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DESCRIPCIÓN

Evento de maíz TC1507 y métodos para la detección del mismo 

Campo de la invención 5

La presente invención se refiere al campo de la biología molecular de plantas, específicamente la invención se 
refiere a una construcción de ADN para conferir resistencia a insectos a una planta. La invención se refiere más 
específicamente a una planta de maíz resistente a insectos TC1507 y a ensayos para detectar la presencia del ADN 
de la planta de maíz TC1507 en una muestra y composiciones de la misma. 10

Antecedentes de la invención 

Esta invención se refiere a la planta de maíz resistente a insectos (Zea mays) TC1507, también mencionada como 
línea de maíz TC1507 o evento de maíz TC1507, y a la construcción de expresión en plantas de ADN de la planta 15
de maíz TC1507 y a la detección del transgén/región de inserción flanqueante en la planta de maíz TC1507 y la 
descendencia de la misma. 

El maíz es un cultivo importante y es una fuente primaria de alimento en muchas áreas del mundo. Los daños 
causados por plagas de insectos es un factor principal en la pérdida de los cultivos de maíz en el mundo, a pesar del 20
uso de medidas protectoras tales como pesticidas químicos. En vista de esto, se ha diseñado por ingeniería genética 
la resistencia a insectos en cultivos tales como maíz para controlar los daños por insectos y para reducir la 
necesidad de pesticidas químicos tradicionales. Un grupo de genes que se ha utilizado para la producción 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 algodón, patatas, arroz, girasol, 25
así como maíz, 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; publicación PCT número WO 
O1/13731; y Bing JW et al. (2000) Efficacy of CrylF Transgenic Maize, 14th Biennial International Plant Resistance to 
Insects Workshop, Fort Collins, CO). 30

Se sabe que la expresión de genes foráneos en plantas está influenciada por su localización en el genoma vegetal, 
quizá debido a la estructura de la cromatina (por ejemplo, heterocromatina) o la proximidad de elementos 
reguladores de la transcripción (por ejemplo, potenciadores) cerca del sitio de integración (Weising et al., Ann. Rev. 
Genet 22:421-477, 1988). Al mismo tiempo la presencia del transgén en diferentes localizaciones en el genoma 35
influirá en el fenotipo global de la planta de diferentes modos. Por esta razón, a menudo es necesario explorar una 
gran cantidad de eventos para identificar un evento caracterizado por la expresión óptima de un gen de interés 
introducido. Por ejemplo, se ha observado en plantas y en otros organismos que puede haber una amplia variación 
en los niveles de expresión de un gen introducido entre eventos. También puede haber diferencias en los patrones 
espaciales o temporales de expresión, por ejemplo, diferencias en la expresión relativa de un transgén en diversos 40
tejidos vegetales, que pueden no corresponder a los patrones esperados de los elementos reguladores de la 
transcripción presentes en la construcción génica introducida. Por esta razón, es habitual producir de cientos a miles 
de diferentes eventos y explorar esos eventos para un único evento que tenga los niveles y patrones deseados de 
expresión del transgén con fines comerciales. Un evento que tenga niveles o patrones deseados de expresión del 
transgén es útil para la introgresión del transgén en otros fondos genéticos por cruce exogámico sexual usando 45
métodos convencionales de reproducción. La descendencia de estos cruces mantiene las características de 
expresión del transgén del transformante original. Esta estrategia se usa para asegurar una expresión génica fiable 
en varias variedades que están bien adaptadas a condiciones locales de cultivo. 

Sería ventajoso ser capaces de detectar la presencia de un evento particular para determinar si la descendencia de 50
un cruce sexual contiene un transgén de interés. Además, sería provechoso un método para detectar un evento 
particular para cumplir con las regulaciones que requieren la aprobación pre-comercialización 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 recolección de cultivo, así como 
para su uso en asegurar la conformidad de las partes sujetas a términos normativos o contractuales. 55

Es posible detectar la presencia de un transgén mediante cualquier método de detección de ácido nucleico conocido 
en la técnica incluyendo, aunque sin limitación, la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o hibridación de ADN 
usando sondas de ácido nucleico. Estos métodos de detección generalmente se centran en los elementos genéticos 
frecuentemente usados, tales como promotores, terminadores, genes marcadores, etc., porque para muchas 60
construcciones de ADN, la región codificante es intercambiable. Como resultado, dichos métodos pueden no ser 
útiles para discriminar entre diferentes eventos, particularmente aquellos producidos usando la misma construcción 
de ADN o construcciones muy similares salvo que se conozca la secuencia de ADN del ADN flanqueante adyacente 
al ADN heterólogo insertado. Por ejemplo, se describe un ensayo de PCR específico de evento en la patente de 
Estados Unidos Nº 6.395.485 para la detección del evento selecto GAT-ZM1. Por consiguiente, sería deseable tener 65
un método simple y discriminativo para la identificación del evento TC1507. 
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Sumario de la invención 

Esta descripción se refiere preferiblemente a métodos para producir y seleccionar una planta de cultivo 
monocotiledónea resistente a insectos. Más específicamente, se proporciona una construcción de ADN que cuando 
se expresa en células vegetales y plantas confiere resistencia a insectos. 5

Por consiguiente, se proporciona una construcción de ADN, con capacidad de introducción y replicación en una 
célula hospedadora, que cuando se expresa en células vegetales y plantas confiere resistencia a insectos a las 
células vegetales y plantas. La construcción de ADN está compuesta por una molécula de ADN llamada PHI8999A e 
incluye dos casetes de expresión transgénica. El primer casete de expresión comprende una molécula de ADN que 10
incluye el promotor, el exón no traducido 5', y el primer intrón del gen de la ubiquitina de maíz (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 �-endotoxina de B.t. identificada como CrylF (patentes de 
Estados Unidos Nº 5.188.960 y 6.218.188) conectada de forma funcional a una molécula de ADN que comprende un 
terminador de la transcripción 3' ORF25 aislado de Agrobacterium tumefaciens (Barker et al. (1983) Plant Mol. Biol. 15
2:335-350). El segundo casete de expresión transgénica de la construcción 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 transcripción 3' de 35S (CaMV) (véase 20
Mitsuhara et al. (1996) Plant Cell Physiol. 37: 49-59). También se proporcionan plantas que contienen la 
construcción de ADN. 

Se proporcionan composiciones y métodos para identificar una nueva planta de maíz denominada TC1507, estando 
basados los métodos en cebadores o sondas que reconocen específicamente la secuencia flanqueante 5' y/o 3' de 25
TC1507. Se proporcionan moléculas de ADN que comprenden secuencias cebadoras que cuando se utilizan en una 
reacción de PCR producirán amplicones únicos para el evento transgénico TC1507. Estas moléculas pueden 
seleccionarse entre el grupo que consiste en: 

 5'-GTAGTACTATAGATTATATTATTCGTAGAG-3' (SEC ID Nº 1); 30
 5'-GCCATACAGAACTCAAAATCTTTTCCGGAG-3' (SEC ID Nº 2); 
 5'-CTTCAAACAAGTGTGACAAA-3' (SEC ID Nº 23); 
 5'-TGTGGTGTTTGTGGCTCTGTCCTAA-3' (SEC ID Nº 3); 
 5'-AGCACCTTTTCATTCTTTCATATAC-3' (SEC ID Nº 4); 
 5'-GACCTCCCCACAGGCATGATTGATC-3' (SEC ID Nº 5); 35

y complementos de las mismas. La planta y semilla de maíz que comprende estas moléculas es un aspecto de esta 
invención. Además, se proporcionan kits que utilizan estas secuencias cebadoras para la identificación del evento 
TC1507. 

40
Un aspecto de la invención se refiere a las secuencias flanqueantes específicas de TC1507 descrito en este 
documento, que pueden usarse para desarrollar métodos de identificación específica para TC1507 en muestras 
biológicas. Más particularmente, la invención se refiere a las regiones flanqueantes 5' y/o 3' de TC1507, SEC ID Nº 
21 y SEC ID Nº 22, respectivamente, que pueden usarse para el desarrollo de cebadores y sondas específicos. La 
invención se refiere adicionalmente a métodos de identificación para la presencia de TC1507 en muestras biológicas 45
en base al uso de dichos cebadores o sondas específicos. 

De acuerdo con otro aspecto de la invención, se proporcionan métodos para detectar la presencia de ADN 
correspondiente al evento de maíz 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 reacción de 50
amplificación de ácido nucleico con ADN genómico extraído del evento de maíz TC1507 produce un amplicón que 
es diagnóstico para el evento de maíz TC1507; (b) realizar una reacción de amplificación de ácido nucleico, 
produciendo de ese modo el amplicón; y (c) detectar el amplicón. 

Las moléculas de ADN que comprenden el nuevo transgén/región de inserción flanqueante, SEC ID Nº 26 y SEC ID 55
Nº 27 y son homólogas o complementarias a las SEC ID Nº 26 y SEC ID Nº 27 son un aspecto de esta invención. 

Las secuencias de ADN que comprenden el nuevo transgén/región de inserción flanqueante, SEC ID Nº 26 son un 
aspecto de esta invención. Se incluyen secuencias de ADN que comprenden una longitud suficiente de 
polinucleótidos de la secuencia de inserto transgénico y una longitud suficiente de polinucleótidos de secuencia 60
genómica y/o flanqueante de maíz de la planta de maíz TC1507 de la SEC ID Nº 26 que son útiles como secuencias 
cebadoras para la producción de un producto de amplicón diagnóstico para la planta de maíz TC1507. 

Además, se proporcionan secuencias de ADN que comprenden el nuevo transgén/región de inserción flanqueante, 
SEC ID Nº 27. Se incluyen secuencias de ADN que comprenden una longitud suficiente de polinucleótidos de 65
secuencia de inserto transgénico y una longitud suficiente de polinucleótidos de secuencia genómica y/o flanqueante 
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de maíz de la planta de maíz TC1507 de la SEC ID Nº 27 que son útiles como secuencias cebadoras para la 
producción de un producto de amplicón diagnóstico para la planta de maíz TC1507. 

De acuerdo con otro aspecto de la invención, las secuencias de ADN que comprenden nucleótidos de la parte 
transgénica de la secuencia de ADN de la SEC ID Nº 26 o complementos de la misma, y una longitud similar de la 5
secuencia de ADN de maíz flanqueante 5' de la SEC ID Nº 26 o complementos de la misma son útiles como 
cebadores de ADN en métodos de amplificación de ADN. Los amplicones producidos usando estos cebadores son 
diagnósticos para el evento de maíz TC1507. Por lo tanto, la invención también incluye los amplicones producidos 
por cebadores de ADN homólogos o complementarios a la SEC ID Nº 26. 

10
De acuerdo con otro aspecto de la invención, las secuencias de ADN que comprenden nucleótidos de la parte 
transgénica de la secuencia de ADN de la SEC ID Nº 27 o complementos de la misma, y una longitud similar de la 
secuencia de ADN de maíz flanqueante 3' de la SEC ID Nº 27 o complementos de la misma son útiles como 
cebadores de ADN en métodos de amplificación de ADN. Los amplicones producidos usando estos cebadores son 
diagnósticos para el evento de maíz TC1507. Por lo tanto, la invención también se refiere a los amplicones 15
producidos por cebadores de ADN homólogos o complementarios a la SEC ID Nº 27. 

Más específicamente, un par de moléculas de ADN que comprenden un conjunto de cebadores de ADN, donde las 
moléculas de ADN se identifican como SEC ID Nº 1 o complementos de la misma y SEC ID Nº 2 o complementos de 
la misma; SEC ID Nº 2 o complementos de la misma y SEC ID Nº 23 o complementos de la misma; SEC ID Nº 3 o 20
complementos de la misma y SEC ID Nº 5 o complementos de la misma; SEC ID Nº 4 o complementos de la misma 
y SEC ID Nº 5 o complementos de la misma son aspectos de la invención. 

La invención también se refiere al amplicón que comprende las moléculas de ADN de la SEC ID Nº 1 y SEC ID Nº 2; 
el amplicón que comprende las moléculas de ADN de la SEC ID Nº 2 y SEC ID Nº 23; el amplicón que comprende 25
las moléculas de ADN de la SEC ID Nº 3 y SEC ID Nº 5; y el amplicón que comprende las moléculas de ADN de la 
SEC ID Nº 4 y SEC ID Nº 5. 

De acuerdo con otro aspecto de la invención, se proporcionan métodos para detectar la presencia de una molécula 
de ADN correspondiente al evento TC1507 en una muestra. 30

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

En dichos kits, se proporcionan moléculas de ADN que comprenden al menos una secuencia de unión de TC1507 
seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y 35
complementos de las mismas; donde una secuencia de unión abarca la unión entre el ADN heterólogo insertado en 
el genoma y el ADN de la célula de maíz que flanquea el sitio de inserción, es decir el ADN flanqueante, y es 
diagnóstico para el evento TC1507. 

También se describen métodos para producir una planta de maíz resistente a insectos que comprende las etapas 40
de: (a) cruzar de forma sexual una primera línea de maíz parental que comprende los casetes de expresión de la 
presente invención, que confiere resistencia a insectos, y una segunda línea de maíz 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 línea de maíz parental para producir una planta de maíz de 45
pura raza que es resistente a insectos. 

También se describe un método para producir una planta de maíz que es resistente a insectos que comprende 
transformar una célula de maíz con la construcción de ADN PHI8999A (SEC ID Nº 25), cultivar la célula de maíz 
transformada en una planta de maíz, seleccionar la planta de maíz que muestre resistencia a insectos, y cultivar 50
adicionalmente la planta de maíz en una planta de maíz fértil. La planta de maíz fértil puede auto-polinizarse o 
cruzarse con variedades compatibles de maíz para producir descendencia resistente a insectos. 

La invención se refiere adicionalmente a un kit de detección de ADN para identificar el evento de maíz TC1507 en 
muestras biológicas. Preferiblemente el kit de la invención comprende un primer cebador que reconoce 55
específicamente la región flanqueante 5' o 3' de TC1507, y un segundo cebador que reconoce específicamente una 
secuencia dentro del ADN foráneo de TC1507, o dentro del ADN flanqueante, para su uso en un protocolo de 
identificación por PCR. La invención también se refiere a un kit para identificar el evento TC1507 en muestras 
biológicas, comprendiendo dicho kit una sonda específica 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 región 60
específica del evento TC1507. Preferiblemente la secuencia de la sonda corresponde a una región específica que 
comprende parte de la región flanqueante 5' o 3' del evento TC1507. 

Los métodos y kits abarcados por la presente invención pueden usarse para diferentes propósitos tales como, 
aunque sin limitación, los siguientes: para identificar el evento TC1507 en plantas, material vegetal o en productos 65
tales como, aunque sin limitación, 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 invención 
pueden usarse para identificar material vegetal transgénico con fines de segregación entre material transgénico y no 
transgénico; adicionalmente o como alternativa, los métodos y kits de la presente invención pueden usarse para 
determinar la calidad del material vegetal que comprende el evento de maíz TC1507. Los kits también pueden 
contener los reactivos y materiales necesarios para la ejecución del método de detección. 5

Esta descripción se refiere adicionalmente a la planta de maíz TC1507 o sus partes, incluyendo, aunque sin 
limitación, polen, óvulos, células vegetativas, los núcleos de células de polen, y los núcleos de óvulos de la planta de 
maíz TC1507 y la descendencia derivada de la misma. También se describen la planta y semilla de maíz TC1507 a 
partir de la cual las moléculas cebadoras de ADN de la presente invención proporcionan un producto de amplicón 10
específico. 

La invención por lo tanto proporciona una molécula de ADN aislada que comprende una secuencia de nucleótidos 
identificada como SEC ID Nº 21, 22, 24, 26 o 27. 

15
La invención también proporciona un kit para identificar el evento TC1507 en una muestra biológica que detecta una 
región específica de TC1506, comprendiendo dicho kit un primer cebador que reconoce la SEC ID Nº 21 o SEC ID 
Nº 22, y un segundo cebador que reconoce la SEC ID Nº 25. 

La invención también proporciona un kit de detección de ADN que comprende al menos una molécula de ADN que 20
es homóloga o complementaria a la SEC ID Nº 26 o 27, donde la molécula de ADN es específica para el ADN de 
unión del evento de maíz TC1507 y es de longitud suficiente de polinucleótidos de ADN contiguo para funcionar en 
un método de detección de ADN. 

La invención también proporciona un kit para identificar el evento TC1507 en una muestra biológica, comprendiendo 25
dicho kit: una sonda específica que comprende una secuencia que hibrida con la SEC ID Nº 21 y SEC ID Nº 25, 
contigua con la misma. 

La invención también proporciona un kit para identificar el evento TC1507 en una muestra biológica, comprendiendo 
dicho kit: una sonda específica que comprende una secuencia que hibrida con la SEC ID Nº 22 y SEC ID Nº 25, 30
contigua con la misma. 

La invención también proporciona un kit que comprende una sonda polinucleotídica que hibrida en condiciones 
rigurosas de hibridación con una o más secuencias de ADN seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC 
ID Nº 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y complementos de las mismas. 35

La invención también proporciona un kit de detección de ADN que comprende un par de cebadores comprendiendo 
cada uno al menos 10 nucleótidos de la SEC ID Nº 26 o SEC ID Nº 27, donde cada uno está en lados opuestos de 
una secuencia diagnóstica para la inserción del evento TC1507. 

40
La invención también proporciona un método para identificar el evento TC1507 en una muestra biológica, que 
comprende detectar una región específica de TC1507 con una sonda o primer cebador que reconoce 
específicamente una secuencia dentro de la SEC ID Nº 21 o SEC ID Nº 22. 

La invención también proporciona un método para detectar la presencia del evento de maíz TC1507 o descendencia 45
del mismo en una muestra biológica, que comprende: 

 (a) extraer una muestra de ADN de dicha muestra biológica; 
 (b) proporcionar las moléculas cebadoras de ADN SEC ID Nº 1 y SEC ID Nº 2, SEC ID Nº 2 y SEC ID Nº 23, 
SEC ID Nº 3 y SEC ID Nº 5, o SEC ID Nº 4 y SEC ID Nº 5; 50
 (c) proporcionar condiciones de reacción de amplificación de ADN; 
 (d) realizar dicha reacción de amplificación de ADN, produciendo de ese modo una molécula de amplicón de 
ADN; y 
 (e) detectar dicha molécula de amplicón de ADN, donde la detección de dicha molécula de amplicón de ADN 
en dicha reacción de amplificación de ADN indica la presencia del evento de maíz TC1507. 55

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

La invención también proporciona un método para detectar la presencia de ADN correspondiente al evento TC1507 60
en una muestra, comprendiendo el método: 

 (a) poner en contacto la muestra que comprende ADN de maíz con una sonda polinucleotídica que hibrida en 
condiciones rigurosas de hibridación con ADN del evento de maíz TC1507 y no hibrida en dichas condiciones 
rigurosas de hibridación con un ADN de planta de maíz no TC1507; 65
 (b) someter la muestra y la sonda a condiciones rigurosas de hibridación; y 
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 (c) detectar la hibridación de la sonda al ADN, donde la detección de hibridación indica la presencia del 
evento TC1507. 

La invención también proporciona una secuencia cebadora nucleotídica de ADN aislada que comprende una 
secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 o su 5
complemento. 

La invención 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 nucleótidos 
contiguos de la SEC ID Nº 26 o su complemento, o de la SEC ID Nº 27 o su complemento, para funciona como 10
cebadores de ADN o sondas diagnósticas para el ADN extraído de una planta de maíz TC1507 o descendencia de 
la misma. 

La invención también proporciona una molécula de ADN aislada que comprende una secuencia de unión que 
comprende una secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 15
55, 56 y 57 y complementos de las mismas. 

La invención también proporciona un método para confirmar la pureza de las semillas, que comprende la detección 
de una región específica de TC1507 con un cebador o sonda específico que reconoce específicamente una 
secuencia dentro de la SEC ID Nº 21 o SEC ID Nº 22, en una muestra de semilla. 20

La invención también proporciona un método para explorar semillas para la presencia del evento TC1507, que 
comprende la detección de una región específica de TC1507 con un cebador o sonda específico que reconoce 
específicamente una secuencia dentro de la SEC ID Nº 21 o SEC ID Nº 22 en una muestra de un lote de semillas. 

25
La invención 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 nucleótidos seleccionada entre el grupo que 
consiste en las SEC ID Nº 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y complementos de las mismas. 

La invención también proporciona un par de secuencias de ADN aisladas, comprendiendo cada una al menos diez 30
nucleótidos y que cuando se usan juntas en un procedimiento de amplificación de ADN producirán un amplicón 
diagnóstico para el evento TC1507. 

La invención también proporciona un método para detectar la presencia de la inserción del evento TC1507 en tejido 
de maíz que comprende: 35

 (a) seleccionar un par de cebadores que comprenden cada uno al menos diez nucleótidos de la SEC ID Nº 26 
o SEC ID Nº 27 donde cada miembro del par está en lados opuestos de una secuencia diagnóstica para dicha 
inserción del evento TC1507; 
 (b) poner en contacto una muestra de dicho tejido de maíz con dicho par de cebadores; 40
 (c) realizar amplificación de ADN y analizar para la presencia de amplicones. 

La invención también proporciona un método para detectar la presencia de la inserción del evento TC1507 en tejido 
de maíz que comprende: 

45
 (a) poner en contacto una muestra de dicho tejido de maíz con una sonda polinucleotídica que hibrida en 
condiciones rigurosas de hibridación con una o más secuencias de ADN seleccionadas entre el grupo que 
consiste en las SEC ID Nº 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 hibridación; y 
 (c) analizar para la hibridación de la sonda. 50

La invención también proporciona un método para identificar TC1507 en una muestra biológica que detecta una 
región específica de TC1507 dentro de la SEC ID Nº 24. 

Breve descripción de los dibujos 55

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

Descripción detallada 60

Las siguientes definiciones y métodos se proporcionan para definir mejor la presente invención y para guiar a los 
especialistas en la técnica en la práctica de la presente invención. 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 biología molecular en Rieger et al., Glossary of Genetics: Classical 65
and Molecular; 5ª Edición, Springer-Verlag; Nueva York, 1991; y Lewin, Genes V, Oxford University Press: Nueva 
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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 limitación". 

Como se usa en este documento, el término "maíz" significa Zea mays o maíz e incluye todas las variedades 5
vegetales que pueden reproducirse con el maíz, incluyendo especies silvestres de maíz. 

Como se usa en este documento, la expresión "específica de TC1507" se refiere a una secuencia de nucleótidos 
que es adecuada para identificar de forma discriminatoria el evento TC1507 en plantas, material vegetal, o en 
productos tales como, aunque sin limitación, productos alimenticios o de forraje (frescos o procesados) que 10
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 alimentación, crecimiento, y/o comportamiento de los insectos en cualquier fase de 
desarrollo incluyendo, aunque sin limitación: eliminación del insecto; retardo del crecimiento; prevención de la 15
capacidad reproductora; y similares. 

Como se usa en este documento, las expresiones "actividad pesticida" y "actividad insecticida" se usan de forma 
sinónima para hacer referencia a la actividad de un organismo o una sustancia (tal como, por ejemplo, una proteína) 
que puede medirse por numerosos parámetros incluyendo, aunque sin limitación, mortalidad de la plaga, pérdida de 20
peso de la plaga, atracción de la plaga, repelencia de la plaga, y otros cambios de comportamiento y físicos de una 
plaga después de alimentarla con y/o exponerla al organismo o sustancia durante un periodo apropiado de tiempo. 
Por ejemplo las "proteínas pesticidas" son proteínas que presentan actividad pesticida por sí mismas o en 
combinación con otras proteínas. 

25
"Secuencia codificante" se refiere a una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia específica de 
aminoácidos. Como se usa en este documento, las expresiones "codificante" o "codificada" cuando se usan en el 
contexto de un ácido nucleico especificado significan que el ácido nucleico comprende la información necesaria para 
guiar la traducción de la secuencia de nucleótidos en una proteína especificada. La información mediante la cual 
está codificada una proteína se especifica mediante el uso de codones. Un ácido nucleico que codifica una proteína 30
puede comprender secuencias no traducidas (por ejemplo, intrones) dentro de regiones traducidas del ácido 
nucleico o puede carecer de dichas secuencias no traducidas intermedias (por ejemplo, como en ADNc). 

"Gen" se refiere a un fragmento de ácido nucleico que expresa una proteína específica, incluyendo secuencias 
reguladoras que preceden (secuencias no codificantes 5') y siguen (secuencias no codificantes 3') a la secuencia 35
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 40
naturaleza. "Gen endógeno" se refiere a un gen nativo en su localización natural en el genoma de un organismo. 
"Foráneo" se refiere a material no encontrado normalmente en la localización de interés. Por tanto "ADN foráneo" 
puede comprender tanto ADN recombinante así como ADN reordenado recién introducido de la planta. Un gen 
"foráneo" 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 foráneos pueden comprender genes nativos insertados 45
en un organismo no nativo, o genes quiméricos. Un "transgén" es un gen que se ha introducido en el genoma 
mediante un procedimiento de transformación. El sitio en el genoma de la planta donde se ha insertado un ADN 
recombinante puede mencionarse como el "sitio de inserción" o "sitio diana". 

Como se usa en este documento, "ADN inserto" se refiere al ADN heterólogo dentro de los casetes de expresión 50
usados para transformar el material vegetal mientras que el "ADN flanqueante" puede existir de ADN genómico 
presente de forma natural en un organismo tal como una planta, o ADN foráneo (heterólogo) introducido mediante el 
proceso de transformación que es ajeno a la molécula de ADN inserto original, por ejemplo fragmentos asociados 
con el evento de transformación. Una "región 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, 55
y hasta 5000 pares de bases que está localizada inmediatamente cadena arriba de y contigua con o inmediatamente 
cadena abajo de y contiguas con la molécula de ADN inserto foráneo original. Los procedimientos de transformación 
que conducen a integración aleatoria del ADN foráneo producirán transformantes que contienen diferentes regiones 
flanqueantes características y únicas para cada transformante. Cuando se introduce ADN recombinante en una 
planta a través de cruce tradicional, sus regiones flanqueantes generalmente no se cambiarán. Los transformantes 60
también contendrán uniones únicas entre un trozo de ADN inserto heterólogo y ADN genómico, o 2 trozos de ADN 
genómico, o 2 trozos de ADN heterólogo. Una "unión" es un punto donde se unen 2 fragmentos específicos de ADN. 
Por ejemplo, existe una unión donde se une el ADN inserto al ADN flanqueante. También existe un punto de unión 
en un organismo transformado donde 2 fragmentos de ADN se unen juntos de un modo que está modificado del 
encontrado en el organismo nativo. "ADN de unión" se refiere a ADN que comprende un punto de unión. 65
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Como se usa en este documento, "heterólogo" en referencia a un ácido nucleico es un ácido nucleico que se origina 
a partir de una especie foránea, o, si es de la misma especie, se modifica sustancialmente a partir de su forma 
nativa en composición y/o locus genómico por intervención humana deliberada. Por ejemplo, un promotor unido de 
forma funcional a una secuencia heteróloga de nucleótidos puede ser de una especie diferente de la que se obtuvo 
la secuencia de nucleótidos, o, si es de la misma especie, el promotor no se encuentra de forma natural unido de 5
forma funcional a la secuencia de nucleótidos. Una proteína heteróloga puede originarse a partir de una especie 
foránea, o, si es de la misma especie, se modifica sustancialmente de su forma original por intervención humana 
deliberada. 

"Secuencias reguladoras" se refiere a secuencias de nucleótidos localizadas cadena arriba (secuencias no 10
codificantes 5'), dentro, o cadena abajo (secuencias no codificantes 3') de una secuencia codificante, y que influyen 
en la transcripción, procesamiento o estabilidad del ARN, o traducción de la secuencia codificante asociada. Las 
secuencias reguladoras pueden incluir promotores, secuencias líder de traducción, intrones, y secuencias de 
reconocimiento de poliadenilación. 

15
"Promotor" se refiere a una secuencia de nucleótidos capaz de controlar la expresión de una secuencia codificante o 
ARN funcional. En general, una secuencia codificante está localizada 3' a una secuencia promotora. La secuencia 
promotora consiste en elementos cadena arriba proximales y más distales, los últimos elementos a menudo se 
mencionan como potenciadores. Por consiguiente, un "potenciador" es una secuencia de nucleótidos que puede 
estimular la actividad promotora y puede ser un elemento innato del promotor o un elemento heterólogo insertado 20
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 nucleótidos. Los especialistas en la técnica entienden que 
diferentes promotores pueden dirigir la expresión 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 25
fragmento de ácido nucleico se exprese en la mayoría de tipos celulares la mayor parte del tiempo se mencionan 
comúnmente como "promotores constitutivos". Constantemente se están descubriendo nuevos promotores de 
diversos tipos útiles en células vegetales; pueden encontrarse numerosos ejemplos en la compilación de Okamuro y 
Goldberg (1989) Biochemistry of Plants 15:1-82. Se reconoce adicionalmente que como en la mayoría de los casos 
no se han definido completamente los límites exactos de las secuencias reguladoras, fragmentos de ácido nucleico 30
de diferentes longitudes pueden tener idéntica actividad promotora. 

La "secuencia líder de traducción" se refiere a una secuencia de nucleótidos localizada entre la secuencia promotora 
de un gen y la secuencia codificante. La secuencia líder de traducción está presente en el ARNm procesado 
completamente cadena arriba de la secuencia de inicio de la traducción. La secuencia líder de traducción puede 35
afectar a numerosos parámetros incluyendo el procesamiento del transcrito primario en ARNm, estabilidad del 
ARNm y/o eficacia de traducción. Se han descrito ejemplos de secuencias líder de traducción (Turner y Foster 
(1995) Mol. Biotechnol. 3:225-236). 

Las "secuencias no codificantes 3'" se refieren a secuencias de nucleótidos localizadas cadena abajo de una 40
secuencia codificante e incluyen secuencias de reconocimiento de poliadenilación y otras secuencias que codifican 
señales reguladoras capaces de afectar al procesamiento del ARNm o expresión génica. La señal de poliadenilación 
se caracteriza habitualmente por afectar a la adición de extensiones de ácido poliadenílico 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. 45

Una "proteína" o "polipéptido" es una cadena de aminoácidos dispuestos en un orden específico determinado por la 
secuencia codificante en un polinucleótido que codifica el polipéptido. 

Una construcción de ADN es un ensamblaje de moléculas de ADN unidas juntas que proporcionan uno o más 50
casetes de expresión. La construcción de ADN puede ser un plásmido posibilitado para auto-replicación en una 
célula bacteriana y contiene diversos sitios de restricción por enzima endonucleasa que son útiles para introducir 
moléculas de ADN que proporcionan elementos genéticos funcionales, es decir, promotores, intrones, líderes, 
secuencias codificantes, regiones de terminación 3', entre otros; o una construcción de ADN puede ser un 
ensamblaje lineal de moléculas de ADN, tal como un casete de expresión. El casete de expresión contenido dentro 55
de una construcción de ADN comprende los elementos genéticos necesarios para proporcionar transcripción de un 
ARN mensajero. El casete de expresión puede diseñarse para expresarse en células procariotas o células 
eucariotas. Los casetes de expresión de la presente invención se diseñan para expresarse muy preferiblemente en 
células vegetales. 

60
Las moléculas de ADN de la invención se proporcionan en casetes de expresión para su expresión en un organismo 
de interés. El casete incluirá secuencias reguladoras 5' y 3' unidas de forma funcional a una secuencia codificante de 
la invención. "Unidas de forma funcional" significa que las secuencias de ácido nucleico que están unidas son 
contiguas y, donde sea necesario unir dos regiones codificantes de proteína, contiguas y en la misma fase de 
lectura. Unido de forma funcional pretende indicar un enlace funcional entre un promotor y una segunda secuencia, 65
donde la secuencia promotora inicia y media la transcripción de la secuencia de ADN correspondiente a la segunda 

E04751097
28-08-2015ES 2 546 267 T3

 



9

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 múltiples casetes de expresión o múltiples 
construcciones de ADN. 

El casete de expresión incluirá en la dirección 5' a 3' de transcripción: una región de inicio de la transcripción y la 5
traducción, una región codificante, y una región de terminación de la transcripción y la traducción funcional en el 
organismo que sirve como hospedador. La región de inicio de la transcripción (es decir, el promotor) puede ser 
nativa o análoga, o foránea o heteróloga al organismo hospedador. Además, el promotor puede ser la secuencia 
natural o como alternativa una secuencia sintética. Los casetes de expresión pueden contener adicionalmente 
secuencias líder 5' en la construcción del casete de expresión. Dichas secuencias líder pueden actuar potenciando 10
la traducción. 

Debe apreciarse que como se usa en este documento el término "transgénico" incluye cualquier célula, línea celular, 
callo, tejido, parte vegetal, o planta cuyo genotipo se ha alterado mediante la presencia de un ácido nucleico 
heterólogo incluyendo aquellos transgénicos inicialmente así alterados así como aquellos creados por cruces 15
sexuales o propagación asexual a partir del transgénico inicial. El término "transgénico" como se usa en este 
documento no abarca la alteración del genoma (cromosómico o extra-cromosómico) por métodos convencionales de 
reproducción de plantas o por eventos de origen natural tales como fertilización cruzada aleatoria, infección vírica no 
recombinante, transformación bacteriana no recombinante, transposición no recombinante, o mutación espontánea. 

20
Un "evento" transgénico se produce por transformación de células vegetales con una o más construcciones de ADN 
heterólogo, incluyendo un casete de expresión de ácido nucleico que comprende un transgén de interés, la 
regeneración de una población de plantas resultante de la inserción del transgén en el genoma de la planta, y la 
selección de una planta particular caracterizada por la inserción en una localización particular del genoma. Un 
evento se caracteriza fenotípicamente mediante la expresión del transgén. A nivel genético, un evento es parte de la 25
composición genética de una planta. El término "evento" también se refiere a la descendencia producida por un 
cruce exogámico sexual entre el transformante y otra variedad que incluye el ADN heterólogo. Incluso después de 
retro-cruzamiento repetido con un progenitor recurrente, el ADN insertado y el ADN flanqueante del progenitor 
transformado está presente en la descendencia del cruce en la misma localización cromosómica. El término "evento" 
también se refiere a ADN del transformante original que comprende el ADN insertado y la secuencia flanqueante 30
inmediatamente adyacente al ADN insertado que se esperaría que se transfiriera a una descendencia que recibe el 
ADN insertado incluyendo el transgén de interés como resultado de un cruce sexual de una línea progenitora que 
incluye el ADN insertado (por ejemplo, resultando el transformante original y la descendencia de autofertilización) y 
una línea progenitora que no contiene el ADN insertado. 

35
Una planta de maíz TC1507 resistente a insectos puede reproducirse cruzando primero sexualmente una primera 
planta de maíz progenitora que consiste en una planta de maíz cultivada a partir de la planta de maíz TC1507 
transgénica y la descendencia de la misma obtenida de la transformación con los casetes de expresión de la 
presente invención que confiere resistencia a insectos, y una segunda planta de maíz progenitora que carece de 
resistencia a insectos, produciendo de ese modo una pluralidad de plantas de la primera generación; y después 40
seleccionando una planta de la primera generación que es resistente a insectos; y autofertilizando la planta de la 
primera generación, produciendo de ese modo una pluralidad de plantas de la segunda generación; y después 
seleccionando entre las plantas de la segunda generación una planta resistente a insectos. Estas etapas pueden 
incluir adicionalmente el retro-cruzamiento de la planta de la primera generación resistente a insectos o la planta de 
la segunda generación resistente a insectos con la segunda planta de maíz progenitora o una tercera planta de maíz 45
progenitora, produciendo de este modo una planta de maíz que es resistente a insectos. 

Como se usa en este documento, el término "planta" incluye referencias a plantas completas, órganos vegetales (por 
ejemplo, hojas, tallos, raíces, etc.), semillas, células vegetales, y descendencia de los mismos. Las partes de plantas 
transgénicas entendidas dentro del alcance de la invención comprenden, por ejemplo, células vegetales, 50
protoplastos, tejidos, callos, embriones así como flores, tallos, frutos, hojas, y raíces que se originan en plantas 
transgénicas o su descendencia previamente transformada con una molécula de ADN de la invención y que por lo 
tanto consiste en al menos parte de células transgénicas, también son un aspecto de la presente invención. 

Como se usa en este documento, la expresión "célula vegetal" incluye, sin limitación, semillas, cultivos en 55
suspensión, embriones, regiones meristemáticas, tejido calloso, hojas, raíces, brotes, gametofitos, esporofitos, 
polen, y microesporas. La clase de plantas que pueden usarse en los métodos de la invención es generalmente tan 
amplia como la clase de plantas superiores susceptible a técnicas de transformación, incluyendo plantas tanto 
monocotiledóneas como dicotiledóneas. 

60
"Transformación" se refiere a la transferencia de un fragmento de ácido nucleico al genoma de un organismo 
hospedador, que provoca herencia genéticamente estable. Los organismos hospedadores que contienen los 
fragmentos de ácido nucleico introducidos por transformación se mencionan como organismos "transgénicos". 
Ejemplos de métodos de transformación de plantas incluyen transformación mediada por Agrobacterium (De Blaere 
et al. (1987) Meth. Enzymol. 143:277) y tecnología de transformación por partículas aceleradas o "pistola génica" 65
(Klein et al. (1987) Nature (Londres) 327:70-73; patente de Estados Unidos Nº 4.945.050). A continuación se 
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describen métodos adicionales de transformación. 

Por tanto, los polinucleótidos aislados de la presente invención pueden incorporarse en construcciones 
recombinantes, típicamente construcciones de ADN, que tienen capacidad de introducción y replicación en una 
célula hospedadora. Dicha construcción puede ser un vector que incluye un sistema de replicación y secuencias que 5
tienen capacidad de transcripción y traducción de una secuencia codificante de polipéptido en una célula 
hospedadora dada. Se han descrito varios vectores adecuados para transfección 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). Típicamente, los 10
vectores de expresión en plantas incluyen, por ejemplo, uno o más genes de plantas bajo el control transcripcional 
de secuencias reguladoras 5' y 3' y un marcador de selección dominante. Dichos vectores de expresión en plantas 
también pueden contener una región reguladora promotora (por ejemplo, una regulación reguladora que controla la 
expresión inducible o constitutiva, regulada de forma ambiental o por el desarrollo, o específica de célula o tejido), un 
sitio de inicio de la transcripción, un sitio de unión al ribosoma, una señal de procesamiento del ARN, un sitio de 15
terminación de la transcripción, y/o una señal de poliadenilación. 

También debe entenderse que pueden aparearse dos plantas transgénicas diferentes para producir descendientes 
que contengan dos genes exógenos añadidos de segregación independiente. La auto-fertilización de la 
descendencia apropiada puede producir plantas que son homocigóticas para ambos genes exógenos añadidos. El 20
retro-cruzamiento con una planta progenitora y el cruzamiento exogámico con una planta no transgénica también se 
contemplan, así como la propagación vegetativa. Pueden encontrarse descripciones de otros métodos de 
reproducción que se usan comúnmente 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). 25

Una "sonda" es un ácido nucleico aislado al que se une un marcador detectable o molécula indicadora convencional, 
por ejemplo, un isótopo radiactivo, ligando, agente quimioluminiscente, o enzima. Dicha sonda es complementaria a 
una hebra de un ácido nucleico diana, en el caso de la presente invención, a una hebra de ADN aislado del evento 
de maíz TC1507 sea de una planta de maíz o de una muestra que incluye ADN del evento. Las sondas de acuerdo 30
con la presente invención incluyen no solamente ácidos desoxirribonucleicos o ribonucleicos sino también 
poliamidas y otros materiales de sonda que se unen específicamente a una secuencia de ADN diana y pueden 
usarse para detectar la presencia de la secuencia de ADN diana. 

"Cebadores" son ácidos nucleicos aislados que hibridan con un ADN diana complementario por hibridación de 35
ácidos nucleicos para formar un híbrido 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 invención se refieren a su uso para la amplificación de una secuencia de ácido nucleico diana, por 
ejemplo, por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) u otros métodos convencionales de amplificación de ácido 
nucleico. "PCR" o "reacción en cadena de la polimerasa" es una técnica usada para la amplificación de segmentos 40
específicos de ADN (véanse, las patentes de Estados Unidos Nº 4.683.195 y 4.800.159). 

Las sondas y cebadores son de longitud suficiente de nucleótidos para unirse a la secuencia de ADN diana 
específicamente en las condiciones de hibridación o condiciones de reacción determinadas por el operario. Esta 
longitud puede ser de cualquier longitud que sea de longitud suficiente para ser útil en un método de detección de 45
elección. Generalmente, se usan 11 nucleótidos o más de longitud, preferiblemente 18 nucleótidos o más, y más 
preferiblemente 22 nucleótidos o más. Dichas sondas y cebadores hibridan específicamente con una secuencia 
diana en condiciones de hibridación de alta rigurosidad. Preferiblemente, las sondas y cebadores de acuerdo con la 
presente invención tiene similitud de secuencia de ADN completa de nucleótidos contiguos con la secuencia diana, 
aunque pueden diseñarse sondas que difieren de la secuencia de ADN diana y que retienen la capacidad de hibridar 50
con secuencias de ADN diana por métodos convencionales. Pueden usarse sondas como cebadores, pero 
generalmente se diseñan para unirse al ADN o ARN diana y no para usarse en un proceso de amplificación. 

Pueden usarse cebadores específicos para amplificar un fragmento de integración para producir un amplicón que 
pueda usarse como una "sonda específica" para identificar el evento TC1507 en muestras biológicas. Cuando la 55
sonda se hibrida con los ácidos nucleicos de una muestra biológica en condiciones que permiten la unión de la 
sonda a la muestra, esta unión puede detectarse y por tanto permite una indicación de la presencia del evento 
TC1507 en la muestra biológica. Dicha identificación de una sonda unida se ha descrito en la técnica. La sonda 
específica es preferiblemente una secuencia que, en condiciones optimizadas, hibrida específicamente con una 
región dentro de la región flanqueante 5' o 3' del evento y preferiblemente también comprende una parte del ADN 60
foráneo contiguo con la misma. Preferiblemente la sonda específica comprende una secuencia al menos un 80%, 
preferiblemente entre un 80 y un 85%, más preferiblemente entre un 85 y un 90%, especialmente preferiblemente 
entre un 90 y un 95%, y mucho más preferiblemente entre un 95 y un 100% idéntica (o complementaria) a una 
región específica del evento. 

65
Los métodos para preparar y usar sondas y cebadores se describen, por ejemplo, en Molecular Closing: A 
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Laboratory Manual, 2ª 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 periódicas) (a 
partir de ahora en este documento, "Ausubel et 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 5
secuencia conocida, por ejemplo, usando programas informáticos pretendidos para ese fin, tales como la 
herramienta de análisis cebadores de PCR en Vector NTI versión 6 (Informax Inc., Bethesda MD); PrimerSelect 
(DNASTAR Inc., Madison, WI); y Primer (Versión 0.5, © 1991, Whitehead Institute for Biomedical Research, 
Cambridge, Mass.). Además, la secuencia puede explorarse visualmente e identificarse manualmente los cebadores 
usando directrices conocidas para los especialistas en la técnica. 10

Un "kit" como se usa en este documento se refiere a un conjunto de reactivos con el fin de realizar el método de la 
invención, más particularmente, la identificación del evento TC1507 en muestras biológicas. El kit de la invención 
puede usarse, y sus componentes pueden ajustarse específicamente, con fines de control de calidad (por ejemplo, 
pureza de los lotes de semillas), detección del evento TC1507 en material vegetal, o material que comprende o 15
deriva de material vegetal, tal como, aunque sin limitación, 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 20
convencionales, por ejemplo, por re-clonación y secuenciación de dichas secuencias. Las sondas y cebadores de 
ácido nucleico de la presente invención hibridan en condiciones rigurosas con una secuencia de ADN diana. Puede 
usarse cualquier método convencional de hibridación o amplificación de ácidos nucleicos para identificar la 
presencia de ADN de un evento transgénico en una muestra. Las moléculas de ácido nucleico o fragmentos de las 
mismas son capaces de hibridar específicamente con otras moléculas de ácido nucleico en ciertas circunstancias. 25
Como se usa en este documento, se dice que dos moléculas de ácido nucleico son capaces de hibridar 
específicamente entre sí si las dos moléculas son capaces de formar una estructura anti-paralela, bicatenaria de 
ácido nucleico. 

Se dice que una molécula de ácido nucleico es el "complemento" de otra molécula de ácido nucleico si muestra 30
complementariedad completa. Como se usa en este documento, se dice que las moléculas muestran 
"complementariedad completa" cuando cada nucleótido de una de las moléculas es complementario a un nucleótido 
de la otra. Se dice que dos moléculas son "mínimamente complementarias" si pueden hibridar entre sí con suficiente 
estabilidad para permitirles permanecer hibridadas entre sí en al menos condiciones convencionales de "baja 
rigurosidad". Asimismo, se dice que las moléculas son "complementarias" si pueden hibridar entre sí con suficiente 35
estabilidad para permitirles permanecer hibridadas entre sí en condiciones convencionales de "alta rigurosidad". Se 
describen condiciones rigurosas convencionales por Sambrook et 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 ácido nucleico sirva como cebador o 40
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 hibridación, la especificidad es típicamente la función de los lavados post-hibridación, siendo los 
factores críticos la fuerza iónica y la temperatura de la solución de lavado final. El punto de fusión térmico (Tm) es la 45
temperatura (a fuerza iónica y pH definidos) a la que el 50% de una secuencia diana complementaria hibrida con 
una sonda perfectamente apareada. Para híbridos ADN-ADN, puede obtenerse una aproximación de la Tm a partir 
de la ecuación de Meinkoth y Wahl (1984) Anal. Biochem. 138:267-284: Tm = 81,5ºC + 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 nucleótidos de 
guanosina y citosina en el ADN, % form es el porcentaje de formamida en la solución de hibridación, y L es la 50
longitud del híbrido en pares de bases. La Tm se reduce en aproximadamente 1ºC por cada 1% de 
desapareamiento; por tanto, la Tm, las condiciones de hibridación, 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 10ºC. Generalmente, se seleccionan condiciones rigurosas para que sean aproximadamente 5ºC 
inferiores que la Tm para la secuencia específica y su complemento a una fuerza iónica y pH definidos. Sin 55
embargo, condiciones fuertemente rigurosas pueden utilizar una hibridación y/o lavado a 1, 2, 3 o 4ºC inferior que la 
Tm; condiciones moderadamente rigurosas pueden utilizar una hibridación y/o lavado a 6, 7, 8, 9, o 10ºC inferior que 
la Tm; condiciones de baja rigurosidad pueden utilizar una hibridación y/o lavado a 11, 12, 13, 14, 15, o 20ºC inferior 
que la Tm. 

60
Usando la ecuación, las composiciones de hibridación y lavado, y la Tm deseada, los especialistas en la técnica 
entenderán que se describen de forma inherente variaciones en la rigurosidad de las soluciones de hibridación y/o 
lavado. Si el grado deseado de desapareamiento provoca una Tm de menos de 45ºC (solución acuosa) o 32ºC 
(solución de formamida), se prefiere aumentar la concentración de SSC de modo que pueda usarse una temperatura 
mayor. Se encuentra una guía extensiva respecto a la hibridación de ácidos nucleicos en Tijssen (1993) Laboratory 65
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte I, Capítulo 2 
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(Elsevier, Nueva York); y Ausubel et al., eds. (1995) Current Protocols in Molecular Biology, Capítulo 2 (Greene 
Publishing y Wiley-Interscience, Nueva York). Véase Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual 
(2ª ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva York). 

Como se usa en este documento, una secuencia sustancialmente homóloga es una molécula de ácido nucleico que 5
hibridará específicamente con el complemento de la molécula de ácido nucleico con la que se está comparando en 
condiciones de alta rigurosidad. Las condiciones rigurosas apropiadas que promueven la hibridación del ADN, por 
ejemplo, cloruro sódico/citrato sódico (SSC) 6X a aproximadamente 45ºC, seguido de un lavado de SSC 2X a 50ºC, 
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. Típicamente, las condiciones rigurosas serán aquellas en que la 10
concentración salina es menor de aproximadamente 1,5 M de iones Na, típicamente una concentración 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 30ºC para sondas cortas (por ejemplo, de 10 a 50 nucleótidos) y de al menos aproximadamente 
60ºC para sondas largas (por ejemplo, más de 50 nucleótidos). Las condiciones rigurosas también pueden 
conseguirse con la adición de un agente desestabilizante tal como formamida. Condiciones ejemplares de baja 15
rigurosidad incluyen hibridación con una solución tamponante del 30 al 35% de formamida, NaCl 1 M, SDS (dodecil 
sulfato sódico) al 1% a 37ºC, y un lavado en SSC 1X a 2X (SSC 20X = NaCl 3,0 M/citrato trisódico 0,3 M) a 50 a 
55ºC. Condiciones ejemplares de rigurosidad moderada incluyen hibridación en formamida del 40 al 45%, NaCl 1 M, 
SDS al 1% a 37ºC, y un lavado en SSC 0,5X a 1X a 55 a 60ºC. Condiciones ejemplares de alta rigurosidad incluyen 
hibridación en formamida al 50%, NaCl 1 M, SDS al 1% a 37ºC, y un lavado en SSC 0,1X a 60 a 65ºC. En una 20
realización preferida, un ácido nucleico de la presente invención hibridará específicamente con una o más moléculas 
de ácido nucleico únicas para el evento TC1507 o complementos de las mismas o fragmentos de cualquiera de ellas 
en condiciones moderadamente rigurosas. 

Los métodos de alineación se secuencias para comparación son bien conocidos en la técnica. Por tanto, la 25
determinación del porcentaje de identidad entre dos secuencias cualesquiera puede realizarse usando un algoritmo 
matemático. Ejemplos no limitantes de dichos algoritmos matemáticos son el algoritmo de Myers y Miller (1988) 
CABIOS 4:11-17; el algoritmo de homología local de Smith et al. (1981) Adv. Appl. Math. 2:482; el algoritmo de 
alineación de homología de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443-453; el método de búsqueda de 
similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:2444-2448; el algoritmo de Karlin y Altschul (1990) 30
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 informáticas de estos algoritmos matemáticos para la comparación de 
secuencias para determinar la identidad de secuencia. Dichas implementaciones incluyen, aunque sin limitación: 35
CLUSTAL en el programa PC/Gene (disponible en Intelligenetics, Mountain View, California); el programa ALIGN 
(Versión 2.0); el programa ALIGN PLUS (versión 3.0, copyright 1997); y GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA, y TFASTA 
en el Wisconsin Genetics Software Package, Versión 10 (disponible en Accelrys, 9685 Scranton Road, San Diego, 
CA 92121, EEUU). Las alineaciones usando estos programas pueden realizarse usando los parámetros por defecto. 

40
El programa CLUSTAL está 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 45
de programas BLAST que puede usarse para búsquedas de similitud en base de datos incluye: BLASTN para 
secuencias de consulta de nucleótidos frente a secuencias de bases de datos de nucleótidos; BLASTX para 
secuencias de consulta de nucleótidos frente a secuencias de bases de datos de proteínas; BLASTP para 
secuencias de consulta de proteínas frente a secuencias de bases de datos de proteínas; TBLASTN para 
secuencias de consulta de proteínas frente a secuencias de bases de datos de nucleótidos; y TBLASTX para 50
secuencias de consulta de nucleótidos frente a secuencias de bases de datos de nucleótidos. Véase, Current 
Protocols in Molecular Biology, Capítulo 19, Ausubel, et al., Eds., Greene Publishing y Wiley-Interscience, Nueva 
York (1995). La alineación también puede realizarse de forma manual por inspección. 

Para obtener alineaciones con huecos con fines de comparación, puede utilizarse Gapped BLAST (en BLAST 2.0) 55
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 búsqueda iterada que detecte relaciones distantes entre moléculas. Véase Altschul
et al. (1997) supra. Cuando se utiliza BLAST, Gapped BLAST, PSI-BLAST, pueden usarse los parámetros por 
defecto de los programas respectivos (por ejemplo, BLASTN para secuencias de nucleótidos, BLASTX para 
proteínas). Véase www.ncbi.hlm.nih.gov. 60

Como se usa en este documento, "identidad de secuencia" o "identidad" en el contexto de dos secuencias de ácido 
nucleico o polipeptídicas hace referencia a los restos en las dos secuencias que son iguales cuando se alinean para 
la máxima correspondencia sobre una ventana de comparación especificada. Cuando el porcentaje de identidad de 
secuencia se usa en referencia a proteínas se reconoce que las posiciones de los restos que no son idénticos a 65
menudo difieren por sustituciones conservativas de aminoácido, donde los restos de aminoácido están sustituidos 
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por otros restos de aminoácido con propiedades químicas 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 sustitución. 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 5
la técnica. Típicamente esto implica valorar una sustitución 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 aminoácido idéntico y se da un valor de cero para una sustitución no conservativa, a una 
sustitución conservativa se le da un valor entre cero y 1. La valoración de sustituciones conservativas se calcula, por 
ejemplo, implementada en el programa PC/GENE (Intelligenetics, Mountain View, California). 10

Como se usa en este documento, "porcentaje de identidad de secuencia" significa el valor determinado por 
comparación de dos secuencias alineadas de forma óptima sobre una ventana de comparación, donde la parte de la 
secuencia polinucleotídica en la ventana de comparación puede comprender adiciones o deleciones (es decir, 
huecos) en comparación con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para una 15
alineación óptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando la cantidad de posiciones en que 
aparece la base de ácido nucleico o resto de aminoácido 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 comparación, y multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad de secuencia. 

20
Respecto a la amplificación de una secuencia de ácido nucleico diana (por ejemplo, por PCR) usando un par de 
cebadores de amplificación particular, las "condiciones rigurosas" son condiciones que permite que el par de 
cebadores hibride solamente con la secuencia diana de ácido nucleico con la que uniría un cebador que tuviera la 
correspondiente secuencia de tipo silvestre (o su complemento) y preferiblemente para producir un producto de 
amplificación único, el amplicón, en una reacción térmica de amplificación del ADN. 25

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

Como se usa en este documento, "ADN amplificado" o "amplicón" se refiere al producto de amplificación de ácido 30
nucleico de una secuencia de ácido nucleico diana que es parte de un molde de ácido nucleico. Por ejemplo, para 
determinar si una planta de maíz resultante de un cruce sexual contiene el ADN genómico del evento transgénico de 
la planta de maíz de la presente invención, el ADN extraído de la muestra tisular de la planta de maíz puede 
someterse a un método de amplificación de ácido nucleico usando un par de cebadores de ADN que incluye un 
primer cebador derivado de la secuencia flanqueante adyacente al sitio de inserción del ADN heterólogo insertado, y 35
un segundo cebador derivado del ADN heterólogo insertado para producir un amplicón que es diagnóstico para la 
presencia del ADN del evento. Como alternativa, el segundo cebador puede obtenerse de la secuencia flanqueante. 
El amplicón es de una longitud y tiene una secuencia que también es diagnóstica para el evento. El amplicón puede 
variar en longitud desde la longitud combinada de los pares de cebadores más un par de bases nucleotídicas hasta 
cualquier longitud de amplicón producible por un protocolo de amplificación de ADN. Como alternativa, los pares de 40
cebadores pueden obtenerse de la secuencia flanqueante en ambos lados del ADN insertado para producir un 
amplicón que incluya la secuencia de nucleótidos de inserto completa de la construcción de expresión PHI8999A, 
véase la FIG. 1, aproximadamente 6,2 Kb de tamaño. 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 nucleotídicas hasta los límites de la reacción de amplificación, o aproximadamente veinte mil 45
pares de bases nucleotídicas. El uso del término "amplicón" excluye específicamente dímeros de cebadores que 
pueden formarse en la reacción térmica de amplificación del ADN. 

La amplificación de ácidos nucleicos puede realizarse por cualquiera de los diversos métodos de amplificación de 
ácido nucleico conocidos en la técnica, incluyendo reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Se conoce en la 50
técnica una diversidad de métodos de amplificación y se describen, inter alia, en las patentes de Estados Unidos Nº 
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 amplificación por PCR se han desarrollado para amplificar hasta 22 Kb de ADN 
genómico y hasta 42 Kb de ADN de bacteriófago (Cheng et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5695-5699, 1994). 
Estos métodos así como otros métodos conocidos en la técnica de amplificación de ADN pueden usarse en la 55
práctica de la presente invención. Se entiende que puede necesitarse ajustar varios parámetros en un protocolo de 
PCR específico para condiciones específicas de laboratorio y pueden modificarse ligeramente y aún permitir la 
recogida de resultados similares. Estos ajustes serán evidentes para los especialistas en la técnica. 

El amplicón producido por estos métodos puede detectarse por una pluralidad de técnicas incluyendo, aunque sin 60
limitación, el Análisis genético por Fragmentos (Nikiforov, et al. Nucleic Acid Res. 22:4167-4175, 1994) donde se 
diseña un oligonucleótido de ADN que solapa tanto con la secuencia de ADN flanqueante adyacente como con la 
secuencia de ADN insertada. El oligonucleótido se inmoviliza en pocillos de una placa de micropocillos. Después de 
la PCR de la región 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 oligonucleótido inmovilizado y 65
servir como molde para una reacción de extensión de bases individuales usando una ADN polimerasa y ddNTP 
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marcados específicos para la siguiente base esperada. La lectura puede ser fluorescente o basada en ELISA. Una 
señal indica la presencia de la secuencia de inserto/flanqueante debido a una amplificación, hibridación, y extensión 
de bases individuales satisfactorias. 

Otro método de detección es la técnica de Pirosecuenciación descrita por Winge (Innov. Pharma. Tech. 00: 18-24, 5
2000). En este método se diseña un oligonucleótido que solapa con la unión de ADN adyacente y ADN de inserto. El 
oligonucleótido se hibrida con un producto de PCR monocatenario desde la región 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 añaden individualmente y la 
incorporación produce una señal de luz que se mide. Una señal de luz indica la presencia de la secuencia de inserto 10
transgénico/flanqueante debido a una amplificación, hibridación, y extensión de bases individuales o multi-base 
satisfactorias. 

Polarización de Fluorescencia como se describe por Chen et al., (Genome Res. 9:492-498, 1999) es un método que 
puede usarse para detectar un amplicón de la presente invención. Usando este método se diseña un oligonucleótido 15
que solapa la unión de ADN flanqueante e insertado. El oligonucleótido se hibrida con un producto de PCR 
monocatenario desde la región 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 
extensión de bases individuales provoca la incorporación del ddNTP. La incorporación puede medirse como un 
cambio en la polarización usando un fluorómetro. Un cambio en la polarización indica la presencia de la secuencia 20
de inserto transgénico/flanqueante debido a una amplificación, hibridación, y extensión de bases individuales 
satisfactorias. 

Taqman® (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 25
fabricante. En resumen, se diseña una sonda oligonucleotídica FRET que solapa la unión de ADN flanqueante y de 
inserto. La sonda FRET y los cebadores de PCR (un cebador en la secuencia de ADN de inserto y uno en la 
secuencia genómica flanqueante) se ciclan en presencia de una polimerasa termoestable y dNTP. La hibridación de 
la sonda FRET provoca la escisión y liberación del resto fluorescente lejos del resto inactivador en la sonda FRET. 
Una señal fluorescente indica la presencia de la secuencia flanqueante/de inserto transgénico debido a una 30
amplificación e hibridación satisfactorias. 

Se han descrito Balizas Moleculares para su uso en la detección de secuencias como se describe en Tyangi et al. 
(Nature Biotech. 14:303-308, 1996). En resumen, se diseña una sonda oligonucleotídica FRET que solapa la unión 
de ADN flanqueante y de inserto. La estructura única de la sonda FRET provoca que contenga la estructura 35
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 amplificación por PCR, la hibridación de la 
sonda FRET con la secuencia diana provoca la eliminación de la estructura secundaria de la sonda y la separación 
espacial de los restos fluorescente e inactivador. Se produce una señal fluorescente. Una señal fluorescente indica 40
la presencia de la secuencia flanqueante /de inserto transgénico debido a una amplificación e hibridación 
satisfactorias. 

Una reacción de hibridación usando una sonda específica para una secuencia encontrada dentro del amplicón es 
otro método más usado para detectar el amplicón producido por una reacción de PCR. 45

La presente invención se define adicionalmente en los siguientes Ejemplos. Debe entenderse que estos Ejemplos, 
aunque indican realizaciones preferidas de la invención, se dan a modo de ilustración solamente. A partir del anterior 
análisis y estos Ejemplos, un especialista en la técnica puede establecer las características esenciales de esta 
invención, y son alejarse del alcance de la misma, puede hacer diversos cambios y modificaciones de la invención 50
para adaptarla a diversos usos y condiciones. Por tanto, serán evidentes diversas modificaciones de la invención, 
además de las mostradas y descritas en este documento, para los especialistas en la técnica a partir de la anterior 
descripción. Se pretende que dichas modificaciones estén también dentro del alcance de las reivindicaciones 
adjuntas. 

55
Ejemplos 

Ejemplo 1. Transformación de maíz por bombardeo con partículas y regeneración de plantas transgénicas que 
contienen el gen CryIF 

60
Se usó una molécula de ADN de 6,2 Kb, denominada PHI8999A (véase la FIG. 1 y la SEC ID Nº 25), que incluye un 
primer casete de expresión transgénica que comprende el promotor, el exón no traducido 5', y el primer intrón del 
gen de la ubiquitina de maíz (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 �-
endotoxina de Bacillus thuringiensis identificada como CrylF (patentes de Estados Unidos Nº 5.188.960 y 6.218.188) 65
conectada de forma funcional a una molécula de ADN que comprende un terminador de la transcripción 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 
expresión 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 selección, el gen de la fosfinotricina 
acetiltransferasa (PAT) (Wohlleben W. et al. (1988) Gene 70:25-37) conectado de forma funcional a una molécula de 5
ADN que comprende el terminador de la transcripción 3' de 35S (CaMV) (véase Mitsuhara et al. (1996) Plant Cell 
Physiol. 37:49-59) para transformar tejido embrionario de maíz. 

Se obtuvieron plantas de maíz B.t. Cry1F por bombardeo con microproyectiles usando la pistola de partículas 
Biolistics® PDS-1000He fabricada por Bio-Rad, Hercules, CA; esencialmente como se describe por Klein et al. 10
(1987) Nature, RU 327(6117):70-73. Se cultivaron embriones inmaduros aislados de mazorcas, recogidos pronto 
después de la polinización en medio de inicio de callo durante varios días. En el día de la transformación, se 
recubrieron partículas microscópicas de tungsteno con ADN PHI8999A (SEC ID Nº 25) purificado y se aceleraron en 
los embriones cultivados, donde el ADN de inserto se incorporó en el cromosoma celular. Se usó solamente el 
inserto PHI8999A durante la transformación y no se incorporó ADN plasmídico adicional en el transformante. 15
Después del bombardeo, los embriones se transfirieron a medio de inicio de callo que contenía glufosinato como 
agente de selección. Los embriones individuales se mantuvieron físicamente separados durante el cultivo, y la 
mayoría de los explantes murieron en el medio selectivo. 

A los embriones que sobrevivieron y produjeron tejido calloso sano resistente a glufosinato se les asignó códigos de 20
identificación únicos que representan eventos de transformación putativos, y se transfirieron de forma continua a 
medio de selección fresco. Las plantas se regeneraron a partir del tejido derivado de cada evento único y se 
transfirieron al invernadero. Se tomaron muestras foliares para análisis molecular para verificar la presencia del 
transgén por PCR y para confirmar la expresión de la proteína Cry IF por ELISA. Las plantas después se sometieron 
a un bioensayo de planta completa usando insectos barrenadores europeos del maíz. Las plantas positivas se 25
cruzaron con líneas endogámicas para obtener semillas de las plantas transformadas iniciales. Se evaluaron varias 
líneas en el campo. El evento TC1507 se seleccionó de una población de eventos transgénicos independientes 
basados en una combinación superior de características, incluyendo resistencia a insectos y rendimiento 
agronómico (véase Bing JW et al. (2000) Efficacy of Cry1F Transgenic Maize, 14th Biennial International Plant 
Resistance to Insects Workshop, fort Collins, CO). 30

Ejemplo 2. Identificación de nucleótidos que comprenden la secuencia flanqueante 5' al ADN de inserto transgénico 
en la línea de maíz CrylF de Bacillus thuringiensis TC1507 

Para identificar un fragmento de ADN que incluyera la secuencia 5' al inserto PHI8999A en el evento TC1507, se 35
seleccionaron por tamaño fragmentos de la enzima de restricción Spe I del fragmento de ADN genómico del evento 
TC1507 en geles de agarosa, se purificaron, y se exploraron por análisis de Southern para confirmar la hibridación 
con una sonda CrylF. Después de la confirmación de la hibridación y el tamaño de los fragmentos, los fragmentos de 
interés se clonaron en un vector de clonación pBluescript II SK (+)™ para preparar un plásmido seleccionado por 
tamaño enriquecido basado en biblioteca de ADN genómico. Se usó una sonda homóloga a una parte del gen Cry1F 40
para explorar la biblioteca plasmídica para clones positivos. Se identificó un clon positivo, se purificó por exploración 
adicional, y se confirmó que producía una señal positiva cuando hibridaba con la sonda CrylF. Se secuenciaron casi 
3 Kb del fragmento Spe I contenido en el clon positivo aislado usando un enfoque de paseo con cebador. Para iniciar 
la primera ejecución de secuenciación, se diseñó un cebador que se une a una secuencia conocida en el ADN del 
vector de clonación para secuenciar una parte del ADN de interés. Una segunda ejecución de secuenciación sobre 45
la misma región usando otro cebador orientado en la dirección inversa proporcionó la cobertura de la segunda 
hebra. El paseo con cebador se consiguió usando repetidamente los datos de secuencia de ejecuciones previas 
para diseñar nuevos cebadores que después se usaron para extender la siguiente ronda de secuenciación 
adicionalmente en el ADN de interés hasta que se obtuvo la secuencia flanqueante 5' al ADN transgénico insertado 
en el evento de maíz TC1507. Se proporciona información de secuencia específica en el Ejemplo 4. 50

Ejemplo 3. Confirmación de la secuencia flanqueante 5' al inserto TC1507 de la línea de maíz B.t. CrylF 

Para confirmar la secuencia flanqueante 5' del inserto TC1507 de la línea de maíz B.t. CrylF, se diseñaron pares de 
cebadores de PCR para obtener productos de PCR solapantes que se extienden desde la región flanqueante 5' en el 55
inserto transgénico PHI8999A de longitud completa. Los productos de PCR se amplificaron satisfactoriamente a 
partir del ADN genómico de TC1507 de la línea de maíz B.t. CrylF, se aislaron, y se secuenciaron para la Región 1 a 
la Región 6, mostrada en la Tabla 1, y se confirmó que apareaba con la secuencia previamente determinada desde 
el fragmento Spe I, descrito en el Ejemplo 2. Sin embargo, la región desde el pb 2358 hasta el pb 2829, 
inmediatamente adyacente y 5' al inicio del inserto de longitud completa fue recalcitrante para la amplificación por 60
PCR y pareció ser más grande que la secuencia obtenida del clon Spe I descrito anteriormente. El uso de pares de 
cebadores que flanquean esta región y el mezcla de polimerasa Advantage®-GC 2 (BD Biosciences Clontech, Palo 
Alto, CA) fue satisfactorio en la amplificación de productos de PCR a partir del ADN genómico de TC1507 de la línea 
de maíz B.t. CrylF para secuenciación. Las condiciones de amplificación 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 65
secuencia en la región desde el pb 2358 al 2829 son los enumerados en la SEC ID Nº 1 y SEC ID Nº 2; y SEC ID Nº 
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2 y SEC ID Nº 23. La secuencia de esta región se describe en la Tabla 1 (Regiones 7a, 7b, 7c, y 8). 

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

5
Región 1 (SEC ID Nº 28) genómica de maíz (sin homología significativa) 

1  ACTAGTTTCC TAGCCCGCGT CGTGCCCCTA CCCCACCGAC GTTTATGGAA 
 51  GGTGCCATTC CACGGTTCTT CGTGGCCGCC CCTAAGGATG TAAATGGTCG 
 101 GTAAAATCCG GTAAATTTCC GGTACCGTTT ACCAGATTTT TCCAGCCGTT 10
 151 TTCGGATTTA TCGGGATATA CAGAAAACGA GACGGAAACG GAATAGGTTT 
 201 TTTTTCGAAA ACGGTACGGT AAACGGTGAG ACAAACTTAC CGTCCGTTTT 
 251 CGTATTTCTC GGGAAACTCT GGTATATTCC CGTATTTGTC CCGTATTTTC 
 301 CCGACCCACG GACCTGCCAA TCAACCATCA GCCAGTCAGC CCATCCCCAC 
 351 AGCTATGGCC CATGGGGCCA TGTTGGCCAC ATGCCCACGC AACGCAAGGC 15
 401 AGTAAGGCTG GCAGCCTGGC ACGCATTGAC GCATGTGGAC ACACACAGCC 
 451 GCCGCCTGTT CGTGTTTCTG TGCCGTTGTG CGAGACTGTG ACTGCGAGTG 
 501 GCGGAGTCGG CGAACGGCGA GGCGTCTCCG GAGTCTGGAC TGCGGCTGTG 
 551 GACAGCGACG CTGTGACGGC GACTCGGCGA AGCCCCAAGC TACCAAGCCC 
 601 CCAAGTCCCC ATCCATCTCT GCTTCTCTGG TCATCTCCTT CCCCTGGTCG 20
 651 ATCTGCAGGC GCCAGACCG 

Región 2 (SEC ID Nº 29) secuencia genómica de maíz no descrita (complemento) 

 670 G CCGAAGCATC ACGAAACGCA CTAAGACCTC 25
 701 GAAGGAGTCA AACCACTCCT CCGAGGCCTC GGGGGCTACA CCCGGCGGGT 
 751 GCGCTCGCGC GCACCCACCG GAACAAAATG TAACCGAGAA AGGTCGGTCC 
 801 CCTTGC AAAA AAAGTGCGAC AAAAGCCTCC AAGCGAGTAT TAACACTCAC 
 851 TTTGAGGCTC GGGGGCTAC 

30
Región 3 (SEC ID Nº 30) fragmento de retrotransposón Huck-1 de maíz 

 870 T GTCGGGGACC ATAATTAGGG GTACCCCCAA 
 901 GACTCCTAAT CTCAGCTGGT AACCCCCATC AGCACAAAGC TGCAAAGGCC 
 951 TGATGGGTGC GATTAAGTCA AGGCTCGGTC CACTCAAGGG ACACGATCTC 35
 1001 GCCTCGCCCG AGCCCAGCCT CGGGCAAGGG CGGCCGACCC CGAGGATTCA 
 1051 CGTCTCGCCC GAGGGCCCCC TCAAGCGACG GGCACACCTT CGGCTCGCCC 
 1101 GAGGCCCATT CTTCGCCGAG AAGCAACCTT GGCCAGATCG CCACACCGAC 
 1151 CGACCGTATC GCAGGAGCAT TTAATGCGAG GATCGCCTGA CACCTTATCC 
 1201 TGACGCGCGC TCTTCAGTCG ACAGAGCCGA AGTGACCGCA ATCACTTCGC 40
 1251 CGCTCCACTG ACCGACCTGA CAAGAAGACA GCGCCGCCTG CGTCGCTCCG 
 1301 ACTGCTGTGC CACTCGACAG AGTGAGGCTG ACAGCAGCCA AGTCCGGCCT 
 1351 CGGGCGCCAT AGGAAGCTCC GCCTCGCCCG ACCCTAGGGC TCGGACTCGG 
 1401 CCTCGGCTCC GGAAGACGAC GAACTACGCT TCGCCCGACC CCAGGGCTTG 
 1451 GACTCAGCCT CGGCTCCGGA AGACGACGAA TTCCGCCTCG CCCGACCCCA 45
 1501 GGGCTCGGAC TCGGCCTCGG CTCCAGAAGA CGACGAACTC CGCCTCGCCC 
 1551 GACCCCAGGG CTCGGACTCA GCCTCGGCTC CGGAAGACGA CGAACTCCGC 
 1601 CTCGCCCGAC CCCAGGGCTC GGACTCAGCC TCGGCCTCAG ACGATGGTCT 
 1651 CCGCCTCGCC CGACCCGGGG CTCGGACTCG A 

50
Región 4 (SEC ID Nº 31) fragmento del gen crylF 

1682 CCTTTCTAT CGGACCTTGT 
 1701 CAGATCCTGT CTTCGTCCGA GGAGGCTTTG GCAATCCTCA CTATGTACTC 
 1751 GGTCTTAGGG GAGTGGCCTT TCAACAAACT GGTACGAATC ACACCCGCAC 55
 1801 ATTCAGGAAC TCCGGGACCA TTGACTCTCT AGATGAGATA CCACCTCAAG 
 1851 ACAACAGCGG CGCACCTTGG AATGACTACT CCCATGTGCT GAATCATGTT 
 1901 ACCTTTGTGC GCTGGCCAGG TGAGATCTCA GGTTCCGACT CATGGAGAGC 
 1951 ACCAATGTTC TCTTGGACGC ATCGTAGCGC TACCCCCACA AACACCATTG 
 2001 ATCCAGAGAG AATCAC 60

Región 5 (SEC ID Nº 32) fragmento del gen rpoC2 de cloroplasto de maíz 

 2017 TCAT TCTTCAAGAA CTGCATATCT TGCCGAGATC 
 2051 CTCATCCCTA AAGGTACTTG ACAATAGTAT TATTGGAGTC GATACACAAC 65
 2101 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 

5
Región 6 (SEC ID Nº 33) fragmento del promotor de cloroplasto o ubiZM1(2) de maíz 

 2338 GTG GCTATTTATC 
 2351 TATC 

10
Nucleótidos 2355-2358 (CGT) conectan la región 6 a la región 7a. 
Región 7a (SEC ID Nº 34) fragmento del gen pat 

 2358 GCA GCTGATATGG CCGCGGTTTG TGATATCGTT AACCATTACA 
 2401 TTGAGACGTC TACAGTGAAC TTTAGGACAG AGCCACAAAC ACCACAAGAG 15
 2451 TGGATTGATG ATCTAGAGAG GTTGCAAGAT AGATACCCTT GGTTGGTTGC 
 2501 TGAGGTTGAG GGTGTTGTGG CTGGTATTGC TTACGCTGGG CCCTGGAAGG 
 2551 CTAGGAAC 

Región 7b (SEC ID Nº 35) fragmento del gen pat (complemento) 20

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

25
Región 7c (SEC ID Nº 36) fragmento del gen cry1F (complemento) 

 2697 AGAG 
 2701 AAGAGGGATCT 

30
Región 8 (SEC ID Nº 37) fragmento de polienlazador 

 2712 CGAAGCTTC GGCCGGGGCC CATCGATATC CGCGGGCATG 
 2751 CCTGCAGTGC AGCGTGACCC GGTCGTGCCC CTCTCTAGAG ATAATGAGCA 
 2801 TTGCATGTCT AAGTTATAAA AAATTACCA 35

Región 9 (SEC ID Nº 25) inserto de longitud completa de PHI8999A 

Ejemplo 5. Descripción de la secuencia flanqueante 5' al inserto en el evento de maíz TC1507 
40

Para describir más completamente el evento TC1507, se hizo una búsqueda de homología de la secuencia 
flanqueante 5' frente a las bases de datos públicas de GenBank (publicación 122, 2/01) usando la herramienta de 
búsqueda de alineación local básica (BLAST). El programa BLAST realiza búsquedas de similitud de secuencia y es 
particularmente útil para identificar homólogos con una secuencia desconocida. Además de la búsqueda en las 
bases de datos públicas, se realizaron alineaciones por pares usando AlignX (InforMax Inc., Bethesda, MD) para 45
buscar homologías entre la secuencia flanqueante del evento de maíz TC1507 y el inserto transgénico PHI8999A. 
Los resultados de estas búsquedas de homología se presentan en la Tabla 1. La secuencia flanqueante 5' de 
TC1507 se enumera con la base 1 siendo la más 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. 50

En la mayoría de los casos, la búsqueda de similitud con la secuencia flanqueante 5' del evento TC1507 produjo un 
apareamiento con una secuencia única basado en un valor porcentual de identidad muy alto. Esas secuencias se 
identifican en la Tabla 1. Además, existen dos regiones en la secuencia flanqueante de ADN 5' de TC1507 con alta 
similitud con más de una secuencia conocida. En las regiones 870-1681 y 2338-2354, los valores porcentuales de 55
identidad con ambos fragmentos de secuencia son suficientemente altos para no poder determinar un único 
apareamiento (homólogo). Los dos posibles homólogos 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 búsqueda de similitud indican alta homología con secuencias genómicas de maíz 60
5' a la base 1681. La región desde la base 1682 hasta el inicio del inserto PHI8999A en la posición 2830 contiene 
algunos fragmentos asociados con el evento de transformación. 
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Tabla 1. Sumario de secuencias para el inserto del evento TC1507 

Región 
Localización 
en la SEC ID 

Nº 24 
Tamaño 

pb 
% de 

identidad Homólogo
Localización en 

secuencia 
homóloga 

Descripción 

1 1-669 669 N/A1 N/A N/A Sin homología significativa 
detectada 

2 670-869 200 90,5 AF123535 52432-52632 
(complemento) 

Secuencia genómica de maíz no 
descrita

Región 
Localización 
en la SEC ID 

Nº 24 
Tamaño 

pb 
% de 

identidad Homólogo
Localización en 

secuencia 
homóloga 

Descripción 

3 870-1681 812 89,4 AF050439 1-801 Fragmento de retrotransposón 
Huck-1 de maíz 5' LTR2

   86,6 AF050438 1-797 Fragmento de retrotransposón 
Huck-1 de maíz 3' LTR 

4 1682-2016 335 100,0 PHI8999A 3149-3483 Fragmento del gen cry1F  

5 2017-2337 321 100,0 X86563 29429-29749 
Fragmento del gen rpoC2 de

cloroplasto de maíz (subunidad 
beta-2 de ARN polimerasa) 

Región 
Localización 
en la SEC ID 

Nº 24 
Tamaño 

pb 
% de 

identidad Homólogo
Localización en 

secuencia 
homóloga 

Descripción 

6 2338-2354 17 100,0 X86563 97643-97659 Fragmento del gen trnI de
cloroplasto de maíz (ARNt-Ile) 

   82,4 PHI8999A 182-197 Fragmento del promotor de 
ubiZM1(2) de maíz 

7a 2358-2558 201 100,0 PHI8999A 5320-5475 Fragmento del gen pat 
7b 2559-2696 138 99 PHI8999A 5336-5518 

(complemento) 
Fragmento del gen pat 

7c 2697-2711 15 100,0 PHI8999A 2544-2558 
(complemento) 

Fragmento del gen cry1F  

8 2712-2829 118 100,0 PHI8999A 36-153 

Fragmento de la región 
polienlazadora (bases 36-80) y 

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 
(complemento) 

Terminador ORF25 invertido 

11 9566-9693 128 100,0 NC_0016 
66 

121851-121978
(complemento) y
100759-100886

Fragmento del ARNr rps12 de 
cloroplasto de maíz (ARN 

ribosómico 23S) 

Región 
Localización 
en la SEC ID 

Nº 24 
Tamaño 

pb 
% de 

identidad Homólogo
Localización en 

secuencia 
homóloga 

Descripción 

12 9696-10087 392 99 NC_0016 
66 

17091-17483 
(complemento) 

Fragmento de genoma de 
cloroplasto de maíz 

13 10088-10275 188 99 PHI8999A 5333-5520 
(complemento) 

Fragmento del gen pat 

14 10278-10358 81 100 NC_0016 
66 

137122-137202
(complemento) 

Fragmento de "ORF241" de 
cloroplasto de maíz -gen de proteína 

hipotética
15 10359-10612 254 N/A1 N/A N/A Sin homología significativa 

detectada 
16 10613-11361 749 N/A1 N/A N/A Sin descripción disponible 

1 N/A; no aplicable 
2 LTR; repetición terminal larga 

Ejemplo 6: Confirmación de la presencia de regiones 1, 2, y 3 en una línea de maíz de control no modificada 

Se usó análisis por PCR para determinar si las regiones 1, 2, y 3 (Tabla 1) en la región flanqueante 5' del evento 5
TC1507 están presentes en una línea de maíz de control no modificada usada para transformación para producir el 
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evento de maíz TC1507 y por tanto representa una frontera con ADN genómico de maíz. Se realizaron nueve 
diferentes análisis de PCR sobre ADN genómico preparado a partir de TC1507 y la línea de maíz de control no 
modificada Hi-II (véase Armstrong (1994) The Maize Handbook, ed. Freeling y Walbot, Springer-Verlag, Nueva York, 
pág. 663-671, para información sobre Hi-II) como se resume en la Tabla 2 usando las secuencias cebadoras 
mostradas en la Tabla 3. Se diseñaron dos reacciones para amplificar el ADN dentro de la región 1 de la región de 5
depósito 5' del pb 25 a 324 (Reacción A - amplicón de 300 pb); y desde el pb 25 a 480 (Reacción B - amplicón de 
456 pb). Los amplicones esperados estuvieron presentes tanto en la línea de maíz no modificada Hi-II como en el 
evento de maíz TC1507. Un par de cebadores de PCR, Reacción C, abarcó la región 2 a la región 3 de la región 
flanqueante 5' desde el pb 759 a 1182 (amplicón de 424 pb) y de nuevo produjo productos de PCR del tamaño 
esperado tanto en Hi-II como TC1507. La Reacción D abarcó la región 1 a región 3 de la región flanqueante 5' desde 10
el pb 415 a 1182 (amplicón de 768 pb) y de nuevo produjo productos de PCR del tamaño esperado tanto en Hi-II 
como TC1507. Las Reacciones E y F se diseñaron como pares de cebadores específicos para la región del gen pat 
del inserto de longitud completa de PHI8999A en TC1507 y por tanto no se espera un amplicón en la línea de maíz 
Hi-II no modificada. Los resultados indican que ambas Reacciones E y F son específicas para una línea de maíz 
transformada con una región del gen pat y producen el amplicón esperado, mientras que no se produjo amplicón en 15
la línea de maíz Hi-II no modificada. La Reacción G también se diseñó como un par de cebadores que produciría un 
amplicón de 366 pb en el evento de maíz TC1507 y sin amplicón en la línea de maíz Hi-II no modificada. 

Las Reacciones H y I se diseñaron como pares de cebadores específicos para TC1507 que abarcarían el final del 
inserto transgénico en la región flanqueante 5'. En ambas Reacciones H y I, el cebador inverso estaba localizado en 20
la región del promotor de ubiquitina del inserto de longitud completa PHI8999A (región 9 en la Tabla 1) y el cebador 
directo estaba localizado en la región 5, el fragmento del gen rpoC2 (véase la Tabla 1). La Reacción H y la Reacción 
I produjeron ambas un amplicón en la línea de maíz TC1507 y no produjeron un amplicón en la línea de maíz de 
control no modificada. Estos resultados indican que ambas Reacciones H e I son específicas para el evento TC1507. 

25
Los resultados de PCR muestran que la secuencia no descrita (región 1) está presente en la línea de maíz no 
modificada Hi-II y que las regiones 1, 2 y 3, son contiguas en la línea de maíz no modificada Hi-II. Las secuencias de 
ADN amplificadas en las Reacciones A, B, C, y D no son únicas para la región flanqueante 5' del evento de maíz 
TC1507 sino que también están presente en la línea de maíz no modificada Hi-II. 

30
Tabla 2. Reacciones de PCR para la secuencia 5' al inserto PHI8999A en el evento de maíz TC1507 y para 
regiones dentro del inserto de longitud completa de PHI8999A en el evento de maíz TC1507

Reacción Localización del 
amplicón de PCR 

Tamaño 
del 

amplicón 
(pb) 

Región en la secuencia 
flanqueante de TC1507 o 

inserto PHI8999A 

Amplicón 
presente en 

Hi-II

Amplicón 
presente en 

línea de maíz 
TC1507 

A 25 - 324 pb en la 
secuencia flanqueante de 

TC1507 

300 Región 1 Sí Sí 

B 25 - 480 pb en la 
secuencia flanqueante de 

TC1507 

456 Región 1 Sí Sí 

Reacción Localización del 
amplicón de PCR 

Tamaño 
del 

amplicón 
(pb) 

Región en la secuencia 
flanqueante de TC1507 o 

inserto PHI8999A 

Amplicón 
presente en 

Hi-II

Amplicón 
presente en 

línea de maíz 
TC1507 

 pb en la secuencia 
flanqueante de TC1507 

 3   

D 415 - 1182 pb en la 
secuencia flanqueante 5' 

de TC1507 

768 Región 1 a región3 Sí Sí 

E
No única 

para TC1507 

4750 - 5794 pb en 
PHI8999A 1045 

Región 9 (en inserto de 
longitud completa de 

PHI8999A, promotor 35S 
hasta gen pat)

No Sí 

F
No única 

para TC1507 

4827 - 5308 pb en 
PHI8999A 482 

Región 9 (en inserto de 
longitud completa de 

PHI8999A, promotor 35S 
hasta gen pat)

No Sí 
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Reacción Localización del 
amplicón de PCR 

Tamaño 
del 

amplicón 
(pb) 

Región en la secuencia 
flanqueante de TC1507 o 

inserto PHI8999A 

Amplicón 
presente en 

Hi-II

Amplicón 
presente en 

línea de maíz 
TC1507 

Detecta el 
fragmento
cry IF en 

región 
flanqueante 

5' 

Secuencia cry1F en 
secuencia flanqueante 5' 
y en inserto de longitud 
completa de PHI8999A 

366 

Abarca 335 pb de la 
secuencia Cry1F en la 

secuencia flanqueante 5' y 
la misma secuencia en el 

inserto de longitud completa

No Sí 

Reacción Localización del 
amplicón de PCR 

Tamaño 
del 

amplicón 
(pb) 

Región en la secuencia 
flanqueante de TC1507 o 

inserto PHI8999A 

Amplicón 
presente en 

Hi-II

Amplicón 
presente en 

línea de maíz 
TC1507 

H
Única para 

TC1507 

2158 pb en región 5 
(fragmento del gen 

rpoC2) hasta 3069 pb en 
región 9 (inserto de 

longitud completa de 
PHI8999A) 

912 

Región 5 a región 9 única 
para el evento de inserción 
[ABARCA REGIONES DE 

UNIÓN ÚNICAS] 

No Sí 

I
Única para 

TC1507 

2158 pb en región 5 
(fragmento del gen 

rpoC2) hasta 3001 pb en 
región 9 (inserto de 

longitud completa de 
PHI8999A) 

844 

Región 5 a región 9 única 
para el evento de inserción 
[ABARCA REGIONES DE 

UNIÓN ÚNICAS] 

No Sí 

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 maíz TC1507

Reacción Tamaño de 
amplicón (pb) 

Par de 
cebadores Secuencias cebadoras 5' a 3' 

A 300 SEC ID Nº 10 CCCCTACCCCACCGACGTTTAT 
  SEC ID Nº 11 TTGATTGGCAGGTCCGTGGGTC 

B 456 SEC ID Nº 10 CCCCTACCCCACCGACGTTTAT 
  SEC ID Nº 12 CACAACGGCACAGAAACACGAA 

C 424 SEC ID Nº 13 GCGCACCCACCGGAACAAAATG 
  SEC ID Nº 14 TCCTCGCATTAAATGCTCCTGC 

D 768 SEC ID Nº 15 CCTGGCACGCATTGACGCATGT 
  SEC ID Nº 14 TCCTCGCATTAAATGCTCCTGC 

E 1045 SEC ID Nº 6 TAGAGGACCTAACAGAACTCGCCGT 
  SEC ID Nº 7 GAGCTGGCAACTCAAAATCCCTTT 

Reacción Tamaño de 
amplicón (pb) 

Par de 
cebadores Secuencias cebadoras 5' a 3' 

F 482 SEC ID Nº 8 AAAATCTTCGTCAACATGGTGGAGC 
  SEC ID Nº 9 TAATCTCAACTGGTCTCCTCTCCGG 

Reacción Tamaño de 
amplicón (pb) 

Par de 
cebadores Secuencias cebadoras 5' a 3' 

G 366 SEC ID Nº 19 GGCTCGGACTCGACCTTTCTAT 
  SEC ID Nº 20 GCAGTTCTTGAAGAATGAGTGA 

H 912 SEC ID Nº 1 GTAGTACTATAGATTATATTATTCGTAGAG 
  SEC ID Nº 2 GCCATACAGAACTCAAAATCTTTTCCGGAG 
I 844 SEC ID Nº 2 GCCATACAGAACTCAAAATCTTTTCCGGAG 
  SEC ID Nº 23 CTTCAAACAAGTGTGACAAA 

Ejemplo 7. Secuencia flanqueante 3' al ADN transgénico insertado en el evento de maíz TC1507 5

Se usaron dos enfoques de PCR diferentes para prolongar la longitud de la información de secuencia 3' al inserto 
PHI8999A de longitud completa en el evento de maíz TC1507. En el primer enfoque se diseñaron pares de 
cebadores de PCR para amplificar un producto que abarcaba la unión entre el inserto de longitud completa y el 
terminador ORF25 invertido, véase la FIG. 1 para una representación del terminador ORF25 invertido. Un cebador 10
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 maíz TC1507 dentro de una región de 100 pb en base a las reacciones 
de PCR satisfactorias. Este método indicó que el fragmento invertido contenía la mayoría del terminador ORF25 
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pero no la secuencia Cry1F. Se aislaron y secuenciaron fragmentos de PCR de esta región. 

En el segundo enfoque se diseñaron cebadores de PCR para un paseo en la secuencia de ADN flanqueante desde 
la región del terminador ORF25 invertido determinada en el experimento de PCR descrito anteriormente. Se aisló el 
ADN genómico de dos a tres plantas individuales del evento TC1507 y se digirió una línea de maíz de control no 5
modificada con diversas enzimas de restricción y después se ligó a adaptadores específicos para la enzima de 
restricción usada para la digestión (Kit Universal Genome Walker™, Clontech Laboratories, Inc. y Devon et al. 
(1995) Nucleic Acids Res. 23:1644-1645). Se realizó una PCR primaria usando un cebador específico del terminador 
ORF25 y un cebador homólogo a la secuencia adaptadora ligada en el ADN digerido. Para aumentar la especificidad 
de la reacción se realizó una PCR secundaria anidada de nuevo con otro cebador específico del terminador ORF25 10
y un cebador secundario homólogo 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 únicos 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 15
completa. Los fragmentos del inserto de longitud completa eran de un tamaño predicho basado en el conocimiento 
de los sitios para enzimas de restricción localizados en el inserto de longitud completa. Los fragmentos producidos 
desde el terminador ORF25 invertido 3' aparecieron como fragmentos de tamaño inesperado. El análisis 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 genómico se usó 20
para diseñar cebadores adicionales para un paseo adicional desde el inserto en el genoma de maíz fronterizo con 
una secuencia flanqueante 3' final, de 2346 pb. 

Para describir la secuencia flanqueante 3' de TC1507, se hizo búsqueda de homología frente a las bases de datos 
públicas de GenBank usando la herramienta de búsqueda de alineación local básica (BLAST). El programa BLAST 25
realiza búsquedas de similitud de secuencia y es particularmente útil para identificar homólogos para una secuencia 
desconocida. Además de la búsqueda en las base de datos públicas, se realizaron alineaciones usando SeqMan 
4.05™, algoritmos de alineación de Martinez y Needleman-Wunsch (DNASTAR Inc.) para buscar homología entre la 
secuencia flanqueante 3' de TC1507 y el inserto transgénico PHI8999A. Los resultados de estas búsquedas de 
homología se presentan en la Tabla 1. Los valores porcentuales de identidad indican el porcentaje de apareamientos 30
idénticos a lo largo de la longitud de las secuencias analizadas. Los resultados de búsqueda de similitud para la 
secuencia flanqueante 3' indican alta homología con tres regiones de ADN de cloroplasto de maíz, un fragmento de 
188 pb del gen pat, y 254 pb de ADN (región 15, Tabla 1) sin homología significativa. También se secuenciaron 749 
pb adicionales (región 16) más allá de la región 15 (véase la Tabla 1). No hay resultados de búsqueda de similitud 
disponibles para la región 16. 35

El análisis de PCR sobre el ADN de control y genómico de TC1507 determinó que la secuencia de 254 pb (región 
15, fragmento de cloroplasto de maíz "ORF241") está presente en el genoma de maíz. La secuencia de ADN de la 
región 15 en la región flanqueante 3' no es única para la región flanqueante 3' del evento de maíz TC1507 sino que 
también está presente en la línea de maíz de control no modificada. La secuencia flanqueante 3' de TC1507 se 40
presenta en el Ejemplo 8 y se visualiza en la FIG. 1. 

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

45
Región 10 (SEC ID Nº 38) fragmento del terminador ORF25 (complemento) 

 9016 CTCAC TCCGCTTGAT CTTGGCAAAG ATATTTGACG 
 9051 CATTTATTAG TATGTGTTAA TTTTCATTTG CAGTGCAGTA TTTTCTATTC 
 9101 GATCTTTATG TAATTCGTTA CAATTAATAA ATATTCAAAT CAGATTATTG 50
 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 55
 9401 GCCGTTCCAT TGCTGCACGA ACGAGCTTTG CTATATCCTC GGGTTGGATC 
 9451 ATCTCATCAG GTCCAATCAA ATTTGTCCAA GAACTCATGT TAGTCGCAAC 
 9501 GAAACCGGGG CATATGTCGG GTATCTCGAG CTCGCGAAAG CTTGGCTGCA 
 9551 GGTCGACGGA TCCTT 

60
Región 11 (SEC ID Nº 39) fragmento del gen de ARNr rps12 de cloroplasto de maíz (complemento) 

 9566 CAACA AAAGGGTACC TGTACCCGAA ACCGACACAG 
 9601 GTGGGTAGGT AGAGAATACC TAGGGGCGCG AGACAACTCT CTCTAAGGAA 
 9651 CTCGGCAAAA TAGCCCCGTA ACTTCGGGAG AAGGGGTGCC CCC 65
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Los nucleótidos 9694-9695 (CG) conectan la región 11 a la región 12. 
Región 12 (SEC ID Nº 40) fragmento de genoma de cloroplasto de maíz 

9696 CTAAC 
 9701 AATAAACGAA TACGGTTTAT GTATGGATTC CGGTAAAATA CCGGTACTCG 5
 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 10
 10001 ATTTCCATGA AAAAAGAAAA GATGAATTTG TCCATTCATT GAACCCTAGT 
 10051 TCGGGACTGA CGGGGCTCGA ACCCGCAGCT TCCGCCT 

Región 13 (SEC ID Nº 41) fragmento del gen pat (complemento) 
15

 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 20

Los nucleótidos 10276-10277 (AA) conectan la región 13 a la región 14. 
Región 14 (SEC ID Nº 42) fragmento de ORF241 de cloroplasto de maíz (complemento) 

 10278 CAC AAGAACGAAA GCACCTTTTC 25
 10301 ATTCTTTCAT ATACTAGGGG TTTTTACTTG GAAAAGACAA TGTTCCATAC 
 10351 TAAAGGAT 

Región 15 (SEC ID Nº 43) genómica de maíz (sin homología significativa) 
30

 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 35
 10601 CGTCCTCGCC TT 

Región 16 (SEC ID Nº 44) genómica de maíz 

 10613 GGGCGCCC GAGGCACCCG GGGGATGGAC TGCCCAGGCG 40
 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 45
 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 50
 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 55

Ejemplo 9. Confirmación de la presencia de la región 15 en la línea de maíz de control no modificada 

Se usó análisis de PCR para determinar si la región no descrita de la secuencia al final de la secuencia flanqueante 
3' (región 15 en la Tabla 1) está presente en la línea de maíz de control no modificada usada para la transformación 60
para producir el evento de maíz TC1507 y por tanto representa una frontera con el ADN genómico de maíz. La 
amplificación por PCR satisfactoria de la región 15 tanto en la línea de maíz TC1507 como la línea de maíz de 
control Hi-II no modificada reveló que la región 15 estaba de hecho presente en el ADN genómico de maíz. Se 
realizaron cinco análisis de PCR diferentes sobre el ADN genómico preparado a partir de TC1507 y la línea de maíz 
de control Hi-II no modificada descrita en la Tabla 7 a continuación usando las secuencias cebadoras mostradas en 65
la Tabla 8. Se diseñaron tres reacciones para amplificar el ADN dentro de la región 15 de la región flanqueante 3'; 
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Reacción L - que produce un amplicón de 175 pb, Reacción M - que produce un amplicón de 134 pb, y Reacción N - 
que produce un amplicón de 107 pb. Los amplicones esperados estuvieron presentes tanto en la línea de maíz de 
control no modificada como en línea de maíz TC1507. Las Reacciones J y K se diseñaron como pares de cebadores 
específicos para TC1507 que abarcarían el extremo del inserto en la región flanqueante 3'. En la Reacción J, el 
cebador directo estaba localizado en el fragmento del gen pat en el extremo 3' del inserto PHI8999A de longitud 5
completa (región 13 en la Tabla 1) y el cebador inverso estaba localizado en la región 15 no definida. En la Reacción 
K el cebador directo estaba localizado en el gen de la proteína hipotética de cloroplasto en el extremo 3' del inserto 
de longitud completa (región 14 en la Tabla 1) y el cebador inverso estaba localizado en la región 15 no definida. 
Tanto la Reacción J como la Reacción K produjeron un amplicón en la línea de maíz TC1507 y no produjeron un 
amplicón en la línea de maíz de control no modificada. Los resultados indican que ambas Reacciones J y K son 10
específicas para el evento TC1507. 

Los resultados de PCR indican que la secuencia no descrita (región 15) de la secuencia flanqueante 3' de TC1507 
también está presente en el ADN genómico aislado de la línea de maíz de control Hi-II no modificada. Las 
secuencias de ADN amplificadas en las Reacciones L, M, y N no son únicas para la región flanqueante 3' de TC1507 15
sino que también están presentes en la línea de maíz de control no modificada. 

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

Reacción 
Tamaño del 

amplicón 
(pb) 

Región en secuencia 
flanqueante 3' de TC1507 

Amplicón presente en 
control 

Amplicón presente en línea 
de maíz TC1507 

J 342 Región 13 (fragmento del gen 
pat) a región 15 

No Sí 

K 252 Región 14 (gen de 
cloroplasto) a región 15 

No Sí 

L 175 Región 15 Sí Sí 
M 134 Región 15 Sí Sí 
N 107 Región 15 Sí Sí 

Tabla 8. Cebadores de PCR para la secuencia 3' al inserto PHI8999A en el evento de maíz TC1507
Reacción Tamaño del 

amplicón (pb) 
Par de 

cebadores 
Secuencias cebadoras 5' a 3' 

J 342 SEC ID Nº 3 TGTGGTGTTTGTGGCTCTGTCCT AA 
SEC ID Nº 5 GACCTCCCCACAGGCATGATTG ATC 

K 252 SEC ID Nº 4 AGCACCTTTTCATTCTTTCATAT AC 
SEC ID Nº 5 GACCTCCCCACAGGCATGATTG ATC 

L 175 SEC ID Nº 16 AAGCCGCCACCGTCTTGAGGAC CTT 
SEC ID Nº 5 GACCTCCCCACAGGCATGATTG ATC 

M 134 SEC ID Nº 17 GTCGAACCGTGCCTCCACTTGC TAA 
SEC ID Nº 5 GACCTCCCCACAGGCATGATTG ATC 

N 107 SEC ID Nº 18 AGAAAGGGAAAATCAGGGCCA GGAC 
SEC ID Nº 5 GACCTCCCCACAGGCATGATTG ATC 

Ejemplo 10. Cebadores de PCR 20

Se usaron pares de cebadores específicos del evento de ADN para producir un amplicón diagnóstico para TC1507. 
Estos pares de cebadores del evento incluyen, aunque sin limitación, la SEC ID Nº 1 y SEC ID Nº 2; la SEC ID Nº 2 
y SEC ID Nº 23; la SEC ID Nº 3 y SEC ID Nº 5; y la SEC ID Nº 4 y SEC ID Nº 5. Además de estos pares de 
cebadores, cualquier par de cebadores derivado de la SEC ID Nº 26 y SEC ID Nº 27 que cuando se usa en una 25
reacción de amplificación de ADN produzca un amplicón de ADN diagnóstico para TC1507 es un aspecto de la 
presente invención. Las condiciones de amplificación para este análisis se ilustran en la Tabla 9, sin embargo, 
cualquier modificación de estos métodos que use los cebadores de ADN o complementos de los mismos para 
producir una molécula de ADN amplicón diagnóstica para TC1507 pertenece a las habilidades de la técnica. Las 
condiciones preferidas de amplificación para reacciones utilizando los cebadores de PCR identificados en las SEC 30
ID Nº 1, 2, y 23 se ilustran en la Tabla 10. Además, se incluyen pares de cebadores de control, que incluyen las SEC 
ID Nº 10 y 11; las SEC ID Nº 10 y 12; las SEC ID Nº 13 y 14; las SEC ID Nº 14 y 15; las SEC ID Nº 5 y 16; las SEC 
ID Nº 5 y 17; y las SEC ID Nº 5 y 18; para la amplificación de un gen endógeno de maíz como patrones internos para 
las condiciones de reacción. También se incluyen pares de cebadores que producirán un amplicón en eventos 
transgénicos que contienen un gen pat (SEC ID Nº 6 y 7; SEC ID Nº 8 y 9), y un par de cebadores que producirá un 35
amplicón en eventos transgénicos que contienen un gen cry1f (SEC ID Nº 19 y 20). 

El análisis 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 amplificación satisfactoria del control positivo demuestra que la PCR se ejecutó en condiciones 40

E04751097
28-08-2015ES 2 546 267 T3

 



24 

que permiten la amplificación 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 genómico preparado a partir de una planta no 
transgénica, o es una planta transgénica no TC1507. Además un control negativo que no contenga extracto de ADN 
de maíz molde será un indicador útil de los reactivos y condiciones usados en el protocolo de PCR. 

5
Pueden seleccionarse moléculas cebadoras de ADN adicionales de longitud suficiente a partir de la SEC ID Nº 26 y 
SEC ID Nº 27 por los especialistas en la técnica de métodos de amplificación de ADN, y optimizarse las condiciones 
para la producción de un amplicón que puede diferir de los métodos mostrados en la Tabla 9 o Tabla 10 pero 
producir un amplicón diagnóstico 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 está dentro del alcance de la invención. El 10
amplicón donde al menos una molécula cebadora de ADN de longitud suficiente derivada de la SEC ID Nº 26 y SEC 
ID Nº 27 que es diagnóstica para el evento TC1507 es un aspecto de la invención. El amplicón donde al menos un 
cebador de ADN de longitud suficiente derivado de cualquiera de los elementos genéticos de PHI8999A que es 
diagnóstico para el evento TC1507 es un aspecto de la invención. El ensayo para el amplicón TC1507 puede 
realizarse usando un Stratagene Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700, o termociclador Eppendorf 15
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 
5 �l Molde (10 ng/�l)
4 �l 2 �l de cada cebador (10 �M)
2 �l Tampón PCR Gold 10X 
2 �l MgCl2 25 mM
2 �l dNTP 50X (10 mM) 
0,1 �l Polimerasa Amplitaq Gold 
4,9 �l H2O
20 �l Total 
Parámetros de ciclado 
Sistema de PCR GeneAmp® 9700 
9 min 92ºC  
30 ciclos:  
94ºC 30 s  
60ºC 30 s  
72ºC 1 min  
7 min 72ºC  
Mantenimiento 4ºC  

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 
5 �l Molde (10 ng/�l)
5 �l 2,5 �l cada cebador (10 �M)
10 �l Tampón GC2 5x 
10 �l Fusión GC (1,0 M conc. final) 
1,5 �l dNTP 50X (10 mM) 
1,0 �l Polimerasa Advantage GC2 
17,5 �l H2O
50 �l Total 
Parámetros de ciclado  
Sistema de PCR GeneAmp® 9700  
5 min 94ºC  
35 ciclos:
94ºC 1 min  
60ºC 2 min  
72ºC 3 min  
7 min 72ºC  
Mantenimiento 4ºC  

Habiendo ilustrado y descrito los principios de la presente invención, debe ser evidente para los especialistas en la 20
técnica que la invención puede modificarse en disposición y detalle sin alejarse de dichos principios. Reivindicamos 
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todas las modificaciones que están dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. 

Lista de secuencias

<110> Dow AgroSciences LLC E. I. du Pont de Nemours and Company Pioneer Hi-Bred InteARNtional, Inc. 5

<120> Evento de maíz TC1507 y métodos para la detección del mismo 

<130> 1523-PCT 
10

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

<160> 57 
15

<170> FastSEQ para Windows Versión 4.0 
<210> 1 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 20
<210> 
<213> Secuencia cebadora específica de evento diseñada para TC1507 

<400> 1 
25

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

<400> 2 
35

<210> 3 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40
<210> 
<213> Cebador específico de evento diseñado para TC1507. 

<400> 3 
45

<210> 4 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 50
<210> 
<213> Cebador específico de evento para TC1507. 

<400> 4 
55

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

<400> 5 
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<210> 6 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5
<210> 
<213> Cebador en inserción de longitud completa, promotor de 35S para gen pat 

<400> 6 
10

<210> 7 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15
<210> 
<213> Cebador en inserción de longitud completa, promotor de 35S para gen pat 

<400> 7 
20

<210> 8 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25
<210> 
<213> Cebador en inserción de longitud completa, promotor de 35S para gen pat 

<400> 8 
30

<210> 9 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35
<210> 
<213> Cebador en inserción de longitud completa, promotor de 35S para gen pat 

<400> 9 
40

<210> 10 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 45
<210> 
<213> Cebador - ADN genómico de Zea mays

<400> 10 
50

<210> 11 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 55
<210> 
<213> Cebador - ADN genómico de Zea mays

<400> 11 
60

<210> 12 
<211> 22 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<210> 
<213> Cebador - ADN genómico de Zea mays.

5
<400> 12 

<210> 13 
<211> 22 10
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<210> 
<213> Cebador - ADN genómico de Zea mays.

15
<400> 13 

<210> 14 
<211> 22 20
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<210> 
<213> Cebador - ADN genómico de Zea mays.

25
<400> 14 

<210> 15 
<211> 22 30
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<210> 
<213> Cebador - ADN genómico de Zea mays.

35
<400> 15 

cctggcacgc attgacgcat gt 22 
<210> 16 
<211> 25 40
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<210> 
<213> Cebador - ADN genómico de Zea mays.

45
<400> 16 

<210> 17 
<211> 25 50
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<210> 
<213> Cebador - ADN genómico de Zea mays.

55
<400> 17 

<210> 18 
<211> 25 60
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<210> 
<213> Cebador - ADN genómico de Zea mays.
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<400> 18 

<210> 19 5
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<210> 
<213> Cebador de secuencia Cry1F 10

<400> 19 

<210> 20 15
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<210> 
<213> Cebador de secuencia Cry1F 20

<400> 20 

<210> 21 25
<211> 2829 
<212> ADN 
<213> Secuencia flanqueante 5' de evento TC1507 

<400> 21 30
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<210> 22  
<211> 2346 
<212> ADN 
<213> Secuencia flanqueante 3' de evento TC1507  5

<400> 22 
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<210> 23 
<211> 20 
<212> ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<210> 
<213> Secuencia cebadora específica de evento diseñada para TC1507 

10
<400> 23 

cttcaaacaa gtgtgacaaa 20 

<210> 24  15
<211> 11361 
 <212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<210> 20
<213> La secuencia representa la inserción transgénica en la línea de maíz TC1507 así como la secuencia 
flanqueante a los sitios de inserción. 
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<400> 24 
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<210> 25 
<211> 6186 
<212> ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<210> 
<213> La secuencia representa la molécula de ADN usada para transformar la línea de maíz TC1507. Esta 
secuencia representa la inserción PHI8999A. 10

<400> 25 

15
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<210> 26 
<211> 3830 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<210> 
<213> Secuencia que representa parte de la inserción PHI8999A así como la secuencia flanqueante 5' a la 
inserción. 

10
<400> 26 
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<210> 27 
<211> 3347 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<210> 
<213> Secuencia que representa parte de la inserción de PHI8999A así como la secuencia flanqueante 3' a la 
inserción. 

10
<400> 27 
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<210> 28  
<211> 669  5
<212> ADN  
<213> Zea mays

<400> 28 
10

<210> 29  
<211> 200  
<212> ADN  
<213> Zea mays15

<400> 29 

20
<210> 30  
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<211> 812 
<212> ADN 
<213> Zea mays

<210> 5
<213> Fragmento de retrotransposón Huck-1 de maíz 

<400> 30 

10

<210> 31 
<211> 335 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15

<210> 
<213>Representa parte del fragmento de secuencia de inserción PHI8999A del gen cry1F  

<400> 31 20

<210> 32  
<211> 321  25
<212> ADN  
<213> Zea mays

<210> 
<213> Fragmento del gen rpoC2 de cloroplasto de maíz 30

<400> 32 

35
<210> 33 
<211> 17 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
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<210> 
<213> Representa parte del fragmento de secuencia de inserción PHI8999A del promotor ubiZM1(2); también un 
fragmento de gen trn1 de cloroplasto de maíz 

<400> 33 5

<210> 34 
<211> 201 
<212> ADN 10
<213> Secuencia artificial 

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

15
<400> 34 

<210> 35 20
<211> 138 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<210> 25
<213> Representa parte del fragmento de secuencia de inserción PHI8999A del gen pat (complemento) 

<400> 35 

30

<210> 36 
<211> 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35

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

<400> 36 40
agagaagagg gatct 15 

<210> 37 
<211> 118 
<212> ADN 45
<213> Secuencia artificial 

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

50
<400> 37 

<210> 38 
<211> 550 
<212> ADN 55
<213> Secuencia artificial 

<210> 
<213> Representa parte del fragmento de secuencia de inserción PHI8999A del terminador ORF25 
(complemento) 60
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<400> 38 

5

<210> 39 
 <211> 128  
<212> ADN  10
<213> Zea mays

<210> 
<213> Fragmento del gen de ARNr rps12 de cloroplasto de maíz (complemento) 

15

<210> 40  
<211> 392  
<212> ADN  20
<213> Zea mays

<210> 
<213> Fragmento del genoma del cloroplasto de maíz  

25
<400> 40 

<210> 41 30
<211> 188 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<210> 35
<213> Representa parte del fragmento de secuencia de inserción PHI8999A del gen pat (complemento) 

<400> 41 

40
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<210> 42 
<211> 81 
<212> ADN  
<213> Zea mays

5
<210> 
<213> Fragmento del ORF241 del cloroplasto de maíz (complemento) 

<400> 42 
10

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

15
<400> 43 

<210> 44  20
<211> 749  
<212> ADN  
<213> Zea mays

<400> 44 25

30
<210> 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

35
<210> 
<213> secuencia flanqueante 5' al evento; unión entre las regiones 3 y 4 

<400> 45 

40

<210> 46 
<211> 20 
<212 ADN 
<213> Secuencia artificial 45
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<210> 
<213> secuencia flanqueante 5' al evento; unión entre las regiones 4 y 5 

<400> 46 

5

<210> 47 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10

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

<400> 47 15

<210> 48 
<211> 20 
<212> ADN 20
<213> Secuencia artificial 

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

25
<400> 48 

<210> 49 
<211> 20 30
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<210> 
<213> secuencia flanqueante 5' al evento; unión entre las regiones 7a y 7b 35

<400> 49 

<210> 50 40
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<210> 45
<213> secuencia flanqueante 5' al evento; unión entre las regiones 7b y 7c 

<400> 50 

50
<210> 51 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

55
<210> 
<213> secuencia flanqueante 5' al evento; unión entre las regiones 7c y 8 

<400> 51 

60
<210> 52 
<211> 20 
<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial 

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

5
<400> 52 

<210> 53 
<211> 20 
<212> ADN 10
<213> Secuencia artificial 

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

15
<400> 53 

<210> 54 
<211> 20 20
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<210> 
<213> secuencia flanqueante 3’ al evento; unión entre las regiones 10 y 11 25

<400> 54 

<210> 55 30
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<210> 35
<213> secuencia flanqueante 3’ al evento; unión entre las regiones 11 y 12 

<400> 55 

<210> 56 40
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<210> 45
<213> secuencia flanqueante 3’ al evento; unión entre las regiones 12 y 13 

<400> 56 

50
<210> 57 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

55
<210> 
<213> secuencia flanqueante 3’ al evento; unión entre las regiones 13 y 14 

<400> 57 
60
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REIVINDICACIONES 

1. Una molécula de ADN aislada que comprende una secuencia de nucleótidos identificada como SEC ID Nº 21, 22, 
24, 26 o 27.

5
2. Un kit para identificar el evento TC1507 en una muestra biológica que detecta una región específica de TC1507, 
comprendiendo dicho kit un primer cebador que reconoce la SEC ID Nº 21 o SEC ID Nº 22, y un segundo cebador 
que reconoce la SEC ID Nº 25. 

3. El kit de la reivindicación 2, en el que dichos al menos primero y segundo cebadores comprenden la secuencia de 10
la SEC ID Nº 1 y SEC ID Nº 2, respectivamente.

4. El kit de la reivindicación 2, en el que dichos al menos primero y segundo cebadores comprenden la secuencia de 
la SEC ID Nº 2 y SEC ID Nº 23, respectivamente.

15
5. El kit de la reivindicación 2, en el que dichos al menos primero y segundo cebadores comprenden la secuencia de 
la SEC ID Nº 3 y SEC ID Nº 5, respectivamente.

6. El kit de la reivindicación 2, en el que dichos al menos primero y segundo cebadores comprenden la secuencia de 
la SEC ID Nº 4 y SEC ID Nº 5, respectivamente.20

7. Un kit de detección de ADN que comprende al menos una molécula de ADN que es homóloga o complementaria 
a la SEC ID Nº 26 o 27, en el que la molécula de ADN es específica para el ADN de unión del evento de maíz 
TC1507 y es de una longitud suficiente de polinucleótidos de ADN contiguos para funcionar en un método de 
detección de ADN.25

8. Un kit para identificar el evento TC1507 en una muestra biológica, comprendiendo dicho kit: una sonda específica 
que comprende una secuencia que hibrida con la SEC ID Nº 21 y la SEC ID Nº 25, contigua con la misma.

9. Un kit para identificar el evento TC1507 en una muestra biológica, comprendiendo dicho kit: una sonda específica 30
que comprende una secuencia que hibrida con la SEC ID Nº 22 y la SEC ID Nº 25, contigua con la misma.

10. Un kit de detección de ADN que comprende una sonda polinucleotídica que hibrida en condiciones rigurosas de 
hibridación con una o más secuencias de ADN seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 45, 46, 
47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y complementos de las mismas.35

11. Un kit de detección de ADN que comprende un par de cebadores que comprende cada uno al menos 10 
nucleótidos de la SEC ID Nº 26 y SEC ID Nº 27, en el que cada uno está en lados opuestos de una secuencia 
diagnóstica para la inserción del evento TC1507. 

40
12. Un método para identificar el evento TC1507 en una muestra biológica, que comprende detectar una región 
específica de TC1507 con una sonda o primer cebador que reconoce específicamente una secuencia dentro de la 
SEC ID Nº 21 o SEC ID Nº22.

13. El método de la reivindicación 12, que comprende adicionalmente amplificar un fragmento de ADN de un ácido 45
nucleico presente en dicha muestra biológica usando una reacción en cadena de la polimerasa con al menos dos 
cebadores, en el que dicho primer cebador reconoce una secuencia dentro de la SEC ID Nº 21 o SEC ID Nº 22, y un 
segundo cebador reconoce una secuencia dentro de la SEC ID Nº 25.

14. El método de la reivindicación 13, en el que dicho primer cebador reconoce una secuencia dentro de la SEC ID 50
Nº 21 y dicho segundo cebador reconoce una secuencia dentro de la SEC ID Nº 25.

15. El método de la reivindicación 12, en el que dicho primer cebador reconoce una secuencia dentro de la SEC ID 
Nº 22 y un segundo cebador reconoce una secuencia dentro de la SEC ID Nº 25.

55
16. El método de la reivindicación 14, en el que dichos primero y segundo cebadores comprenden: la secuencia de 
la SEC ID Nº 2 y SEC ID Nº 1 respectivamente; o la secuencia de la SEC ID Nº 2 y SEC ID Nº 23 respectivamente.

17. El método de la reivindicación 15, en el que dichos primero y segundo cebadores comprenden: la secuencia de 
la SEC ID Nº 3 y SEC ID Nº 5 respectivamente; o la secuencia de la SEC ID Nº 4 y SEC ID Nº 5 respectivamente.60

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

65
19. Un método para detectar la presencia del evento de maíz TC1507 o descendencia del mismo en una muestra 
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biológica, que comprende:

 (a) extraer una muestra de ADN de dicha muestra biológica; 
 (b) proporcionar las moléculas cebadoras de ADN SEC ID Nº 1 y SEC ID Nº 2, SEC ID Nº 2 y SEC ID Nº 23, 

SEC ID Nº 3 y SEC ID Nº 5, o SEC ID Nº 4 y SEC ID Nº 5; 5
 (c) proporcionar condiciones de reacción de amplificación de ADN; 
 (d) realizar dicha reacción de amplificación de ADN, produciendo de ese modo una molécula de amplicón de 

ADN; y 
 (e) detectar dicha molécula de amplicón de ADN, donde la detección de dicha molécula de amplicón de ADN en 

dicha reacción de amplificación de ADN indica la presencia del evento de maíz TC1507. 10

20. Una molécula de ADN aislada que comprende el amplicón producido por el método de la reivindicación 19.

21. Un método para detectar la presencia de ADN correspondiente al evento TC1507 en una muestra, 
comprendiendo el método:15

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

 (b) someter la muestra y la sonda a condiciones rigurosas de hibridación; y 20
 (c) detectar la hibridación de la sonda al ADN, donde la detección de hibridación indica la presencia del evento 

TC1507. 

22. Una secuencia cebadora nucleotídica de ADN aislada que comprende una secuencia seleccionada entre el 
grupo que consiste en las SEC ID Nº 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 o su complemento.25

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 nucleótidos contiguos de la SEC ID Nº 26 o su 
complemento, o de la SEC ID Nº 27 o su complemento, para funcionar como cebadores o sondas de ADN 
diagnósticos para el ADN extraído de una planta de maíz TC1507 o descendencia de la misma.30

24. Una molécula de ADN aislada que comprende una secuencia de unión que comprende una secuencia 
seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56 y 57 y 
complementos de las mismas.

35
25. Un método para confirmar la pureza de las semillas, que comprende la detección de una región específica de 
TC1507 con un cebador o sonda específico que reconoce específicamente una secuencia dentro de la SEC ID Nº 21 
o SEC ID Nº 22, en una muestra de semillas.

26. Un método para explorar semillas para la presencia del evento TC1507, que comprende la detección de una 40
región específica de TC1507 con un cebador o sonda específico que reconoce específicamente una secuencia 
dentro de la SEC ID Nº 21 o SEC ID Nº 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 nucleótidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 45, 46, 45
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 nucleótidos y que cuando se 
usan juntas en un procedimiento de amplificación de ADN producirá un amplicón diagnóstico para el evento TC1507.

50
29. El par de secuencias de ADN aisladas de la reivindicación 28 en el que cada una se elige entre la SEC ID Nº 26; 
o en el que cada una se elige entre la SEC ID Nº 27.

30. Un método para detectar la presencia de la inserción del evento TC1507 en tejido de maíz que comprende:
55

 (a) seleccionar un par de cebadores que comprenden cada uno al menos diez nucleótidos de la SEC ID Nº 26 o 
SEC ID Nº 27 en el que cada miembro del par está en lados opuestos de una secuencia diagnóstica para dicha 
inserción del evento TC1507; 

 (b) poner en contacto una muestra de dicho tejido de maíz con dicho par de cebadores; 
 (c) realizar amplificación de ADN y analizar para la presencia de amplicones. 60

31. El método de la reivindicación 30 en el que cada miembro del par de cebadores se selecciona entre el grupo que 
consiste en las SEC ID Nº 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.

65
32. Un método para detectar la presencia de la inserción del evento TC1507 en tejido de maíz que comprende:
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 (a) poner en contacto una muestra de dicho tejido de maíz con una sonda polinucleotídica que hibrida en 
condiciones rigurosas de hibridación con una o más secuencias de ADN seleccionadas entre el grupo que 
consiste en las SEC ID Nº 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 hibridación; y 
 (c) analizar para la hibridación de la sonda. 5

33. El kit de detección de ADN de la reivindicación 11 en el que cada miembro del par de cebadores se selecciona 
entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 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.

10
34. Un método para identificar TC1507 en una muestra biológica que detecta una región específica de TC1507 
dentro de la SEC ID Nº 24. 
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