegtaa
atcttgcaac
gttcactgta
cgaaagcacc
catactaaag
cagtcgaacc
aggaggagee
tgcetgtgag
cgcocggettco
aggcgcagcce
toggggaaca
gtecaagtacce
ggataccgac
atctgggctg
gtegtegtea
acgacgaagc
tgcgtoctte
atccteeggg
aagtctcage
caccagagac
taatttcgct

<213> Secuencia artificial

<210>
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caaagatatt
tattcegatct
catttgtatc
aaaacgtaga
tgagattaca
tggacatcaa
gttiggeogt
atcaggtcca
gtegggtate
gtacctgtac
actcteteta
ctaacaataa
ataagagtcg
ctaaattata
aaaaaaaatt
aagtaagggt
caaaaatttc
actgacggygg
gcaataccag
ctctetagat
gacgtctcaa
ttttecattct
gatagctgca
gtgceteccac
agaacgaaga
gaggtctctc
ggtaccgtece
acgacgacec
ggcagctigg
ccetecagtee
ggcagcagec
aggccgagge
tcaggegtet
ctttccaagy
ttcteettec
actggtggca
tatgagaacc
acgcacccgc
accgtgceegt

tgacgecattt
ttatgtaatt
aaatcgtgtt
taataataat
aaataccgac
cgaggtagatt
tcecattgetg
atcaaatttg
tcgagetoge
ccgaaaccga
aggaactcgg
acgaatacgyg
aataggaagt
ctaatccacyg
ctatactgca
goccccataga
catgaaaaaa
ctocgaacecg
ccacagcacc
catcaatcca
cgtaatggtt
ttcatatact
gaagecogeca
ttgctaagga
tatcctaaga
gcacctogat
tegeetbggg
aaggatcacc
cctgactcce
geaceeegetc
cgctegggagg
aggcggccat
ecggcgacyy
catccegaac
tettctecge
gggaaggctt
gagggcaatc

gatcgggacg
ccacccacct

attagtatgt
cgttacaatt
taatggatat
atttatttaa
aacattattt
ccttecatgea
cacgaacgag
tccaagaact
gaaagcttgg
cacaggtggyg
caaaatagecc
tttatgtatg
taagatgagg
catgatatgt
ctgctetett
tatttgatet
gaaaagatga
cagcttecgce
ctcaacctca
ctcttgtggt
aacgatatca
aggggttitt
caegtottgag
gaaagggaaa
tacttacteg
ccatgaaggt
cgoccgaggc
ctcctgogea
cgggygtcaca
tteggaccgg
ctggertgac
gtcgtegtct
ctececttggy
cecacgtcege
ggtEgacccte
gtgatgccet
tgacgcaaga
cattaagggce
gtggaggtca

<213> Secuencia cebadora especifica de evento disefiada para TC1507

<400> 23

cttcaaacaa gtgtgacaaa 20

<210> 24
<211> 11361
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

gttaatttte
aataaatatt
ttttattata
tatttttgeg
aagaaacata
tagcacctea
ctttgectata
catgttagtc
ctgcaggtcyg
taggtagaga
caogtaacttc
gatteeggta
gtggtatcalk
atgcctttce
tttactgaga
tgecctectgt
atttgtccat
cigttectag
gcaaccaace
gttttgktgact
caaacegcgg
acttggaaaa
gaccttcegyg
atcagggcca
ctcegggcca
accaccgagyg
acccggggga
gtcggecacga
tcaactacct
gacccegaag
gacccectgge
tcatcategt
agaecectcec
tcgtgggece
cgcgecagcte
acctectgga
aggaagaagg
tgggaaaaag
tcgatgggaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
los0o
1140
1200
1260
1320
1z80
1440
1500
1560
1620
16380
1740
1800
1860
1920
i980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2346

<213> La secuencia representa la insercion transgénica en la linea de maiz TC1507 asi como la secuencia
flanqueante a los sitios de insercion.
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<400> 24

actagtttcc
cacggttett
ggtaccghtt
gacggaaacyg
catcegtttt
ccgacecacy
catggggcca
acgcattgac
cgagactgtg
tgeggectgtyg
ccaagtocee
gccagacogyg
ccgaggecte
taaccgagaa
taacactcac
gactectaat
gattaagtca
cgggcaaggd
gacacacctt
ccacaccgac
tgacgegege
accgacctga
agtgaggetg
accctaggge
ceagagettg
gggcteggac
ctcggactca
ggactcagece
acctttetat
ctatgtactc
attcaggaac
cgeaccetitgg
tgagatctca
tacccccaca
tgccgagatc
tcacaaaaaa
atacagaact
taggtggcag
ggaaaaattg
getatttate
ttgagacgtce
atctagagag
ctggtattge
atggtatcta
tgtectaaag
aagagggatc
agcgtgacec
aaattaccac
atcocgeggge
gcattgecatyg
gtgcagttta
tagtactaca
taaaggacaa
gtgttctcect
tacatccatt
ttttattcta
taataattta

tagcccgogt
cgtggecgec
accagattct
gaataggtit
cgtatttctc
gacctgccaa
tgttggcecac
gcatgtggac
actgcgagtyg
gacagcegacg
atccatctct
cecgaagcate
gggggctaca
aggteggtec
tttgaggcte
ctecagetggt
aggciocggtc
cggccgacea
cggcteaccee
cgaccgtatc
tcttcagteg
caagaagaca
acagcagoca
tcggactegyg
gactcagcct
tocggectoegyg
gecteggctco
tecggecctecag
cggacckbtgt
ggtettaggy
tecgggacca
aatgactact
ggttcecgact
aacaccattyg
ctecateecta
tacaagaagt
caaaatcttt
fttgatacca
ggtttatgtt
tatccgtgea
tacagtgaac
gttgeaagat
ttacgetggg
tettgcaacce
ttcactgtag
tcgaagette
ggtogtgecce
aactggaaga
atgcctgecag
tctaagttat
tctatecttlba
ataatatcag
ttgagtattct
tettttitge
tagggtttag
ttttagcctce
gatataaaat
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cgtgccecta
cctaaggatg
tccagecgtt
tttticgaaa
gggaaactet
tcaaccatca
atgcccacgce
acacacagcce
geggagicyg
ctgtgacggce
gcttectetgg
acgaaacgca
cceggegggt
ccttgcaaaa
gggggetact
aacoogcatc
cactcaaggg
cgaggattea
gaggcccatt
gcaggageat
acagagccga
gegecgectyg
agteoegaect
ceteggetee
cggetceccgga
ctccagaaga
cggaagacga
aggatggtet
cagatcctgt
gagtggcett
ttgactctet
cecatgtget
catggagagc
ateccagagag
aaggtacttg
cgactaggtyg
tceggagata
ccagaaagay
caacggaaaa
gotgatatgg
tttaggacag
agataccctt
cectggaagg
tectctagatc
acgtctcaat
ggccggggcec
ctetcetagag
gcggttacec
tgcagecgtga
aaaaaattac
tacatatatt
tgttttagayg
tgacaacagg
aaatagcttc
ggttaatggt
taaattaaga
agaataaaat

c¢eccaccgac
taaatggteg
ttecggattta
acggtacggt
ggtatattcc
gccagtcagce
aacgcaagge
gecgectgtt
cgaacggoga
gacteggega
tcateokcoctt
ctaagaccte
gegetoegege
aaagtggegac
gtcggggacc
agcacaaagc
acacgatcte
cgtctaogeec
cttegocegag
ttaatgcegag
agtgaccgceca
cgtegeteoeg
cgggegecat
ggaagacgac
agacgacgaa
cgacgaactc
cgaactceqgo
ccgecticgec
cttegtecga
tcaacaaact
agatgagata
gaatcatgtt
accaatgtte
aatcactcat
acaatagtat
gattggtccg
ttcattttec
aaaaaaaaga
aatttctcaa
coegeggtttyg
agccacaaac
ggttggttgce
ctaggaacce
atcaatccac
gtaatggtta
catcgatate
ataatgagca
ggaccgaage
cecggtegtyg
cacatatitt
taaactttac
aatcatataa
actctacagt
acctatataa
ttitatagac
aaactaaaac
aaagtgacta

31

gtttatggaa
gtaaaatceg
tcgggatata
asacggtgag
cgtatttgte
ccatcececac
agtaaggctyg
cgtgttictyg
ggcgtctoeyg
agocccaage
ccectagteg
gaaggagtca
gcacccoaccy
aaaageetec
ataattaggg
tgcaaaggcc
gectegeceg
gagggcceceo
aagcaacctt
gatogcctga
atcacttege
actgeotgtge
aggaagctecg
gaactacact
ttcegeectcg
cgcctegcec
ctegococcocgac
cgacccgggy
ggaggctttg
ggtacgaatc
ccacctcaayg
acctttgtgce
tcttggacgce
tctitcaagaa
tattggagtc
agtgaagaga
tgaagaggcg
ttctaaggaa
aagcaaggaa
tgatatcgtt
accacaagag
tgaggttgag
teaacctcayg
tettgbggtyg
acgatatcac
cgcgggceatg
ttgeatgtct
ttcggceggy
ccccteteta
tettgtcaca
tctacgaata
atgaacagtt
tttatctttt
tacttcatce
taattttttt
tctattttag
aaaattaaac

gatgccatte
gtaaatttce
cagaaaacyga
acaaacttac
cegtatttto
agctatggcec
geagectggce
tgcegttgtyg
gagtckbggac
taccaagcce
atctgeaggce
aaccactect
gaacaaaatyg
aagcgagtat
gtaccccocaa
tgatgggtge
agcceagect
tcaagcgacy
ggccagatcg
caccttatec
cgctcecactg
cactcgacay
gactogeceg
tegecegace
cocgaceoca
gaccccaggyg
cceagggetoe
ctcggacteg
gcaatcctca
acacccgcac
acaacagcgg
getggecagg
atcgtagcge
ctgeatatcet
gatacacaac
aaaaaaagcc
gataagatat
tcaaaaaaaa
aagtattgtg
aaccattaca
tggattgatg
ggtgttgtgg
caaccaacea
tttgtggete
aaaccgagacgy
cectgcagtge
aagttataaa
gcocatcgat
gagataatga
cttgtttgaa
atataatcta
agacatggtc
tagtgtgcat
attttattag
agtacatcta
ctttttEatt
aaataccctt

60
120
180
220
200
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420



taagaaatta
ttaaacgccg
ccaagcgaag
cgetocaceg
acgtgagecyd
ttectttoce
cteccacacce
Eccoecaaat
ccecctetct
cttotgttea
acacggatge
tggggaatcc
tgtttegtty
tgtttgtegy
tggageggteg
ttttggatcet
gaaatatcega
gatgcttttet
ctagatcgga
atgtgtgtgk
gataggtata
tectattoata
attatttiga
ttagcectge
cetgbtgttt
atacagaato
gaagagaggat
ttgtectgagt
ttecatcactc
aggattgaga
tatgagatct
agagaagatyg
aacttcaccc
¢tgeacttgt
gctactgtca
tgtttggata
gecaggkbtca
tttocgaact
atctacacea
aacagggctyg
gtgactgecay
aacacggcety
atckggattyg
gtecgaggay
caaactggta
gagataccac
catgttacet
atgttctott
actcagatté
coggggttca
attgtcaaca
actaccaate
aacaagacaa
aacaceogogt
agttcaggca
gagtaaggat
ccecggttteg
atccaacccg
fttgtececa
tcagggttaa
ttttecactgt

aaaagaactaa
tegacgagte
cagacggeac
ttggacttgce
gcacggeagd
accgctcctt
tctttcceea
ccacceogteyg
accttetcta
tgtttatgtt
gacctgtacy
tgggatgget
catagggttt
agtcatetitt
ttctagatcg
gtatgtgtgt
tctaggatag
gttecgettag
gtagaatact
catacatctt
catgttgatyg
tgetetaace
tcttgatata
cttecatacge
ggtgttactt
agtgcgtcee
cgactggeay
ttgtteocagy
catctgattg
cettggaaag
acattgaagc
tgcgtatacyg
ttaccagctt
cactactgcg
acaatcacta
cotacaatca
atcagttcag
acgatgticy
gttcagteat
agtttggagt
agactgttay
geaategtat
cagatgaaga
gcttiggeaa
cgaatcacac
ctcaagacaa
ttgtgegetg
ggacgcatcg
ccttggtgaa
cgggaggaga
tcaatgggea
taagaatcta
tggaktaccgy
tcacctttec
acgaagtgta
cegtegacct
ttgecgactaa
aggatatagc
agaatgaggt
tgtctatgta
gogacgcaaa
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ggaaacattt
taacggacac
ggcatctetg
toecgetgteg
cggecteete
cgctttcect
acctegtgtt
goacetccyge
gateggegtt
agateccgtgt
teagacacgt
ctagecgtte
ggtttgecect
catgetttet
gagtagaatt
gccatacata
gtatacatgt
ttgtgatgat
gtttcaaact
catagttacg
tgggttttac
ttgagtacct
cttggatgat
tatttatttg
ctgcaggteyg
ctacaactgce
attgeegtta
tgtgygagtec
gagcetcttt
gaategggee
actragagag
ctttgctaac
cgagatcect
cgacgceigtg
caacagactc
gggattggag
gagagacctt
tacctatceg
tgaagactct
cagaccaccce
atcceaaact
caactttect
tocacgEcet
tecotcactat
cageacatte
cageggcegca
gecaggtgay
tagcgctace
ggcacacaca
cattcttega
acttccccaa
cgttacggtt
tgatccactt
aatgagecag
cattgacagyg
geagceaagc
catgagttet
aaagctegtt
gctatgeatg
tcttaaataa
aatattaaat

ttecttgttte
caacdcagega
teogetgoete
gcatccagaa
ctecteteac
tcetegoeceg
gtteggagey
ttcaaggtac
cocggtecatyg
ttgtgttaga
tctgattgcet
cgcagacggg
tttectttat
tttgkettgy
ctgtttcaaa
ttcatagtta
tgatgegggt
gtggtgtggt
acctggtgta
agtttaagat
tgatgcatat
atcetattata
ggcatatgea
cttgatactyg
actctagagg
cteaacaatce
gacatcteccc
gegttiggec
cttetccaga
atcactaccc
tgggaagcca
acagatgatg
cttctctegg
tegtekggge
atcaatctga
aacctgagag
acacttactyg
attcaaacgt
ccagtttctg
catckecatgyg
gtgtggggag
agttacggag
ttctatcgga
gtactecggte
aggaactceg
ccttggaatyg
atctecaggtt
cocacaaaca
cttcagtcag
cgocactagty
aggtatcgtg
gcaggtgaac
acattccaat
agcagtttca
tttgagttga
tttegegage
tggacaaatt
cgtgcagcaa
aaggaatcta
tgttogtcoggt
aaatattatt
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gagtagataa
accagcagaoyg
tggaccccte
attgcgtgge
ggcacggeay
ccgtaataaa
cacacacaca
geogoetogto
gttagggccc
toccgtgetge
aacttgccag
atcgattteca
ttcaatatat
ttgtgatgat
ctacctyggtg
cgaattgaag
tttactgaty
toggeggtcg
tttattaatt
ggatggaaat
acatgatgge
ataaacaagt
gcagctatat
tttettttgt
atccaacaat
ctgaagtaga
tatcecettac
tcttegacct
ttgaacagtt
ttogtggett
atcctaacaa
ctttgatcac
tctatgttea
aaggttgggg
ttecategata
gtactaacac
tgttagacat
catcccaact
cgaacatacc
acttcatgaa
gacacttagt
tcttecaatce
ccttgteaga
ttaggggagt
ggaccattga
actactceca
ccgacteatg
ccattgatcc
gaactacagt
gaggaccatt
ccaggatacg
ggatctttge
ctttctecta
cagtaggtgce
ttecagttac
tegagateoeoe
tgattggace
tggaacggeo
ceegitgatg
attctgtaat
attatctacg

tgccagcoctyg
tegegtoggy
tcgagagttc
ggagcggcag
ctacggagga
tagacacccc
caaccagatc
ctececoceco
ggtagttcta
tagegttegt
cgttteotott
tgattttttt
geegtgoack
gtggtctggt
gatttattaa
atgatggatyg
catatacaga
ttcattcgtt
ttggaactgt
atcgatctay
atatgcagca
atgttttata
gtggattttt
cogatgeteac
ggagaacaac
gattctcaac
acgttrectyg
catcbtggggo
gattgaacaa
agcagacage
tgeccaactg
agcratcaac
agctgetaac
actggacata
cacgaaacat
tcgecaatgy
agttgetete
tacaagggag
caatggtttc
ctctttgett
tagcteacgc
egggggegee
tcetgtette
ggcctttcaa
ctotetagat
tgtgctgaat
gagageacca
agagagaatc
tgtaagaggg
cgegtacace
ctatgeoectet
tggtcagtte
cgccactatc
tgatacecttce
tgecacactce
cgacatatge
tgatgagatg
aaaccgtgct
tecaacagtce
ctcatataga
ttttgattga

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
55290
5580
5640
5700
5760
5820
5B8O
5540
6000
5060
612¢
£180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6849
63900
6960
7020
7080



gatatcatca
aataatctga
actgcactge
teaagcggayg
gckecaccas
ageatggtct
cgoccagtoa
gtecaccttty
attcaaatag
ctettacgac
gtctactcca
caacaaaggy
attgtgaaga
aaggccatcg
aggagcatcyg
gatatctceca
tetatataag
tocaggagagqg
tgatategtt
accacaagag
tgaggttgag
ttacgattgg
aggatccaca
ggttgctgtt
cacagcecay
tttttggcaa
gatctgagtce
ctctctctat
ttcgcteatg
tectatcaata
tcgagcccgg
gttgaagaca
gectaactea
tatgtgttaa
caattaataa
gatattttta
tttaatattt
tatttaagaa
atgcatagca
acgagctttyg
gaactcatgt
cttggctgea
gtgggtaggt
tageccccgta
gtatggattce
tgagggtggt
tatgtatgcec
ctetttttac
gatcthgeoet
gatgaatttyg
toegectgtl
cetcageoaac
gtggtgtttg
tatcacaaac
tttkttacttg
ttgaggacct
ggaaaatcag
acteogeteey
aaggtaccac
gaggcaceeyg
gcgragtegg

atattataat
tttgaatatt
aaatgaaaat
tgagggcceic
tgccectcogac
cagcgecggc
ggatgtaagaa
tccaccaaga
aggacctaac
tcaatgacaa
aaaatatcaa
taatatccgg
tagtggaaaa
ttgaagatge
tggaaaaaga
ctgacgtaag
gaagttcatt
agaccagttyg
aaccattaca
tggattgatg
ggtgttgtag
acagttgaga
ttgtacacac
ataggecottco
ggtacattgce
agggatrttg
gacctgoagy
aataatgtgt
tgttgagcat
aaatttctaa
gtggatcctce
cgttcatgte
aggecctcac
ctttcatttg
atattcaaat
ttataatatt
ttgegtogea
acatagacat
cctecattett
ctatatoccte
tagtcocgecaac
ggtcgacgga
agagaatacc
acttcgggag
cggtaaaata
atcatcataa
tttectiate
tgagaaatge
cctgtaecoee
tocattecatt
cctagacttc
caaccaaggg
tggctctgte
cgcggaacac
gaaaagacaa
toccggggage
ggccaggaca
ggccatgate
cgaggtctge
ggggatggac
cacgagcaat
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aaaaatatcc
tattaattgt
taacacatac
atatceggtce
atagatgceg
tttaagctca
cgggtetgte
tggaactgey
agaacteogee
gaagaaaata
agatacagtc
aaacctocte
ggaaggtage
ctetgeogac
agacgktcca
ggatgacgea
tcatttagag
agattaggce
ttgagacgtc
atctagagag
ctggtattge
gtactgttta
atttgcttaa
caaacgateco
gogeagetyg
agttgccage
catgcceget
gagtagttcc
ataagaaacc
ttecectaaaac
tagagtcgac
ttcategtzaa
teegettaat
cagtgcagta
cagattattyg
gatgatatct
cagtgaaaat
taaccctgag
ggggacaaaa
gggttggate
gaaaccgggad
tccttecaaca
taggggcgcg
aaggggtgee
ceggtacteg
aaatggagta
aaccggaagt
aaaaaaataa
coocectttt
gaaccctagt
cagggeccag
tatetatctt
ctaaagttca
aagaacgaxa
tgttcecatac
cagaccggte
tacgaaggag
aatcatgccet
coagoagoog
tgccecaggeyg
agtteteggg

attazacacyg
aacgaattac
taataaatgc
tcagttacaa
ggctcgacge
atcecatcce
catccaccte
gcogeggaceo
gtaaagactg
ttecgtcaaca
tcagaagacc
ggattcoccatt
tectacaaat
agtggtccea
accacgtctt
caateoeact
aggacagggt
agctacagca
tacagtgaac
gttgcaagat
ttacgectgag
cgtgtcacat
gtctatggag
atctgttagyg
atacaagcat
tcctcecaagy
gaaatcacca
cagataaggg
cttagtatgt
caaaatccag
ctgcagaagce
gaagacactc
cttggcaaag
ttttetatte
actgtcattt
caatcaaaac
ctatatgaga
actgttggac
gcacggtttg
atctcatcag
catatgtegg
aaagggtacc
agacaactek
ceeegcetaac
attifcataag
gtatcctaaa
agtgcaaaaa
aagtgaagta
tteatcaaaa
Ecgggactga
cgtaagcaat
gcaacctetce
ctgtagacgt
gocacctttte
taaaggatag
gaaccgtgec
gagccagaac
gtggggaggt
geclteggtac
cagccacgac
gaacaggcag
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atttgataca
atazagateg
gtcaaatate
gcacggtatc
tgaggacatt
aatctgaata
tgttgggaat
gaattceeat
gcgaacagtt
tggtggagca
aaagggcaat
gceccagetat
gccatcattyg
aagatggacc
caaagcaagt
atccttogea
accocggggat
gctgatatgy
tttaggacag
agataccctt
ccetggaagg
aggcatcaaa
gegcaaggtt
ttgcatgagy
ggtggatgge
ccagttagge
gtetcetetet
aattagggtt
atttgtattt
tggcogageke
tteggteegg
agtagtcttc
atatttgacg
gatctttatg
gtatcaaatc
gtagataata
ttacaaaata
atcaacgggt
gecegttocat
gtecaatcaa
gtatctcgag
tgtacocgaa
ctctaaggaa
aataaacgaa
agtcgaatag
ttatactaat
aaattctata
agggtgccco
atttecatga
cggggctega
accagccaca
tagatcatca
ctcaatgtaa
attetttecat
ctygcagaage
tceacttget
gaagatatcc
ctetegeace
cgtoctegec
gacccaagga
cttggectga

aatgacagtce
aatagaaaat
tttgccaaga
cecgaagcege
gecctaccettg
tcctatcecg
tecggtoegg
ggagtcaaayg
catacagagt
cgacacgett
tgagactttt
ctgtcacttt
cgataaagga
cocoacccacy
ggattgatgt
agacecttcec
ccaccatgte
cogoggtttyg
agcocacaaac
ggttggttge
ctaggaacgc
ggttgggeet
ttaagtoctgt
ctttgggata
atgatgttgg
cagttaccca
acanatctat
cttatagggt
gtaaaatact
gaattcgage
cgcgectcta
ggccagaatg
catttattag
taattcgtta
gtgtttaaty
ataatattta
cegacaacak
agattecctte
tgectacacga
atttgtccaa
ctocgocgaaag
accgacacag
ctcagcaaaa
tacggtttat
gaagttaaga
ccacgtatga
ctgcactget
atagatatthk
aaaaagaaaa
accogeageot
gcacccoctcaa
atccactett
tggttaacga
atactagggg
cgecacegte
aaggagaaag
taagatactt
tcgatccatg
ttgggegeec
tecaccetect
cbcoocgyggy

7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8200
8460
BE20
8580
8640
8700
8760
8820
8680
8540
2000
2060
8120
5180
5240
5300
9360
9420
2480
2540
9600
5660
9720
9780
2840
£900
5560
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
16500
10560
10620
10680
10740



10

15

tcacctcaac
accgggaccc
ttgacgaccc
cgtcttcatce
ttgggagccc
tecegctegtg
ccectcegege
gccctaccte
caagaaggaa
agggctggga
ggtcatcgat

taccteggec
cgacgtceccg
ctggcececcage
atcgtcttca
ctecectetcee
ggcccgagec
agcteggtece
ctggagacag
gaaggagcgg
aaaagtgccg
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gaggggtcaa
gcceccggata
ctcagatctg
tcatecgtegt
tgccgacgac
ttectttgegt
accgcatccet
acgaaaagtc
atactcacca
gcctctaatt

gtacccccte
ccgacggcac
ggctgaggcc
cgtcatcagg
gaagcctttce
ccttettcte
ccgggactgg
tcagctatga
gagacacgca
tcgctaccgt

agteccgcccee
cagcccgcte
gaggcaggceg
cgtctcegge
caaggcatcc
cttcctctte
tggcagggaa
gaaccgaggg
ccogcegateg
gccgtccacce

cgctcttegg
gggggctggce
gccatgtcgt
gacggctccc
cgagcccacg
tccgecggtga
ggcttgtgat
caatctgacg
ggacgcatta
cacctgtgga

10800
10860
10520
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340

gggaagggga a

<210> 25
<211> 6186
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

11361

<213> La secuencia representa la molécula de ADN usada para transformar la linea de maiz TC1507. Esta
secuencia representa la inserciéon PHIS999A.

<400> 25

caactggaag
catgcetgea
gtctaagtta
atetatettt
aataatatca
attgagtatt
ttttttttkg
ttagggttta
attttageet
agatataaaa
aaaaaaacta
gtcgacgagt
gocagacggea,
gttggacttg
ggcacggeag
caccgetect
ctctttceec
tccaccegte
taccttctet
atgtttgtgt
cgacectgtac
ctgggatggc
geatagggtt
ggteatcettt
gttctagate
tgtatgtgtg
atctaggata
tgttegetty
agtagaatac
tcatacatct
acatgttgat
atgctctaac
atcttgatat
cchteatacyg
tggtgttact
cagtgegtec
tocgactggea
tttgttecag

agcggttacco
gtgcagegty
taaaaaatta
atacatatat
gtgttttaga
ttgacaacag
caaatagett
gggttaatgyg
ctaaattaayg
tagaataaaa
aggaaacatt
ctaacggaca
cggcatctct
ctcegetgtce
gcggectoct
tcgetttece
aacctcgtgt
ggcacctceg
agateggcgt
tagatecgtyg
gtcagacacyg
tctagecegtt
tggtttgcece
tecatgettit
ggagtagaat
tgoecatacat
ggtatacatyg
gttgtgatga
tgtttcaaac
tcatagttac
gtgagttitta
cttgagtace
acttggatga
ctatttattt
tetgeaggte
cctacaactg
gattgcegtt
gktgtgggagt

cggaccgaag
acccggtegt
ccacatattt
ttazacttta
gaatcatata
gactetacag
cacctatata
tttittataga
aaaactaaaa
taaagtgact
tttoctattt
ccaaccageg
gtogetgeet
ggcatccaga
cetectetea
ttectegece
tgttegygage
cttcaaggta
toeeggtecat
tttgtgttag
ttctgattge
ccgcagacgg
ttttecttta
tettgktettg
tctgtttcaa
attcatagtt
ttgatgcggg
tgtggtgtgy
tacctggtgt
gagtttaaga
ctgatgcata
tatctattat
tggcatatgc
gctitggtact
gactctagag
cctcaacaat
agacatctec
tgegtttggce

cttecggeecgg
gcecectctcet
tttttgtecac
ctctacgaat
aatgaacagt
ttttatcttt
atacttcatc
ctaatttttt
ctctatttta
aaaaattaaa
cgagtagata
aaccagcage
ctgagacccet
aattgegtgyg
cggcacggca
gecgtaataa
geacacacac
cgccgcectegt
ggttagggec
atecgtgety
taacttgcea
gatcgatttc
tttcaatata
gttgtgatga
actacctggt
acgaattgaa
ttttacktgat
ttgggecggte
atttattaat
tggatggaaa
tacatgatgy
aataaacaag
agcagctata
gtttcttttig
gatccaacaa
cctgaagtag
ctgteocecctta
ctcttegace

34

ggcceatega
agagataatg
acttgtttga
aatataatct
tagacatggt
ttagtgtgca
cattttatta
tagtacatct
gtttttttat
caaataccct
atgcragect
gtcgegtegyg
ctegagagtt
cggageggea
gctacggggy
atagacaccc
acaaccagat
ccteceoocece
cggtagtict
ctagegttcy
gtgtttctct
atgattktttt
tgcegtgcac
tgtggtctgg
ggatttatta
gatgatggat
gecatatacay
gtteattegt
tttggaactg
tatcgatcta
catatgcagc
tatgttittat
tgtggatttt
tcgatgctea
tggagaacaa
agattotcaa
cacgtttecct
tecatctagoy

tatcegegyyg
agecattgeat
agtgcagtctt
atagtactac
ctaaaggaca
tgtgttotec
gtacatccat
attttattcet
ttaataattt
ttaagaaatt
gttaaacgcc
goecaagcgaa
ccgcteocacc
gacgtgagcce
attcctttce
cctccacacc
cteecccaaa
cococctete
acttctgtte
tacacggatg
ttggggaatc
ttgtttogtt
ttgttitgtecy
ttgggcggtc
attttggatc
ggaaatatcg
agatgetttt
tetagatcgg
tatgtgtgtg
ggataggtat
atctattcat
aattattttg
tttagccetg
cecctgttgtt
catacagaat
cgaagagagy
gttgtctgag
cttecatecact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
8B40
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1860
i860
1920
is980
2040
2100
2160
2220
2280



ccatctgatt
accttggaaa
tacattgaag
gtgegtatac
cttaccaget
tcactactgce
aacaaktcact
acctacaatc
aatcagttca
tacgatgttc
agttcagtca
gagtitggag
gagactgtta
ggcaatcgta
geagatgaag
ggctttggca
acgaakcaca
cctcaagaca
tttgtgcget
tggacgecatco
ccekbtggrga
acgggaggayg
atcaatgggce
ctaagaatct
atggataceyg
ttecacctite
aacgaagtgt
tcegtegace
cgttgegact
cgaggatata
caagaatgag
aatgtetatyg
gtgcgacgca
caatattata
gatttgaata
geaaatgaaa
agtgagggca
aatgcecteg
ctcagocgeeyg
ccggtgtaag
tgtecaccaa
agaggaccta
actcaatgac
caaaaatatc
ggtaatateoce
gatagtggaa
cgtitgaagat
cgtogaaaaa
cactgacgta
aggaagttca
ggagaccagt
ttaaccatta
agtggattga
agggtgttgt
ggacagttga
cattgtacac
ttataggecet
ggggtacatt
aaagggattt
tegacctgea
taataatgtg

ggagoctbett
ggaatcgggo
cactaagaga
gctttgctaa
tcgagatcec
gegacgetdat
acaacagact
agggattgga
ggagagacct
gtacctatece
ttgaagactc
tcagaccacce
gatcccaaac
tcaactttee
atccacgiceo
atcctcacta
coccgeacatt
acagcggego
ggccaggtga
gtagcgctac
aggcacacac
acattctteg
aacttecccca
acgttacgagt
gtgatccact
caatgageca
acattgacag
tgcagecaayg
aacatgagtt
gcaaagctcg
gtgctatgeca
tatcttaaat
aaaatattaa
ataaaaatat
Lttattaatt
attaacacat
tcatatccgyg
acatagatgc
gctttaaget
aacgggtetg
gatggaactg
acagaactcg
azagaagaaaa
aaagatacag
ggaaacctoc
aaggaaggty
gecteotgeeyg
gaagacgtic
agggatgacg
ttkecatttgg
tgagattagyg
cakttgagacg
tgatctagag
ggctggtatt
gagtactgtt
acatttgctt
tccaaacgat
gcgogcaget
tgagttgeca
ggcatgeege
tgagtagtte
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tcttctecag
catcactacce
gtgggaagecce
cacagatgat
tektteteteyg
gtegtttggy
catcaatcty
gaacctgaga
tacacttact
gattcaaacy
tcoagtttet
cecatoteatyg
tgtgtgggga
tagttacggyg
tttctategyg
tgtacteggt
caggaactcco
accttggaat
gatctcaggt
cococacaaac
acttcagtca
acgecactagt
aaggtatcgt
tgcaggtgaa
tacattccaa
gagcagttte
gtttgagttyg
cttttcgega
cttggacaaa
ttoegtgcage
tgaaggaatc
aatgttgteg
ataaatatta
ccattaaaca
gtaacgaatt
actaataaat
tetcagttac
cgggectcgac
caateeccate
teccatccacco
eggcegegga
ccgtaaagac
tetteogtcaa
tctecagaaga
teggatteca
gctectacaa
acagtggtce
caaccacgtc
cacaatcceca
agaggacagg
ccagctacag
tctacagtga
aggttgcaag
gcttacgetyg
tacgtgtcac
aagtetatgy
ccatctgtta
ggatacaago
geteoetcocaa
tgaaatcace
ccagataagg

attgaacagt
cttegtgget
aatcctaaca
gctttgatca
gtctatgtte
caaggttggg
attcatcgat
ggtactaaca
gtgttagaca
tcatecccaac
gegaacatac
gacttcatga
ggacacttag
gtcttcaatce
accttgtcag
cttagyggag
gggaccattg
gactactccc
tcocgactceat
accattgate
agaactacag
ggaggaccat
gecaggatac
cggatctttyg
tctttctect
acagtaggtg
attccagtta
gctcgagate
tttgattgga
aatggaacogg
taccogttga
gtattttgta
ttattatcta
cgatttgata
acataaagat
gcgtcaaata
aagcacggta
gctgaggaca
ccaatctgaa
toctgttggga
ccgaattece
tagcgaacag
catggtggag
ccaaagggea
ttgcecaget
atgccatcat
caaagatgga
ttcaaagcaa
ctateccotteg
gtaccegggg
cagctgatat
actttaggac
atagataccc
ggceetggaa
ataggcatca
aggcgcoaagyg
ggttgcatga
atggtggatyg
ggccagttag
agtctctete
gaattagggt

35

tgattgaaca
tagcagacag
atgcecaact
cagecatcaa
aagotgeotaa
gactggacat
acacgaaaca
ctogeccaatyg
tagttgectct
ttacaaggga
ceaatggttt
actctttgtt
ttagctcacyg
cegyggggeyc
atcctgtcett
tgacctittca
actctctaga
atgtgctgaa
ggadagcace
cagagagaat
ttgtaagagg
tegogtacac
gectatgectce
ctggtcagtt
acgceactat
ctgatacctt
ctgcecacact
cccgacatat
cctgatgaga
ccaaaccgtyg
tgtccaacag
atctcaktata
cgttttgatt
caaatgacag
cgaatagaaa
tctttgocas
tecocgaage
ttgcctacct
tatcctatec
attceggtec
atggagtcaa
ttcatacaga
cacgacacgc
attgagactt
atctgtcact
tgegataaag
cooecaceca
gtggatigat
caagaccoett
atccaccatg
ggecgeggtt
agagcecacaa
ctggttggtt
ggetaggaac
aaggttggge
ttttaagtet
ggetttggga
gcatgatbgtt
gecagttace
tacaaatcta
tcttataggyg

aaggattgay
ctatgagatce
gagagaagat
caacttecace
cetgcacttg
agetactgte
ttgttbggat
ggeccaggttce
ctttecgaac
gatctacace
caacaggger
tgtgactgca
caacacggct
catectggatt
cgtecgagga
acaaactggt
tgagatacca
tcatgttacc
aatgttctct
cactcagatt
geeggggthe
cattgtcaac
tactaccaat
caacaagaca
caacaccgeg
cagttcaggc
cgagtaagga
gceceggttt
tgatecaacc
cttttgtcee
totcagggtt
gattttcact
gagatatcat
tcaataatct
atactgecact
gatcaagogg
gegctcocace
tgagcatggt
cgegeecagt
gaggtcacctt
agattcaaat
gtetettacy
ttgtectacte
titcaacaaag
ttattgtgaa
gaaaggceat
cgaggagcat
gtgatatcte
cctctatata
tetecggaga
tgtgatateg
acaccacaay
getgaggtty
gettacgatt
ctaggatcca
gtggttgetyg
tacacagcce
ggtttitgge
cagatctgayg
tctctectcta
tttegetecat

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
4880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3860
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080

AT AM
e A

4200
4260
4320
4380
2440
4500
4560
4620
4680
4740
480D
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940



10

gtgttgageca
aaaatttcta
ggtggatect
acgttecatgt
aaggcee
<210> 26
<211> 3830
<212> ADN

tataagaaac
attcctaaaa

ctagagtcga
cttcatcgta

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Secuencia que representa

insercion.
<400> 26

actagtttce
cacggtectt
ggtaccgttt
gacggaaacyg
cgtoegttet
cogacceacy
catggggcca
acgcattgac
cgagactgtg
tgcggectgtg
ccaagtcccee
gecagacegyg
ccgaggecte
taaccgagaa
taacactcac
gacdtectaat
gattaagtca
cgdgcaaggy
ggcacacctt
ccagaccgac
Egacgcgege
accgacctga
agtgaggctyg
accectaggge
ccagggcttyg
gggeteggac
cteggactea
ggactcagcc
acctttctat
ctatgtactc
attcaggaac
cgcaccttgyg
tgagatctca
taceccecaca
tgccgagatce
tcacaaaaaa
atacagaact
taggtggcag
ggaaaaattg
gcetatttate
ttgagacgtc
atctagagag
ctggtattgce
atggtatcta

tagecegegt
cgtggecgec
accagatttt
gaataggttt
cgtatttete
gacctgecaa
tgttagceac
gcatgtggac
actgegagty
gacagcgacg
atcecatctet
ccgaagcate
gggggctaca
aggteggtec
tttgaggete
cteagetggt
aggcteggte
cggecgacaec
cagctogece
cgacegtate
tettcagteg
caagaagaca
acagcageca
tcggactogg
gactcagcct
teggectogy
gccteggetco
toggeectcag
cggaccttgt
ggtcttaggg
tecgggacca
aaktgactact
ggttecegact
aacaccattg
ctcateecta
tacaagaagt
caaaatcttt
tttgatacca
ggtttatgtt
tatceegtgea
tacagtgaac
gttgcaagat
ttacgotggyg
tettgcaace

ES 2546 267 T3

cettagtakg tatttgtatt tgtaaaatac ttctatcaat 6000
ccaaaatcca gtggcgagct cgaattegag ctogagoccg 6060
cetgcagaag cttoggtecg gegegectet agttgaagac 6120
agaagacact cagtagtctt cggecagaat ggcctaactc €180

6186

parte de la inserciéon PHI8999A asi como la secuencia flanqueante 5' a la

cgtgeccecta
cctaaggatyg
tccagocogtt
tttttegaaa
gggaaactct
tcaaccatca
atgcccacge
acacacagaqc
gcggagtegg
ctgtgacggce
gcttetotgg
acgaaacgca
cceggegggt
ccttgecaaaa
gggggctact
aacccceate
cactcaaggg
cgaggaktteca
gaggcceatt
gcaggageat
acagagccga
gegecgectg
agtccggect
ceteggetec
cggctoecgga
cteocagaaga
cggaagacga
acgatggtct
cagatcctgt
gagtggectt
tEgactctct
cceatgtget
catggagagc
atecagagag
aaggtacttg
cgactaggtyg
tecggagata
ccagaaagag
caacggaaaa
gctgatatgg
tttaggacag
agataccctt
ccotggaagg
tctetagate

ccecaccgac
taaatggteg
ttcggattta
acggtacggt
ggtatattec
gccagtcagce
aacgcaaggc
gacgeotgtt
cgaacggcga
gacteggoga
tecatetceett
ctaagacctc
gcgetegege
aaagtgcocgac
gtcggggacc
agcacaaagc
acacgatctc
cgtctogeee
cttcgecgag
ttaatgcgag
agtgacegea
cgtcgeteoeg
cgggcgccat
ggaagacgac
agacgacgaa
cgacgaacte
cgaactceoge
ccgeetegee
cttcegtecga
tcaacaaact
agatgagata
gaatcatgtt
accaatgttc
aatcactcat
acaatagtat
gattggtcceg
tteatttteo
aaaaaaaaga
aatttetcaa
cocgeggtttg
agccacaaac
ggttggttge
ctaggaaccc
atcaatccac

36

gtttatggaa
gtaaaatceg
tcgggatata
aaacggtgag
cgtatttgte
ccatccccac
agtaaggctg
cgtgtttctyg
ggcgtctecg
agcgegcaadc
ceecetggteg
gaaggagtca
gracccaccg
aaaagccectec
ataattaggg
tgcaaaggce
gectogeecg
gagggoaoec
aagcaacctt
gatcgcctga
atcacttege
actgctgtge
aggaagctce
gaactacgct
ttcegeocteg
cgcctegcec
ctecgececgac
cgacccggay
ggaggctttyg
gagtacgaatc
ccacctcaag
acctttgtge
tctiggacge
tettcaagaa
tattggagtc
agtgaagaga
tgaagaggcg
ttctaaggaa
aageaaggaa
tgatatcgtt
accacaagag
tgaggttgag
tcaacctcag
tcttgtggtg

ggtgeeattc
gtaaakttice
cagaaaacga
acaaacttac
ccgtatttte
agctatggec
gcagectgge
tgoogttgty
gagtectggac
taccaagcce
atctgeagge
aaccactocet
gaacaaaatg
aagcgagtat
gtacccccaa
tgatgggtge
agcccagcct
tcaagcgacg
ggceagateyg
caccttatcc
cgctccactg
cactcegacayg
gcaetogoecyg
tcgccecgace
coogagcooca
gaccccagayg
cccagggcte
cteggactoeg
gcaatcctca
acacccgcac
acaacagceygg
gctggecagy
ategtagege
ctgcatatct
gatacacaac
aaaaaaagcc
gataagatat
tcaaaaaaaa
aagtattgtg
aaccattaca
tggattgatg
ggtgttgtgg
caaccaacca
ttitgtggete

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
144G
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640



10

tgtcetaaag
aagagggatc
agegtgaccc
aaattaccac
atccecgoggge
gcattgcatg
gtgcagttta
tagtactaca
taaaggacaa
gtgttctecct
tacateccatt
ttttattcta
taataattta
taagaaatta
ttaaacgeog
ccaagcgaag
cgctceaceg
acgtgageaeg
tteecttteec
ctocacaccece

<210> 27
<211> 3347
<212> ADN

ttcactgtayg
tcgaagettc
ggtcatgcec
aactggaaga
atgcctgecag
tctaagttat
tctatctita
ataatatcag
ttgagtattt
ttttttttge
tagggtttag
ttttagcctce
gatataaaat
aaaaaactaa
tcgacgagtec
cagacggcac
ttggacttge
gcacggcagg
accgoteete
tctttcecca

<213> Secuencia artificial

<210>

ES 2546 267 T3

acgtctcaat
ggceggggec
ctetetagag
gcggttaccc
tacagecgtga
aaaaaattac
tacatatatt
tgttttagag
tgacaacagg
aaatagctte
ggttaatggt
taaattaaga
agaataaaat
ggaaacattt
taacggacac
ggcatctoctg
teagetgteg
cggectecte
cgcttteect
acctegtgtt

gtaatggtta
categatatc
ataatgagca
ggaccgaagc
coecggtoegtyg
cacatatttt
taaactttac
aatcatataa
actctacagt
acctatataa
ttttatagac
aaactaaaac
aaagtgacta
ttetbgttie
caaccagaga
tegetgecte
gcatocagaa
ctcetcteac
tecctegeccg
gttcggageg

acgatatcac
cgegggeatg
ttgcatgtet
tteggecggyg
ceeeteteta
tttigtcaca
tctacgaata
atgaacagtt
tetatctttt
tacttcatce
taattttttt
tctakttttiag
aaaattaaac
gagtagataa
accagcagceg
tggacecockce
attgegtgge
ggcacggcayg
ccgtaataaa
cacacacaca

aaaccgagag
c¢ctgecagtge
aagttataaa
gccecatcgat
gagataatga
cttgtttgaa
atataatcta
agacatggtc
tagtgtgcat
attttattag
agtacatcta
tttttttatt
aaatacccett
tgccagecetg
tcgegteggg
tegagagttc
ggagcggcag
ctacggggga
tagacaccce

2700
2760
2820
2880
2240
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3830

<213> Secuencia que representa parte de la insercion de PHI8999A asi como la secuencia flanqueante 3' a la

insercion.
<400> 27

cccactatec
cagggtacec
acagcagctg
gtgaacttta
caagatagat
gctgggcect
tcacataggce
atggaggcge
gttaggttge
aagcatggtg
ccaaggccag
tcaccagtct
taagggaatt
gtatgtattt
ateccagtgge
agaagcttcg
acactcagta
gcaaagatat
ctattcgate
tcatttgtat
caaaacgtay
atgagattac
ttggacatca
gatttggceg
catcaggtege
tgtegggtat
ggtacctgta
aactctctcet
gctaacaata

ttcgcaagac
ggggatccac
atatggcege
ggacagagec
accettggtt
ggaaggctag
atcaaaggtt
aaggttttaa
atgaggottt
gatggcatga
ttaggccagt
ctctctacaa
agaoattctta
gtatttgtaa
gagctegaat
gtceggegey
gtectteggec
ttgacgcatt
tttatgtaat
caaatcgtgt
ataataataa
aaaataccga
acgggtagat
ttccattgct
aatcaaattt
ctegagectcg
cocgaaaceg
aaggaacteg
aacgaatacg

cettecteta
catgtcteocyg
gatttgtgat
acaaacacca
ggttgctgag
gaacgcttac
gggcctagga
gtetgitggtt
gggatacaca
tgttggtttt
taccecagate
atctatctct
tagggttteg
aatacttcta
tcgagctcga
cctctagttg
agaatggect
tattagtatg
tcgttacaat
ttaatggata
tatttattta
caacattatt
tecttcatgce
goacgaacga
gtccaagaac
cgaaagcttg
acacaggatgg
gcaaaatagc
gtttatgtat

tataaggaag
gagaggagac
atcgttaacc
caagagtgaga
gttgagggtyg
gattggacag
tccacattgt
getgttatag
geecggggta
tggcaaaggg
tgagtcegacc
ctctataata
ctcatgtgtt
tcaataaaat
geeegagtgy
aagacacgtt
aactcaaggc
tgttaatttt
taataaatat
tttttattat
atatttttge
taagaaacat
atagcaccte
gctttgetat
tcatgttagt
gctgcaggtc
gtaggtagag
ccegtaactt
ggattceggt

37

ttcatttcat
cagttgagat
attacattga
ttgatgatcet
ttgtggctyg
ttgagagtac
acacacattt
gcctteoccaaa
cattgcgegeo
attttgagict
tgcaggcatg
atgtgtgagt
gagcatataa
ttctaattce
atcctctaga
caktgtcttea
cctcactacy
catttgcagt
tcaaatcaga
aatattgatg
gtcgcacagt
agacattaac
attettgagy
atcctegggt
cgcaacgaaa
gacggatcct
aatacctagg
cgggagaagyg
aaaataccygg

ttggagagga
taggccagct
gacgtctaca
agagaggttg
tattgettac
tgtttacgtg
gcttaagtet
cgatecatet
agctggatac
gecagetaot
ccegetgaaa
agttcccaga
gaaaccctta
taaaaccaaa
gtcgacctgce
tcgtaagaag
cttgatcttyg
gcagtatitt
ttattgactg
atatctcaat
gaaaatctat
cctgagacty
acaaaagcac
tggatcatct
ccggggcata
tcaacaaaag
ggcgegagac
ggtgoccecce
tactcgattt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080Q
1140
1200
1280
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



10

15

20

cataagagtc
cctaaattat
caaaaaaaat
gaagtaaggg
tcaaaaattt
gactgacgyy
agcaatacca
cctetctaga
agacgtetea
cttttcatte
ggatagctgce
cgtgcetcca
cagaacgaag
ggaggtctcet
cggtaccgte
cacgacgacce
aggcagcttg
cecctcagte
cggcaccage
gaggccgagy
atcaggcgtc
cctttccaag
cttetecttc
gactggtgge
ctatgagaac
cacgeacoog
taccgtgecy

<210> 28
<211> 669
<212> ADN

gaataggaag
actaatccac
tctatactge
tgeeccatag
ccatgaaaaa
gctegaacoco
gccacagaeac
tcatcaatee
atgtaatggt
ttteatatac
agaagccgec
cttgctaagg
atatcctaag
cgcacctcga
ctcgoebtgy
caaggatcac
gectgactec
cgcccecget
cegctegggy
caggoggeca
tccggegacy
gecateccgag
ctettetceg
agggaaggct
cgagggceaat
cgatcgggac
tccacccacc

<213> Zea mays

<400> 28

actagtttecc tagcccogegt
cacggttctt cgtggecgee
ggtaccgttt accagatttt
gacggaaacyg gaataggttt
cgtecgttit cgtattteote
ccgacecacg gacctgecaa
catggggeca tgttggecac
acgcattgac gcatgatggac
cgagactgtyg actgegagtyg
tgcggectgtg gacagegacg
ccaagtecce ateccatetet
gccagaccey

<210> 29
<211> 200
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 29

dgoecgaageat cacgaaacgco

cgggggctac acccggcggg
aaggteggte ccettgcaaa

ctttgaggct cgggggetac

<210> 30

ES 2546 267 T3

ttaagatgag
gtatgatatyg
actgctctct
atatttgatc
agaaaagatyg
geadqctiocg
ccteoaacetc
actctigtgg
taacgatatc
taggggtttt
accgtettga
agaaagggaa
atacttactc
tecatgaagg
gcegocogagg
cctecockgeoge
ccggggtcac
cttcggaceg
gctggcettga
tgtegtegte
gctoocttygyg
cccacgtecyg
cggtgacect
tgtgatgcece
ctgacgcaag
gcattaaggyg
tgtggaggtce

cgtgccecta
cctaaggatg
tecageogtt
tttttcgaaa
gggaaactct
tcaaccatca
atgceocacge
acagacagcc
gcggagtcag
ctgtgacgge
gcttectetgg

actaagacct

tgegeteogeg
aaaagtgecga

ggtggtatca
tatgcctttc
ttttactgag
ttgecteetg
aatttgtcca
cctgttecta
agcaaccaac
tgtttgtggce
acaaacaegcg
tacttggaaa
ggaccttcecyg
aatcagggcc
gectecgggec
taccaccgag
caccegygggy
agtcggcacg
ctcaactace
ggaccocogac
cgacccctgg
ttcatcateg
gagccoectee
ctegtgggece
cogegecaget
tacctcetgg
aaggaagaag
ctgggaaaaa
atcgatggga

coooacegac
taaatggtcg
ttcggattta
acggtacggt
ggtatattec
gccagtcagce
aacgcaaggc
geegectgtt
cgaacggcga
gactaggcga
tecatctcctt

cgaaggagtc
cgcaccoace
caaaagccte

38

tcataaaaat
cttatcaacce
aaatgcaaaa
teeccococe
tteattgaac
gecttecagy
caagggtatc
teotgtectaa
gaacacaaga
agacaatgtt
gggagccaga
aggacatacg
atgatcaatc
gtctgcecoeyg
atggactgec
agcaatagtt
teggecgagy
gtcoceggoee
cccagcetca
tettcatcecat
ctctectgeo
cgagecet:tet
cggtecaccyg
agacagacga
gageggatac
gtgccggect
agdgggaa

gtttatggaa
gtaaaatccyg
toegggatata
aaacggtgag
cgtatttgte
ccatccccac
agtaaggctg
cgtgtttctyg
qggcgtoeteog
agcococcaage
ccectggtog

aaaccactce
ggaacaaaat
caagcgagta

ggagtagtat
ggaagtagtyg

Aaataaaagt

ccttttttea
cctagttcgg
gccecagegta
tatcttgcraa
agtteactgt
acgaaagcac
ccatactaaa
ccggtcgaac
aaggdgaggadc
atgectatgg
cegeaeggeott
caggcgcage
cteggggaac
qgtcaagtac
cggataccga
gatectgggcet
cgtegbtegtc
gacgacgaag
ttgegtoectt
catcctocgy
aaagtctcag
tcaccagaga
ctaatttege

ggtgecatte
gtaaatttec
cagaaaacga
acaaacttac
cogtatttte
agctatggece
gcagcctgge
tgcegttgtg
gagtctggac
taccaagcac
atctgcaggce

tccgaggect
gtaaccgaga
ttaacactca

1800
1860
1920
1580
2040
2100
21640
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3347

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
669

60

120
180
200
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15

20

25

30

35

40

<211> 812
<212> ADN
<213> Zea mays

<210>

ES 2546 267 T3

<213> Fragmento de retrotransposén Huck-1 de maiz

<400> 30

tgtcggggac
cagcacaaag
gacacgatct
acgtctegeco
tcttegeega
tteaatgcga
aagtgaccgc
gcgtegotee
tcgggcegeca
cggaagacga
aagacgacga
acgacgaact
acgaactecy
tecgectege

<210> 31
<211> 335
<212> ADN

cataattagg
ctgcaaaggce
cgcctegeec
cgagggccee
gaagcaacct
ggategoety
aatcacttcg
gactgctgiyg
taggaagcectce
cgaactacge
attcegeetco
ccgectegece
cctogecoga
ccgacecggyg

<213> Secuencia artificial

<210>

ggtaccceca
ctgatgggtg
gageccagec
ctcaagcgac
tggeccagatce
acaccttatc
ccgectocact
ccactcgaca
cgoctocgeeo
ttegeecgac
gcaeegaccce
cgaccceadgy
ceccaggget
gctecggackte

agactcctaa
cgattaagtce
tegggcaagyg
gggcacacct
gecacacoga
ctgacgcgcy
gaccgacctyg
gagtgaggct
gacectaggg
cccagggett
agggctegga
geteggacte
cggactcagc

ga

totecagetygy
aaggcteggt
geggocogace
teggetegee
cegaccgtat
ctettcagie
acaagaagac
gacageagcc
ctcggactcg
ggactecagece
ctcggeoeteg
agcctaeggct
ctoggeectca

taacecccat
ceactcaagg
cagaggatte
cgaggcccat
cgcaggagca
gacagagccg
agecgocgect
aagtceggec
gccteggcete
teggctoegyg
gctcecagaag
coggaagacy
gacgatggtc

<213>Representa parte del fragmento de secuencia de insercién PHI8999A del gen cry1F

<400> 31

cctttetate
tatgtactcy
ttcaggaact
gcacettgga
gagatctcag
acoccccacaa

<210> 32
<211> 321
<212> ADN

<213> Zea mays

<210>

ggaccttgte
gtcttagggg
ccegggaccat
atgactactc
gttccgactc
acaccattga

agatectgte
agtggecottt
tgactctecta
ccatgtgetg
atggagagca
tccagagaga

ttegtecgag
caacaaacty
gatgagatac
aatcatgtta
ccaatgttct
atcac

<213> Fragmento del gen rpoC2 de cloroplasto de maiz

<400> 32

Ecattcttca
gtattattgg
Loogagtgaa
ttectgaaga
aagattctaa
tcaaaagcaa

<210> 33
<211> 17
<212> ADN

agaactgcat
agbcgataca
gagaaaaaaa
ggcggataag
ggaatcaaaa
ggaaaagtat

<213> Secuencia artificial

atcttgcega
caactcacaa
agecatacag
atattaggtyg
aaaaggaaaa
t

gatcctcate
aaaatacaag
aactcaaaat
geagtttgat
attgggttta

39

gaggetttgy
gtacgaatca
cacctcaaga
cctttgtgeg
cttggacgca

cobaaaggta
aagtcgacta
cttttecgga
accaccagaa
tgttcaacgyg

caatcctcac
cacoccgeaca
caacagcggc
ctggecaggt
tecgtageget

cttgacaata
ggtggattgy
gatattcatt
agagaaaaaa
aaaaaattte

60

120
180
240
300
360
220
480
540
600
660
720
780
B12

60

120
180
240
300
33s

60

120
180
240
300
321
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<210>

<213> Representa parte del fragmento de secuencia de insercién PHI8999A del promotor ubiZM1(2); también un

fragmento de gen trn1 de cloroplasto de maiz
<400> 33

gtggctattt atctate 17

<210> 34

<211> 201

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> Representa parte del fragmento de secuencia de insercién PHI8999A del gen pat

<400> 34

gcagetgata tggocgcggt ttgtgatate gttaaccatt acattgagac gtctacagtg 60
aactttagga cagagcecaca aacaccacaa gagtggattg atgatctaga gaggttgcaa 120
gatagatacc cttggttggt tgctgaggtt gagggtgttg tggctggtat tgcttacget 180
gggcoctgga aggctaggaa < 201

<210> 35

<211> 138

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> Representa parte del fragmento de secuencia de insercion PHI8999A del gen pat (complemento)

<400> 35

cctcaaccke agcaaccaac caatggtate tatcettgecaa cctcetcetaga tcatcaatcee 60
actetigtgy tgtttgtygge tcbtgtectaa agttcactgt agacgtctea atgtaatggt 120
taacgatate acaaaccg 138

<210> 36

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> Representa parte del fragmento de secuencia de insercién PHI8999A del gen cry1F (complemento)

<400> 36
agagaagagg gatct 15

<210> 37

<211>118

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> Representa parte del fragmento de secuencia de insercion PHI8999A de polienlazante

<400> 37

<210> 38

<211> 550

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>

<213> Representa parte del fragmento de secuencia de insercidon PHI8999A del terminador ORF25
(complemento)

40
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cgaagcttea gocggggcee atcegatatcee
gtegtgeece tetetagaga taatgageat

ctecacteocge
atttgecagtg
caaatcagat
atattgatga
tcgeacagtyg
gacattaace
tEcEtgggga
tectegggtt
goaacgaaac
acggatccktt

<210> 39
<211> 128
<212> ADN
<213> Zea mays

<210>

ttgatctigg
cagtattttc
tattgactgt
tatctcaatc
aaaatctata
ctgagactgt
caaaagcacg
ggatcatcte
cgaggcatat

caaagatatt
tattcgatct
catttgtatc
aaaacgtaga
tgagattaca
tggacatcaa
gtttggcegt
atcaggtcca
gtcgggtate

gcgageatge ctgcagtgca gegtgacceyg 60
tgcatgtcta agttataaaa aattacca

tgacgcattt
ttatgtaatt
aaatcgtgtt
taataataat
aaataccgac
cgggtagatt
tceattgcotg
atcaaatttg
tcgagetege

attagtatgt
cgttacaatt
taatggatat
atttatttaa
aacattattt
cettecatgea
cacgaacgag
tccaagaact
gaaagcttygg

<213> Fragmento del gen de ARNr rps12 de cloroplasto de maiz (complemento)

gttaatttte
aataaatatt
ttttattata
tatttttgcy
aagaaacata
Eagcacctcea
ctitgectata
catgttagtc
ctgcaggtag

118

)

120
180
240
300
360
420
480
540
550

caacaaaagg gtacctgtac ccgaaaccga cacaggtggg taggtagaga atacctaggg 60
gcgcgagaca actctcteta aggaactcgg caaaatagcc cegtaacttoe gggagaaggg 120

gtgcccee

<210> 40
<211> 392
<212> ADN
<213> Zea mays

<210>

<213> Fragmento del genoma del cloroplasto de maiz

<400> 40

ctaacaataa
ataagagtcyg
cltaaattata
aaaaaaaatt
aagtaagggt
cagaaatttc

actgacgggg

<210> 41
<211> 188
<212> ADN

acgaatacgg
aataggaagt
¢taatccacg
ctatactgca
gecccataga
catgaaaaaa
ctcgaacceqg

<213> Secuencia artificial

<210>

tttatgtatg
taagatgagg
tatgatatgt
ctgetetcett
tatttgatct
gaaaagatga
cagctteege

gatteeggta
gtggtatcat
atgcctttec
tttactgaga
tgeeteotgt
atttgtceat
ct

aaataccggt
cataaaaatyg
ttatcaaccg
aatgcaaaaa
teZefolalalalalefals;
tcattgaace

actegatttce
gagtagtatc
gaagtagtgce
aataaaagty
ctttttteat
ctagttcggyg

<213> Representa parte del fragmento de secuencia de insercién PHI8999A del gen pat (complemento)

<400> 41

128

60

120
180
240
300
360
392

gttcctagee tteccagggee cagegtaage aataccagcc acageacccet caacctcage 60
aaccaaccaa gggtatctat cttgeaacct cictagatcea tcaatcocact cttgtggtgt 120
ttgtggctet gtoectaaagt tcactgtaga cgtctcaaty taatggttaa cgatatcaca 180

aacegegy

Y

188
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<211> 81

<212> ADN
<213> Zea mays

<210>

ES 2546 267 T3

<213> Fragmento del ORF241 del cloroplasto de maiz (complemento)

<400> 42

<210> 43
<211> 254
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 43

agctgcagaa
cctecacttg
acgaagatat
gtetectogea
accgtcecteg

<210> 44
<211> 749
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 44

gggcgeccga
accctectge
aoecggggte
cteitcggac
gggctggett
catgtcgteg
cggectcactt
agececacgte
cgcggtgacc
cttgtgatgce
atctgacgcea
acgcattaag

cctgtggagg

cacaagaacyg
caatgttcca

<210> 45
<211> 20
<212> ADN

gcecocgeocacceg
ctaaggagaa
cctaagatac
cctogatoca
cckt

ggcacccadg
gcagtcecggea
accteaacta
cgggaccced
gacgacccct
tcttecateat
gggagcccct
cgctegtggyg
ctccgegeag
cctacctect
agaaggaaga
ggctgggaaa
tcatcgatgg

aaagcacctt
tactaaagga

<213> Secuencia artificial

<210>

tecttgaggac
agggaaaatc
ttactcgete
tgaaggtacc

ggatggactg
cgagcaatag
cecteggeega
acgtcecggce
ggcccagcect
cgtetcate
ccctetectg
cecgageett
cteggtccoac
ggagacagac
aggagcggat
aagtgecgge
gaaggggaa

ttcattcttt
t

cttcegggga
agggccagga
cgggeccatga
accgaggtct

ccoadggegea
ttctegggga
ggggtcaagt
cccggatacc
cagatctggg
atcgtegteg
ccgacgacga
cttigeogtec
cgecatecctee
gaaaagtcte
actcaccaga
ctctaatitc

catatactag

gccagaccgg
catacgaagg

tcaatcatge
goccogeoge

gccacgacga
acaggcagct
acccectcag
gacggcacca
ctgaggccga
tcatcaggcg
agccetttceea
ttettetect
gggactggtyg
agctatgaga
gacacgcaQa
gctacegtge

gggtttttac

<213> secuencia flanqueante 5' al evento; unién entre las regiones 3 y 4

<400> 45

tcggactega cctttctate

<210> 46
<211> 20
<212 ADN

20

<213> Secuencia artificial

42

tcgaaccgtg 60
aggagccaga 120
ctgiggggag 180
cggcttcggt 240

254

60

120
ig0
240
300
360
420
480
540
600
660
720
749

cecaaggatce
tggcectgact
teegecccoyg
gccegctegg
ggcaggegge
tcteceggcga
aggcatoeeyg
tcoctettete
gcagggaagyg
accgagggca
cgegatceggyg
cgtcecaccca

60
81

ttggaaaaga
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<210>
<213> secuencia flanqueante 5' al evento; unién entre las regiones 4 y 5

<400> 46
agagaatcac tcattctica 20

<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> secuencia flanqueante 5' al evento; unién entre las regiones 5y 6

<400> 47
gaaaagtatt gtggetattt 20

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> secuencia flanqueante 5' al evento; unién entre las regiones 6 y 7a

<400> 48
tctcaaggec geagetgata 20

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> secuencia flanqueante 5' al evento; unién entre las regiones 7ay 7b

<400> 49
ggctaggaac cetcaacete 20

<210> 50

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> secuencia flanqueante 5' al evento; unién entre las regiones 7by 7c

<400> 50
tcacaaaccg agagaagagg 20

<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> secuencia flanqueante 5' al evento; unién entre las regiones 7cy 8

<400> 51
agagggatcet cgaagceticg 20

<210> 52
<211> 20
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<210>
<213> secuencia flanqueante 5' al evento; unién entre las regiones 8 y 9

<400> 52

aaaattacca caactggaag 20
<210> 53

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> secuencia flanqueante 3’ al evento; unién entre las regiones 9y 10

<400> 53
agctatgttt cteactecge 20

<210> 54

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> secuencia flanqueante 3’ al evento; unién entre las regiones 10y 11

<400> 54
acggatcctt caacaaaagg 20

<210> 55

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> secuencia flanqueante 3’ al evento; unién entre las regiones 11y 12

<400> 55
gtgecceceg ctaacaataa 20

<210> 56

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> secuencia flanqueante 3’ al evento; unién entre las regiones 12y 13

<400> 56
gettecgect gttectagee 20

<210> 57

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<210>
<213> secuencia flanqueante 3’ al evento; unién entre las regiones 13 y 14

<400> 57
aaaccgegga acacaagaac 20
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ADN aislada que comprende una secuencia de nucleétidos identificada como SEC ID N° 21, 22,
24, 26 o0 27.

2. Un kit para identificar el evento TC1507 en una muestra biol6gica que detecta una regidn especifica de TC1507,
comprendiendo dicho kit un primer cebador que reconoce la SEC ID N° 21 o SEC ID N° 22, y un segundo cebador
que reconoce la SEC ID N° 25.

3. El kit de la reivindicacién 2, en el que dichos al menos primero y segundo cebadores comprenden la secuencia de
la SEC ID N° 1y SEC ID N° 2, respectivamente.

4. El kit de la reivindicacion 2, en el que dichos al menos primero y segundo cebadores comprenden la secuencia de
la SEC ID N° 2 y SEC ID N° 23, respectivamente.

5. El kit de la reivindicacién 2, en el que dichos al menos primero y segundo cebadores comprenden la secuencia de
la SEC ID N° 3y SEC ID N° 5, respectivamente.

6. El kit de la reivindicacién 2, en el que dichos al menos primero y segundo cebadores comprenden la secuencia de
la SEC ID N° 4 y SEC ID N° 5, respectivamente.

7. Un kit de deteccion de ADN que comprende al menos una molécula de ADN que es homologa o complementaria
a la SEC ID N° 26 o 27, en el que la molécula de ADN es especifica para el ADN de unién del evento de maiz
TC1507 y es de una longitud suficiente de polinucleétidos de ADN contiguos para funcionar en un método de
deteccién de ADN.

8. Un kit para identificar el evento TC1507 en una muestra biolégica, comprendiendo dicho kit: una sonda especifica
que comprende una secuencia que hibrida con la SEC ID N° 21 y la SEC ID N° 25, contigua con la misma.

9. Un kit para identificar el evento TC1507 en una muestra biolégica, comprendiendo dicho kit: una sonda especifica
que comprende una secuencia que hibrida con la SEC ID N° 22 y la SEC ID N° 25, contigua con la misma.

10. Un kit de deteccion de ADN que comprende una sonda polinucleotidica que hibrida en condiciones rigurosas de
hibridacion con una o mas secuencias de ADN seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 45, 46,
47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y complementos de las mismas.

11. Un kit de deteccion de ADN que comprende un par de cebadores que comprende cada uno al menos 10
nucleotidos de la SEC ID N° 26 y SEC ID N° 27, en el que cada uno esta en lados opuestos de una secuencia
diagnostica para la insercién del evento TC1507.

12. Un método para identificar el evento TC1507 en una muestra biolégica, que comprende detectar una regién
especifica de TC1507 con una sonda o primer cebador que reconoce especificamente una secuencia dentro de la
SEC ID N° 21 o SEC ID N°22.

13. El método de la reivindicacion 12, que comprende adicionalmente amplificar un fragmento de ADN de un acido
nucleico presente en dicha muestra biolégica usando una reacciéon en cadena de la polimerasa con al menos dos
cebadores, en el que dicho primer cebador reconoce una secuencia dentro de la SEC ID N° 21 0 SEC ID N° 22, y un
segundo cebador reconoce una secuencia dentro de la SEC ID N° 25.

14. El método de la reivindicacion 13, en el que dicho primer cebador reconoce una secuencia dentro de la SEC ID
N° 21 y dicho segundo cebador reconoce una secuencia dentro de la SEC ID N° 25.

15. El método de la reivindicacion 12, en el que dicho primer cebador reconoce una secuencia dentro de la SEC ID
N° 22 y un segundo cebador reconoce una secuencia dentro de la SEC ID N° 25.

16. El método de la reivindicacion 14, en el que dichos primero y segundo cebadores comprenden: la secuencia de
la SEC ID N° 2 y SEC ID N° 1 respectivamente; o la secuencia de la SEC ID N° 2 y SEC ID N° 23 respectivamente.

17. El método de la reivindicacion 15, en el que dichos primero y segundo cebadores comprenden: la secuencia de
la SEC ID N° 3y SEC ID N° 5 respectivamente; o la secuencia de la SEC ID N° 4 y SEC ID N° 5 respectivamente.

18. El método de la reivindicacién 16, que comprende amplificar un fragmento de aproximadamente 912 pb,
aproximadamente 844 pb, aproximadamente 342 pb, o aproximadamente 252 pb usando un protocolo de
identificacion por PCR de TC1507.

19. Un método para detectar la presencia del evento de maiz TC1507 o descendencia del mismo en una muestra
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biolégica, que comprende:

(a) extraer una muestra de ADN de dicha muestra biologica;

(b) proporcionar las moléculas cebadoras de ADN SEC ID N° 1 y SEC ID N° 2, SEC ID N° 2 y SEC ID N° 23,
SECIDN°3ySECIDN°5,0SECIDN°4ySECIDN°5;

(c) proporcionar condiciones de reaccién de amplificacién de ADN;

(d) realizar dicha reaccion de amplificacion de ADN, produciendo de ese modo una molécula de amplicén de
ADN;y

(e) detectar dicha molécula de amplicon de ADN, donde la detecciéon de dicha molécula de amplicon de ADN en
dicha reaccion de amplificacion de ADN indica la presencia del evento de maiz TC1507.

20. Una molécula de ADN aislada que comprende el amplicon producido por el método de la reivindicacioén 19.

21. Un método para detectar la presencia de ADN correspondiente al evento TC1507 en una muestra,
comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la muestra que comprende ADN de maiz con una sonda polinucleotidica que hibrida en
condiciones rigurosas de hibridacién con ADN del evento de maiz TC1507 y no hibrida en dichas condiciones
rigurosas de hibridacioén con un ADN de planta de maiz no TC1507;

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

(c) detectar la hibridacion de la sonda al ADN, donde la deteccion de hibridacion indica la presencia del evento
TC1507.

22. Una secuencia cebadora nucleotidica de ADN aislada que comprende una secuencia seleccionada entre el
grupo que consiste en las SEC ID N° 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 o su complemento.

23. Un par de moléculas de ADN que comprende: una primera molécula de ADN y una segunda molécula de ADN,
en el que las moléculas de ADN son de una longitud suficiente de nucleétidos contiguos de la SEC ID N° 26 o su
complemento, o de la SEC ID N° 27 o su complemento, para funcionar como cebadores o sondas de ADN
diagnosticos para el ADN extraido de una planta de maiz TC1507 o descendencia de la misma.

24. Una molécula de ADN aislada que comprende una secuencia de uniébn que comprende una secuencia
seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y
complementos de las mismas.

25. Un método para confirmar la pureza de las semillas, que comprende la deteccién de una regién especifica de
TC1507 con un cebador o sonda especifico que reconoce especificamente una secuencia dentro de la SEC ID N° 21
o0 SEC ID N° 22, en una muestra de semillas.

26. Un método para explorar semillas para la presencia del evento TC1507, que comprende la deteccién de una
region especifica de TC1507 con un cebador o sonda especifico que reconoce especificamente una secuencia
dentro de la SEC ID N° 21 o SEC ID N° 22 en una muestra de un lote de semillas.

27. Una secuencia de ADN aislada que comprende una secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en ADN
que tiene al menos una secuencia de nucleoétidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 45, 46,
47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y complementos de las mismas.

28. Un par de secuencias de ADN aisladas, que comprenden cada una al menos diez nucleétidos y que cuando se
usan juntas en un procedimiento de amplificacién de ADN producira un amplicén diagnéstico para el evento TC1507.

29. El par de secuencias de ADN aisladas de la reivindicacion 28 en el que cada una se elige entre la SEC ID N° 26;
o en el que cada una se elige entre la SEC ID N° 27.

30. Un método para detectar la presencia de la insercion del evento TC1507 en tejido de maiz que comprende:

(a) seleccionar un par de cebadores que comprenden cada uno al menos diez nucleétidos de la SEC ID N° 26 o
SEC ID N° 27 en el que cada miembro del par esta en lados opuestos de una secuencia diagnostica para dicha
insercion del evento TC1507;

(b) poner en contacto una muestra de dicho tejido de maiz con dicho par de cebadores;

(c) realizar amplificacion de ADN y analizar para la presencia de amplicones.

31. El método de la reivindicacién 30 en el que cada miembro del par de cebadores se selecciona entre el grupo que
consiste enlas SECIDN°1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 23, 45, 46, 47, 49, 50, 51,
52, 54, 55, 56 y 57 y complementos de las mismas.

32. Un método para detectar la presencia de la insercion del evento TC1507 en tejido de maiz que comprende:
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(a) poner en contacto una muestra de dicho tejido de maiz con una sonda polinucleotidica que hibrida en
condiciones rigurosas de hibridacion con una o mas secuencias de ADN seleccionadas entre el grupo que
consiste en las SEC ID N° 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y complementos de las mismas;

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

(c) analizar para la hibridacién de la sonda.

33. El kit de deteccién de ADN de la reivindicaciéon 11 en el que cada miembro del par de cebadores se selecciona
entre el grupo que consiste enlas SECIDN° 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 23, 45,
46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y complementos de las mismas.

34. Un método para identificar TC1507 en una muestra biolégica que detecta una region especifica de TC1507
dentro de la SEC ID N° 24.
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