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DESCRIPCION
Deteccion del evento de AAD-1 DAS 40278-9
Antecedentes de la invencion

El gen aad-1 (originalmente de Sphyngobium herbicidovorans) codifica la proteina ariloxialcanoato dioxigenasa
(AAD-1). El rasgo confiere tolerancia a los herbicidas acido 2,4-diclorofenoxiacético y ariloxifenoxipropinoato
(referidos comunmente como herbicidas “fop” tales como diclofop y quizafop) y puede ser utilizado como un
marcador de seleccidon durante la transformacion de plantas y en viveros de mejora vegetal. El gen aad-1, por si
solo, fue descrito para la tolerancia a herbicidas en plantas por primera vez en WO 2005/107437 (ver también US
2009-0093366).

Se conocen varios métodos de deteccion de eventos. Sin embargo, cada uno de ellos tiene problemas. Un método
es la técnica de Pirosecuenciacion tal como la describe Winge (Innov. Pharma. Tech. 00:18-24, 2000). En este
método se disefia un oligonucleétido que solapa con la unién entre el ADN gendmico adyacente y el ADN del
inserto. El oligonucledtido se hibrida con un producto de PCR de cadena simple de la region de interés (un cebador
en la secuencia insertada y uno en la secuencia gendémica flanqueante) y es incubado en presencia de ADN
polimerasa, ATP, sulfurilasa, luciferasa, apirasa, adenina 5 fosfosultato y luciferina. Los dNTPs son afadidos
individualmente y su incorporacion resulta en una sefial luminosa que es medida. La sefal luminosa indica la
presencia de la secuencia inserto transgénico/region flanqueante debido a la amplificacién, hibridacién y extension
con éxito de una o varias bases.

La Polarizacion Fluorescente es otro método que puede ser utilizado para detectar un amplicén de la presente
invencion. Siguiendo este método, se disefia un oligonucledtido que solapa la union entre el ADN gendmico
flanqueante y el inserto. El oligonucleétido se hibrida con un producto de PCR de cadena simple de la region de
interés (un cebador en el ADN insertado y uno en la secuencia de ADN genémico flanqueante) y se incuba en
presencia de ADN polimerasa y ddNTPs marcados con fluorescencia. La extension de una base da como resultado
incorporacion del ddNTP. La incorporacién puede ser medida como un cambio en la polarizacion utilizando un
fluorimetro. Un cambio en la polarizacion indica la presencia de la secuencia inserto transgénico/region flanqueante
debido a la amplificacién, hibridacion y extension con éxito de una base.

Se ha descrito el uso de Balizas Moleculares para la deteccion de secuencias. Brevemente, se disefia un
oligonucledtido sonda FRET que solapa la unién entre el ADN gendmico flanqueante y el inserto. La estructura Gnica
de la sonda FRET conlleva una estructura secundaria que mantiene las fracciones fluorescente y desactivadora de
fluorescencia en estrecha cercania. La sonda FRET y los cebadores de la PCR (un cebador en la secuencia de ADN
del inserto y uno en la secuencia gendémica flanqueante) son sometidos a un programa ciclico en presencia de
polimerasa termoestable y dNTPs. Tras una exitosa amplificacion mediante PCR, la hibridacion de la sonda FRET
con la secuencia objetivo da como resultado la eliminacién de la estructura secundaria de la sonda y la separacion
espacial de las fracciones fluorescente y desactivadora de fluorescencia. El resultado es una sefial fluorescente. Una
sefial fluorescente indica la presencia de la secuencia regidon genémica flanqueante/inserto transgénico debido a una
amplificacién e hibridacién exitosas.

El ensayo de sondas de hidrdlisis, también conocido como TagMan (PE Applied Biosystems, Foster City, Calif.), es
un método para detectar y cuantificar la presencia de una secuencia de ADN. Brevemente, se disefia un
oligonucledtido sonda FRET que solapa la unién entre el ADN gendmico flanqueante y el inserto. La sonda FRET y
los cebadores de la PCR (un cebador en la secuencia de ADN del inserto y uno en la secuencia gendmica
flanqueante) son sometidos a un programa ciclico en presencia de polimerasa termoestable y dNTPs. Durante la
amplificacion especifica, la ADN polimerasa Taq limpia y libera la fraccion fluorescente de la fraccion inhibidora de la
fluorescencia en la sonda FRET. Una sefal fluorescente indica la presencia de la secuencia region
flanqueante/inserto transgénico debido a una amplificacion e hibridacion exitosas.

Otro reto, entre muchos, es encontrar un gen de referencia adecuado para cada prueba. Por ejemplo, tal y como se
declara en el resumen de Czechowski et al., “Una coleccion excepcionalmente grande de datos procedentes de
estudios de genoma completo utilizando Affymetrix ATH1 GeneChip aportd los medios para la identificacion de una
nueva generacion de genes de referencia con unos niveles de expresion muy estables en la especie modelo para
plantas Arabidopsis (Arabidopsis thaliana). Cientos de genes de Arabidopsis superaron a genes de referencia
tradicionales en términos de estabilidad de expresion a lo largo del desarrollo y bajo una gran variedad de
condiciones ambientales.” (Czechowski ef al. (2005) Genome-wide identification and testing of superior reference
genes for transcript normalization in Arabidopsis. Plant Physiol. 139, 5-17.)

Brodmann et al. (2002) se refiere a la deteccion mediante PCR cuantitativa en tiempo real del contenido de maiz
transgénico en comida para cuatro variedades diferentes de maiz aprobadas en la Unién Europea. Brodmann, P.D.,
P.D., lig E.C., Berthoud H., y Herrmann, A. Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction Methods for Four
Genetically Modified Maize Varietes and Maize DNA Content in Food. J. of AOAC international 2002 85 (3)

Hernandez et al. (2004) menciona cuatro posibles genes para su uso en PCR en tiempo real. Hernandez, M.,
Duplan, M.-N., Berthier, G., Vaitilingom, M., Hauser, W., Freyer, R., Pla, M., y Bertheau, Y. Development and
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comparison of four real-time polymerase chain reaction systems for specific detection and quantification of Zea mays
L. J. Agric. Food Chem. 2004, 52, 4632-4637.

Costa et al. (2007) mird esos cuatro genes (también en el contexto de PCR en tiempo real) y concluyd que los genes
alcohol deshidrogenasa y zein eran los mejores genes de referencia para la deteccion de un “evento” de muestra (un
gen de la lectina) en problemas de contaminacion de alimentos transgénicos. Costa, L.D., y Martinelli L.
Development of a Real-Time PCR Method Based on Duplo Target Plasmids for Determining an Unexpected
Genetically Modified Soybean Intermix with Feed Components. J. Agric, Food Chem. 2007, 55, 1264-1273.

Huang et al. (2004) us6 el plasmido pMulM2 como molécula de referencia para la deteccion de los transgenes
MONB810 y NK603 en maiz. Huang y Pan, “Detection of Genetically Modified Maize MON819 and NK603 by Multiplex
and Real-Time Polymerase Chain Reaction Methods,” J. Agric. Food Chem., 2004, 52(11), pp3264-3268.

Gasparic et al. (2008) sugiere la tecnologia LNA, a partir de una comparacién con tecnologia de sondas ciclicas,
TagMan, y varias quimicas de PCR en tiempo real, para analizar cuantitativamente eventos en maiz (como
MON810). Gaspari¢, Cankar, Zel, y Gruden, “Comparison of different real-time PCR chemistries and their suitability
for detection and quantification of genetically modified organisms,” BMC Biotechnol. 2008; 8:26.

US 20070148646 se refiere a un método de extension de cebadores para la cuantificacion que requiere la
dispensacion controlada de nucleétidos individuales que pueden ser detectados y cuantificados por la cantidad de
nucledtidos incorporados. Esto es diferente al método de PCR TagMan que utiliza un gen de referencia interno.

Se ha utilizado con éxito un ensayo Invader para distinguir entre genotipos homocigotos y heterocigotos en el evento
TC1507. Gupta, M., Nirunsuksiri, W., Schulenberg, G., Hartl, T., Novat, S., Bryan, J., Vanopdorp, N., Bing, J. y
Thompson, S. A non-PCR-based Invader Assay Quantitatively Detects Single-Copy Genes in Complex Plant
Genomes. Mol. Breeding 2008, 21, 173-181.

Huabang (2009) se refiere a un método de analisis de cigosidad basado en PCR en maiz transgénico. Sin embargo,
parece que no se han usado genes de referencia. Huabang, “An Accurate and Rapid PCR-Based Zygosisty Testing
Method for Genetically Modified Maize,” Molecular Plant Breeding, 2009, Vol.7 No.3, 619-623.

Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona ensayos para detectar la presencia del evento de AAD-1 de maiz denominado
DAS-40278-9 (que tiene semillas depositadas en la American Type Culture Collection (ATCC) con el numero de
orden PTA-10244) en una muestra (de granos de maiz, por ejemplo). También se proporcionan los kits y las
condiciones utiles para llevar a cabo los ensayos.

Mas especificamente, la presente invencion se refiere parcialmente a ensayos de PCR TagMan para el evento AAD-
1 en maiz utilizando el gen enddégeno de referencia de maiz invertasa. Algunas realizaciones estan dirigidas a
ensayos capaces de realizar analisis de cigosidad de alto rendimiento. La presente invencion también se refiere, en
parte, al descubrimiento de un gen invertasa de referencia para su uso preferente en la determinacion de la
cigosidad.

Por consiguiente, esta invencion también se refiere en parte a la incorporacién en mejora vegetal de cualquiera de
los presentes métodos de deteccion. En algunas realizaciones, dicho evento puede “apilarse” con otros rasgos,
incluyendo, por ejemplo, otros genes de tolerancia a herbicidas y/o proteinas inhibidoras de insectos. Los presentes
procedimientos pueden ser utilizados para identificar univocamente lineas de maiz que comprenden el evento de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra una Estrategia de clonacion para el Inserto de ADN en el Evento de Maiz DAS-70278-9.

La Figura 2 es un diagrama de los Cebadores Utilizados en la Amplificacion mediante PCR para la Confirmacion de
las Regiones Limitrofes Flanqueantes del Evento de Maiz DAS-40278-9. El diagrama esquematico representa las
posiciones de los cebadores para la confirmacién de la secuenciacién completa del evento de AAD-1 de maiz DAS-
40278-9 desde los bordes 5’y 3'.

La Figura 3 muestra una Estrategia de clonacion para las Secuencias Limitrofes flanqueantes del evento de maiz
DAS-40278-9. ADN gendmico del evento de maiz DAS-40278-9 fue digerido con EcoRV, Stul, o Scal y se generaron
las correspondientes genotecas GenomeWalker™, que fueron utilizadas como moldes para la amplificacién de las
secuencias de ADN objetivo.

Descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 proporciona una secuencia de las secuencias genémicas flanqueantes 5’ y 3’ a cada lado del inserto
AAD-1, incluyendo el inserto, para el evento de maiz DAS-40278-9.
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SEQ ID NOs: 2-7 son los cebadores y sondas utilizadas segun la presente invencion.
SEQ ID NO: 8 es el amplicon del evento ejemplificado.

SEQ ID NO: 9 es el amplicon de referencia ejemplificado.

Descripcion detallada de la invencién

Maiz transgénico con el evento de AAD-1 DAS-40278-9 (que confiere tolerancia a herbicidas) fue generado a través
de transformacion mediada por Whisker. Ambas secuencias flanqueantes 5’ y 3’ del inserto transgénico AAD-1
fueron clonadas, secuenciadas, y caracterizadas tal y como se detalla en USSN 61/125.248 (presentada el 15 de
Agosto de 2009).

Los cebadores y una sonda especificos para TaqgMan fueron disefiados, tal como se detalla en la presente memoria,
parcialmente a partir de las secuencias de ADN localizadas en la unién 5 entre el inserto y la planta. La
especificidad de los cebadores y la sonda para el evento fue analizada exitosamente en formato duplex con la
invertasa de maiz como gen de referencia mediante PCR en tiempo real contra 16 eventos de AAD-1 de maiz
diferentes y dos variedades no transgénicas de maiz. Se desarrollaron los protocolos para los ensayos TagMan
especificos del evento de AAD-1 de maiz DAS-40278-9, tal y como se detalla en la presente memoria.

La presente solicitud describe los ensayos para detectar la presencia del evento de maiz transgénico DAS-40278-9
(también conocido como pDAS1740-278) en una muestra. Algunos aspectos de la presente descripcion incluyen
métodos para el disefio y/o la produccion de cualquier molécula diagndstica de acido nucleico ejemplificada o
sugerida en la presente memoria.

Esta solicitud también describe la mejora vegetal que incorpora cualquiera de estos métodos. En algunas
realizaciones, el evento puede ser “apilado” con otros rasgos (como otros genes de tolerancia a herbicidas y/o genes
que codifican para proteinas inhibidoras de insectos, por ejemplo). Lineas vegetales que comprendan el evento
pueden ser detectadas utilizando las secuencias descritas y sugeridas en la presente memoria.

En algunas realizaciones, esta solicitud describe la identificacién de lineas de maiz tolerantes a herbicida. La
presente solicitud describe la deteccion de la presencia del evento para determinar si la progenie de un cruzamiento
contiene el evento de interés. Ademas, se describe un método para la deteccion del evento que es util, por ejemplo,
para cumplir con los requisitos de las regulaciones que requieren una aprobacién y un etiquetado de los alimentos
procedentes de cultivos recombinantes antes de su comercializacion.

La presente invencion se refiere en parte a un ensayo de PCR TagMan basado en la fluorescencia utilizando el gen
enddgeno invertasa como control de referencia (nimero de copias) para un analisis de cigosidad de alto rendimiento
del evento de AAD-1 de maiz. La presente invencion también se refiere, en parte, al descubrimiento de un gen de
referencia prioritario, invertasa. Varios genes de referencia fueron identificados como posibles opciones.

La presente invencion también se refiere en parte al desarrollo de una PCR TagMan biplex de punto final para el
analisis de cigosidad especifico del evento de AAD-1. Ademas, la presente invencion esta relacionada en parte con
el desarrollo de kits para la mejora vegetal con AAD-1.

Los ensayos TagMan de punto final estan basados en una estrategia mas/menos, por la que “mas” significa que la
muestra es positiva para el gen analizado y “menos” significa que la muestra es negativa para el gen analizado.
Estos ensayos utilizan tipicamente dos conjuntos de oligonucleétidos para la identificacion de la secuencia del
transgén AAD-1 y de la secuencia del gen silvestre respectivamente, asi como sondas de doble etiqueta para medir
el contenido de secuencia del transgén o el gen silvestre.

Aunque el ensayo Invader ha sido una técnica robusta para la caracterizacion de eventos, es muy sensible a la
calidad del ADN. Ademas, el ensayo requiere una gran cantidad de ADN. El Invader también requiere un paso de
desnaturalizacion adicional que, si no es realizado adecuadamente, puede dar lugar a un ensayo fallido.
Adicionalmente, el mayor tiempo de ensayo de los ensayos Invader limita su flexibilidad en el manejo de un gran
numero de muestras de AAD-1 de forma eficiente para su analisis en un marco comercial. Una de las ventajas
principales de la presente invencion es el ahorro de tiempo y la eliminacion del paso de desnaturalizacion.

El presente analisis TagMan para la deteccién de eventos de AAD-1 ofrece ventajas sorprendentes respecto a
Invader, particularmente en el analisis de un gran niumero de muestras.

Esta invencion puede tener impacto en el desarrollo y caracterizacion de rasgos de tolerancia a herbicida
relacionados con AAD-1 en especies cultivadas que incluyen el maiz, la soja y el algodon.

En la presente memoria se proporcionan definiciones y ejemplos para ayudar en la descripcion de la presente
invencion y para guiar al experto en la técnica para realizar la invencion. Los términos han de ser entendidos segun
su uso convencional por parte de expertos en la técnica relevante excepto cuando se indique lo contrario. Se utiliza
la nomenclatura de las bases de ADN segun esta descrita en 37 CFR § 1.822. El término “progenie”, tal y como se
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emplea en esta memoria, denota la descendencia de cualquier generacion de una parcela progenitora que contenga
el evento de AAD-1 de maiz DAS-40278-9.

Un “evento” transgénico se produce por la transformacion de células vegetales con ADN heterdlogo, p. €j., una
construccion de acidos nucleicos que incluye el transgén de interés, la regeneracion de la poblacion de plantas que
resulta de la insercion del transgén en el genoma de la planta, y la seleccion de una planta particular caracterizada
por la inserciéon en una region particular del genoma. El término “evento” se refiere al transformante original y la
progenie del transformante que incluye el ADN heterdlogo. El término “evento” también se refiere a la progenie
producida por un cruzamiento entre el transformante y otra variedad que incluya el ADN genémico/transgén. Incluso
tras retrocruzamientos repetidos con el mismo parental recurrente, el ADN del transgén insertado y el ADN
genomico flanqueante (ADN genoémicol/transgén) del parental transformado esta presente en la progenie del
cruzamiento en la misma localizacién cromosémica. El término “evento” también se refiere al ADN del transformante
original y su misma progenie que comprende el transformante original y la progenie que resulta de su
autofecundacion y la linea parental que no contiene el ADN insertado.

Una “secuencia de union” abarca el punto en el que el ADN insertado en el genoma se une con el ADN del genoma
nativo de maiz que flanquea el punto de insercion. Se incluyen las secuencias de ADN que abarcan las inserciones
en los eventos descritos en la presente memoria y de ADN flanqueante de longitud similar.

La presente solicitud describe la identificacion del presente evento. Los cebadores de PCR y amplicones
relacionados se incluyen en la presente invencion. Estas moléculas pueden ser utilizadas para detectar o identificar
variedades o lineas de maiz transgénico comercializadas que deriven de las lineas de maiz transgénico objeto.

La secuencia entera del inserto, junto con porciones de las secuencias flanqueantes respectivas, se proporcionan en
la presente memoria como SED ID NO: 1. Las coordenadas de las secuencias del inserto y flanqueantes para este
evento respecto a SEQ ID NO: 1 (8.557 pares de bases en total) estan impresas debajo.

Flanqueante 5’ Inserto Flanqueante 3’
Restos (SEQ:29): 1-1.873 1.874-6.689 6.690-8.557
Longitud (pb): 1.873 pb 4.816 pb 1.868 bp

Los componentes del inserto AAD-1 y las secuencias flanqueantes para este evento estan ademas ilustradas en las
Figuras 1 hasta 3.

Las técnicas de deteccion de la presente invencion pueden ser utilizadas en conjuncion con la mejora vegetal, para
determinar qué plantas de la progenie contienen un evento determinado, tras el cruzamiento de la planta parental
que contiene un evento de interés con otra linea vegetal en un esfuerzo para impartir uno o mas rasgos de interés
adicionales en la progenie. Los métodos presentes son de utilizad, por ejemplo, en programas de mejora vegetal de
maiz asi como en controles de calidad, especialmente para semillas de maiz transgénico comercializadas. Esto
también puede beneficiar el registro y administracion de productos. Estos métodos pueden ser utilizados para
acelerar las estrategias de mejora vegetal.

En algunas realizaciones, el ensayo TagMan de punto final basado en fluorescencia para el andlisis de cigosidad
permite que los resultados para la identificacion del evento de AAD-1 de maiz y el gen de referencia sean leidos
directamente en un lector de placas.

La presente solicitud describe aplicaciones en mejora vegetal como el analisis de la introgresion del evento de AAD-
1 en otras lineas de maiz.

Los métodos de deteccion y kits para la presente solicitud pueden ser utilizados para identificar eventos de acuerdo
con la presente solicitud. Los métodos y kits de la presente invencion pueden ser utilizados para estrategias de
mejora vegetal aceleradas y para establecer la informacion de ligamiento.

Las técnicas de deteccion de la presente solicitud son especialmente utiles en conjuncidon con la mejora vegetal,
para determinar que plantas de la progenie contienen un evento determinado, tras el cruzamiento de la planta
parental que contiene un evento de interés con otra linea vegetal en un esfuerzo para impartir uno o0 mas rasgos de
interés adicionales en la progenie. Estos métodos de analisis mediante PCR Tagman benefician a los programas de
mejora vegetal de maiz asi como a los controles de calidad, especialmente para semillas de maiz transgénico
comercializadas. También se pueden hacer y utilizar los kits de deteccion mediante PCR Tagman para estas lineas
de maiz transgénico. Esto también puede beneficiar el registro y la administracion de productos.

Todavia mas, los presentes métodos pueden ser utilizados para estudiar y caracterizar los procesos de integracion
de transgenes, las caracteristicas de los sitios de integracion gendmicos, la clasificaciéon de los eventos, la
estabilidad de los transgenes y sus secuencias flanqueantes, y la expresion génica (especialmente relacionada con
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el silenciamiento génico, los patrones de metilacion de los transgenes, los efectos de posicion, y elementos
potencialmente relacionados con la expresion como MARS [Matrix Attachment Regions] , y similares).

Como se emplea en esta memoria, el término “maiz” se refiere a Zea mays e incluye todas las variedades que
asimismo pueden reproducirse con el maiz.

Esta solicitud describe ademas procesos para realizar cruzamientos utilizando métodos de la presente invencion.
Por ejemplo, la presente solicitud describe un método para producir semillas hibridas F1 mediante el cruzamiento de
una planta ejemplificada con una planta diferente (p. €j. un parental endégamo), la cosecha de las semillas hibridas
resultantes, y la deteccion del evento objeto. Las caracteristicas de las plantas resultantes también pueden ser
mejoradas mediante la incorporacién de métodos de la presente invencion.

Una planta de maiz tolerante a herbicidas puede ser obtenida mediante el cruzamiento entre una primera planta de
maiz parental consistente en una planta de maiz crecida a partir de semillas de una linea referida en la presente
memoria, y una segunda planta de maiz parental, produciendo de este modo una multitud de plantas de la primera
progenie; y entonces la seleccion de la primera planta de la progenie que sea resistente a un herbicida (o que posea
el evento objeto); y la autofecundacion de la planta de la primera progenie, produciendo de este modo una multitud
de plantas de la segunda progenie; y entonces la seleccion, de entre las plantas de la segunda progenie, de una
planta que sea resistente a un herbicida (o que posea al menos uno de los eventos). Estos pasos pueden ademas
incluir el retrocruzamiento de la planta de la primera progenie o de la planta de la segunda progenie con la segunda
planta de maiz parental o con una tercera planta de maiz parental. Un cultivo de maiz compuesto por semillas de
maiz de la presente invencion, o su misma progenie, puede entonces ser sembrado.

También se puede entender que dos plantas transgénicas diferentes pueden cruzarse también para producir una
descendencia que contenga dos genes exdgenos afiadidos que segreguen independientemente. La autofecundacion
de la progenie adecuada puede producir plantas que sean homocigotas para ambos genes exdgenos afiadidos. El
retrocruzamiento con una planta parental o el cruzamiento con una planta no transgénica también han sido
contemplados, asi como la propagacion vegetativa. Se conocen en la técnica otros métodos de mejora vegetal
utilizados comunmente para diferentes rasgos y cultivos. La mejora vegetal mediante retrocruzamientos ha sido
utilizada para transferir genes de un rasgo altamente heredable de herencia simple en un cultivar homocigoto de
interés o linea endégama, que es el parental recurrente. La fuente del rasgo a ser transferido es denominado
parental donante. Se espera que la planta resultante tenga atributos del parental recurrente (p. €j., un cultivar) y el
rasgo de interés transferido desde el parental donante. Tras el cruzamiento inicial, se seleccionan individuos que
poseen el fenotipo del parental donante y son cruzados (retrocruzados) repetidamente con el parental recurrente. Se
espera que el parental resultante tenga los atributos del parental recurrente (p.ej. un cultivar) y el rasgo de interés
transferido desde el parental donante.

La presente invencion puede ser utilizada en conjuncion con métodos de mejora vegetal asistida por marcadores
(MAB). Del mismo modo, moléculas de ADN de la presente invencion pueden ser utilizados con otros métodos (tal
como marcadores AFLP, marcadores RFLP, marcadores RAPD, SNPs y SSRs) que identifican rasgos de interés
agrondmico ligados genéticamente. El rasgo de tolerancia a herbicidas puede ser monitorizado en la progenie de un
cruzamiento (o en su misma progenie con cualquier otro cultivar o variedad de maiz) utilizando los métodos de MAB.
Los métodos de la presente invencion pueden ser utilizados para identificar cualquier variedad de maiz que
contenga el evento objeto.

Los métodos descritos en la presente solicitud incluyen un método para la producciéon de una planta de maiz
tolerante a herbicida en el que dicho método comprende la mejora vegetal con una planta que contiene el evento.
Los métodos preferidos comprenden ademas la seleccion de la progenie de dicho cruzamiento mediante el analisis
de dicha progenie para un evento detectable conforme a la presente invencién. Por ejemplo, la presente invencion
puede ser utilizada para monitorizar el evento objeto a lo largo de ciclos de mejora vegetal con plantas que incluyen
otros rasgos de interés, como rasgos agronomicos. Por ejemplo, se pueden detectar, identificar, seleccionar, y usar
rapidamente en futuras rondas de mejora vegetal plantas que incluyan el evento y el rasgo de interés. El
evento/rasgo puede ser combinado a través de la mejora vegetal, y monitorizado de acuerdo con la presente
invencion, con rasgos de resistencia a insectos y/o mas rasgos de tolerancia a herbicidas. Una realizacion preferida
de los ultimos es una planta que contenga evento objeto combinado con un gen que codifique la resistencia para un
herbicida de imidazolinona, glifosato, y/o glufosinato. El gen de tolerancia al dicamba puede ser utilizado en algunas
realizaciones.

Asi, la presente invencién puede ser combinada con, por ejemplo, rasgos que codifiquen resistencia al glifosato (p.
ej., EPSPS, GOX, GAT de plantas resistentes o bacterianos), resistencia al glufosinato (p. €j., Pat, bar), resistencia a
herbicidas inhibidores de la acetolactato sintasa (ALS) (p. €j., imidazolinonas [como imazetapir], sulfonilureas,
triazolopirimidina sulfonanilida, pirmidiniltiobenzoatos, y otros productos quimicos [Csr1, SurA, et al.]), resistencia al
bromoxinil (p. ej., Bxn), resistencia a inhibidores de la enzima HPPD (4-hidroxifenil piruvato dioxigenasa), resistencia
a inhibidores de la fitoeno desaturasa (PDS), resistencia a herbicidas inhibidores del fotosistema Il (p. ej., pdbA),
resistencia a herbicidas inhibidores del fotosistema |, resistencia a herbicidas inhibidores de la protoporfirinégeno
oxidasa IX (PPO), resistencia a herbicidas de fenilurea (p. €j., CYP76B1), enzimas degradadoras de la dicamba (ver,
p. €j., US 20030135879), y otros pueden ser apilados por si mismos o en multiples combinaciones para proporcionar
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la habilidad de controlar de forma efectiva o prevenir cambios en la composicién de las malas hierbas y/o la
resistencia a cualquier herbicida de las clases anteriormente mencionadas.

Respecto a herbicidas adicionales, algunos otros inhibidores de la ALS (también denominados AHAS) preferidos
incluyen las triazolopirimidina sulfonanilidas (como cloransulam metil, diclosulam, florasulam, metosulam, vy
penoxsulam), pirimidiniltiobenzoatos (como bispiribac y piritiobac), y flucarbazone. Algunos inhibidores de la HPPD
preferidos incluyen mesotriona, isoxaflutol, y sulcotriona. Algunos inhibidores de la PPO preferidos incluyen
flumiclorac, flumioxazina, flufenpir, piraflufen, flutiacet, butafenacil, carfentrazona, sulfentrazona, y los difeniléteres
(como acifluorfeno, fomesafeno, lactofeno, y oxifuorfeno).

Como se emplea en esta memoria, una “linea” es un grupo de plantas que muestran poca o ninguna variacion
genética entre individuos para al menos un rasgo. Dichas lineas podrian ser creadas mediante varias generaciones
de autofecundacion y seleccion, o propagacion vegetativa desde un solo parental utilizando técnicas de cultivo de
tejidos o de células.

Como se emplea en esta memoria, los términos “cultivar” y “variedad” son sindnimos y hacen referencia a una linea
que es utilizada para la produccién comercial.

“Estabilidad” o “estable” significa que, respecto a un componente, dicho componente es mantenido de generacion en
generacion y, preferiblemente, en al menos tres generaciones sustancialmente al mismo nivel, p. €j., preferiblemente
al +15%, mas preferiblemente al +10%, lo mas preferible al +5%. La estabilidad puede ser afectada por la
temperatura, la localizacion, el estrés y el momento de sembrado. La comparacion de generaciones subsecuentes
bajo condiciones de cultivo debe producir el componente de manera similar.

La “utilidad comercial” se define como tener un buen vigor de planta y una alta fertilidad, de manera tal que el cultivo
puede ser producido por granjeros utilizando equipamiento de granja tradicional, y que el aceite con los
componentes descritos puede ser extraido de las semillas utilizando equipamientos convencionales de trituracion y
extraccion. Para que el rendimiento, medido como peso de las semillas, contenido en aceite, y produccion total de
aceite por acre, sea de utilidad comercial debe estar dentro de un rango del 15% del rendimiento promedio de otra
variedad comercial de maiz comparable sin los rasgos de valor afiadido cultivada en la misma region.

“Elite agronémica” significa que una linea contiene caracteristicas agronémicas deseables como el rendimiento, la
madurez, la resistencia a enfermedades, y similares, ademas de la resistencia a insectos debida de determinado
evento o eventos. Los rasgos agronémicos pueden presentarse individualmente o en cualquier combinacion.

Tal y como un experto en la técnica reconocera a la luz de la descripcion, las realizaciones preferidas de los kits de
deteccion, por ejemplo, pueden incluir sondas y/o cebadores. Por ejemplo, esto incluye sondas de polinucleétidos,
cebadores y/o amplicones tal y como se indica en la presente memoria.

Un experto en la técnica también reconocera que los cebadores y las sondas pueden ser disefiadas para hibridar,
bajo un rango condiciones de hibridacion estandar y/o de PCR, con un segmento de SEQ ID NO: 1 (o la secuencia
complementaria), y con sus mismas secuencias complementarias, en donde el cebador o la sonda no son
perfectamente complementarias a la secuencia ejemplificada. Por tanto, se puede tolerar cierto grado de
discordancia. Por ejemplo, para un cebador de aproximadamente 20 nucledtidos, tipicamente un par nucleétidos no
necesitan unirse a la cadena opuesta si las bases discordantes estan situadas en la parte interna o en el extremo del
cebador opuesto al amplicén. Mas adelante se proveen varias condiciones de hibridacién apropiadas. En las sondas
también se pueden utilizar analogos sintéticos de nucledtidos, como la inosina. También se pueden utilizar sondas
de acidos peptidonucleicos (PNA) asi como sondas de ADN y ARN. Lo que es importante es que dichas sondas y
cebadores sean diagnosticos (capaces de identificar y distinguir inequivocamente) para la presencia de un evento de
la presente invencion.

Los componentes de cada uno de los “insertos” se ilustran en las Figuras 1 hasta 3. Las secuencias
polinucleotidicas de ADN para esos componentes, o sus fragmentos, pueden ser utilizados como cebadores de ADN
o sondas en los métodos de la presente invencion.

Las secuencias de ADN que constituyen un fragmento contiguo de las regiones del nuevo transgén/insercion
gendmica son descritas en la presente memoria. También se incluyen las secuencias de ADN que estan constituidas
por una cantidad suficiente de polinucleétidos de la secuencia del inserto transgénico y una cantidad suficiente de
polinucledtidos de la secuencia gendmica del maiz y/o de secuencias que son utiles como cebadores para la
produccion de un amplicon diagndéstico para una o mas de estas plantas de maiz.

Las realizaciones relacionadas pertenecen a secuencias de ADN que comprenden al menos 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 ,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, o mas nucledtidos contiguos de una porcioén transgénica de
una secuencia de ADN identificada en la presente memoria, o su complementaria. Dichas secuencias pueden ser
Utiles como cebadores de ADN en métodos de amplificacion de ADN. Los amplicones producidos utilizando estos
cebadores son diagnoésticos para el evento de maiz mencionado en la presente memoria. Por lo tanto, la invencion
también incluye amplicones y los amplicones producidos por dichos cebadores de ADN y sus cebadores homologos.
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Esta solicitud describe métodos para detectar la presencia de ADN, en una muestra, que se corresponda con el
evento de maiz mencionado en la presente memoria. Dichos métodos pueden comprender: (a) poner en contacto la
muestra que contiene ADN con el conjunto de cebadores que, cuando son utilizados en una reaccion de
amplificacién de acidos nucleicos con ADN de al menos uno de estos eventos de maiz, producen un amplicén que
es diagndstico para dicho evento o eventos; (b) llevar a cabo una reaccion de amplificacion de ADN, produciendo de
esta manera el amplicén; y (c) detectar el amplicén.

Mas métodos de deteccién de la presente describen un método para detectar la presencia de ADN, en una muestra,
que corresponde con al menos uno de dichos eventos, en donde dicho método comprende: (a) poner en contacto la
muestra que contiene ADN con una sonda que hibrida bajo condiciones de hibridacion astringentes con ADN de al
menos uno de dicho eventos de maiz y que no hibrida bajo condiciones de hibridaciéon astringentes con una planta
de maiz control (ADN no perteneciente al evento de interés); (b) someter la muestra y la sonda a condiciones de
hibridacion astringentes; y (c) detectar la hibridaciéon de la sonda con el ADN.

Esta solicitud describe métodos para detectar la presencia de ADN, en una muestra, de al menos una planta de
maiz referida en la presente memoria. Dicho métodos pueden comprender: (a) poner en contacto la muestra que
contiene ADN con un conjunto de cebadores que, cuando son utilizados en una reaccion de amplificacion de acidos
nucleicos, de la presente invencion, con ADN de al menos uno de estos eventos de maiz; (b) llevar a cabo
reacciones de amplificacion mediante PCR TagMan utilizando un gen de referencia identificado en la presente
memoria; y (c) analisis de los resultados.

En todavia mas realizaciones, la presente solicitud describe métodos para producir una planta de maiz que incluya
el evento AAD-1 de la presente invencion, en el que dicho método comprende los pasos de: (a) cruzar la primera
linea parental de maiz (que incluye casetes de expresion de la presente invencion, que confiere dicho rasgo de
resistencia a herbicidas en plantas de dicha linea) con una segunda linea parental de maiz (que carece de este
rasgo de tolerancia a herbicidas) produciendo de este modo una multitud de plantas de la progenie; y (b) seleccionar
una planta de la progenie mediante el uso de marcadores moleculares. Dichos métodos pueden comprender
opcionalmente un paso mas de retrocruzamiento de la planta de la progenie con la segunda linea parental de maiz
para producir una linea pura de maiz que incluya dicho rasgo de tolerancia a herbicidas.

Segun otro aspecto de la invencion, se proporcionan los métodos para determinar la cigosidad de la progenie de un
cruzamiento que incluya el presente evento. Dichos métodos pueden comprender poner en contacto una muestra,
que comprende ADN de maiz, con un conjunto de cebadores de la presente invencion. Dichos cebadores, cuando
son utilizados en una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos con ADN gendmico de al menos uno de dichos
eventos de maiz, produce un primer amplicon que es diagnostico para al menos uno de dichos eventos. Dichos
métodos pueden comprender ademas llevar a cabo una reaccion de amplificacién de acidos nucleicos, produciendo
de este modo el primer amplicon; detectar el primer amplicon; y poner en contacto la muestra que incluye ADN de
maiz con dicho conjunto de cebadores que, cuando son utilizados en una reaccién de amplificacion de acidos
nucleicos con ADN gendmico de plantas de maiz, produce un segundo amplicon que incluye ADN gendmico de maiz
que es homologo a la regidon gendmica de maiz; y llevar a cabo una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos,
produciendo de este modo el segundo amplicon. Los métodos comprenden ademas detectar el segundo amplicon, y
comparar el primer y segundo amplicones en una muestra, en el que la presencia de ambos amplicones indica que
la muestra es heterocigota para la insercion del transgén.

Pueden desarrollarse kits de deteccion de ADN utilizando las composiciones descritas en la presente memoria y
métodos conocidos en la técnica de deteccion de ADN. Los kits son Utiles para la deteccién del presente evento de
ADN de maiz en una muestra y pueden ser aplicados a métodos para la mejora vegetal de plantas de maiz que
contengan este ADN. Los kits contienen secuencias de ADN homélogas o complementarias de los amplicones, por
ejemplo, descritas en la presente memoria, o de secuencias de ADN homodlogas o complementarias del ADN
contenido en los elementos genéticos del transgén de los presentes eventos. Estas secuencias de ADN pueden ser
utilizadas en reacciones de amplificacion de ADN o como sondas en un método de hibridacién de ADN. Los kits
también pueden contener los reactivos y materiales necesarios para llevar a cabo el método de deteccion.

Una “sonda” es una molécula aislada de acido nucleico que estd unida a una etiqueta o molécula reportera
convencional (como un isétopo radiactivo, un ligando, un agente quimioluminiscente, o una enzima). Dicha sonda es
complementaria a una cadena del acido nucleico objetivo, en el caso de la presente invencion, a una cadena de
ADN gendémico de uno de dicho eventos de maiz, tanto de una planta de maiz como de una muestra que contenga
ADN del evento. De acuerdo de con la presente invencion, las sondas no solo incluyen los acidos
desoxirribonucleico o ribonucleico sino también poliamidas y otros materiales sonda que se unen especificamente
con una secuencia de ADN objetivo y que pueden ser utilizadas para detectar la presencia de esa secuencia de
ADN objetivo.

Los “cebadores” son acidos nucleicos aislados/sintetizados que se alinean con una cadena de ADN complementaria
objetivo mediante la hibridacion de acidos nucleicos para formar un hibrido entre el cebador y la cadena de ADN
objetivo, que es alargada a lo largo de la secuencia de ADN objetivo por una polimerasa, p. €j., una ADN polimerasa.
Los pares de cebadores de la presente invencion hacen referencia a su uso para la amplificacion de una secuencia
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de acidos nucleicos objetivo, p. €., mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) u otros métodos
convencionales de amplificacion de acidos nucleicos.

Las sondas y los cebadores son tienen normalmente una longitud de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74,75,76, 77,78, 79, 80,
81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108,
109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131,
132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154,
155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177,
178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200,
201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223,
224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246,
247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269,
270, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291, 292,
293, 294, 295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 314, 315,
316, 317, 318, 319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337, 338,
339, 340, 341, 342, 343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356, 357, 358, 359, 360, 361,
362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375, 376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384,
385, 386, 387, 388, 389, 390, 391, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398, 399, 400, 401, 402, 403, 404, 405, 406, 407,
408, 409, 410, 411, 412, 413, 414, 415, 416, 417, 418, 419, 420, 421, 422, 423, 424, 425, 426, 427, 428, 429, 430,
431, 432, 433, 434, 435, 436, 437, 438, 439, 440, 441, 442, 443, 444, 445, 446, 447, 448, 449, 450, 451, 452, 453,
454, 455, 456, 457, 458, 459, 460, 461, 462, 463, 464, 465, 466, 467, 468, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475, 476,
477, 478, 479, 480, 481, 482, 483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499,
500 o mas nucleodtidos. Dichas sondas y cebadores se hibridan especificamente con una secuencia objetivo bajo
condiciones de hibridacion altamente astringentes. Segun la presente invencion, las sondas y los cebadores tienen
una similitud de secuencia completa respecto a la secuencia objetivo, aunque se pueden disefiar mediante métodos
convencionales sondas que discrepen de la secuencia objetivo y que retengan la habilidad de hibridar con las
secuencias objetivo.

Se han descrito métodos para la preparacion y el uso de sondas y cebadores, por ejemplo, en Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 ed., vol. 1-3, ed. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y., 1989. Los pares de cebadores de PCR pueden derivar de una secuencia conocida, por ejemplo, utilizando
programas de ordenador para dicho propésito.

Los cebadores y sondas basados en las secuencias de ADN flanqueantes y del inserto que se describen en la
presente memoria pueden ser utilizados para confirmar (y, si es necesario, corregir) las secuencias descritas
mediante métodos convencionales, p. ej., mediante la repeticion de la clonaciéon molecular y la secuenciacion de
dichas secuencias.

Las sondas y cebadores de acido nucleico de la presente invencion hibridan bajo condiciones astringentes con la
secuencia de ADN objetivo. Cualquier método convencional de hibridacion o amplificacion de acidos nucleicos
puede ser utilizado para identificar la presencia de ADN de un evento transgénico en una muestra. Las moléculas o
fragmentos de acido nucleico son asi mismo capaces de hibridar especificamente con otras moléculas de acido
nucleico bajo ciertas circunstancias. Tal y como se emplea en la presente memoria, se dice que dos moléculas de
acido nucleico son capaces de hibridar especificamente la una con la otra si las dos moléculas son capaces de
formar una estructura de acido nucleico antiparalela de doble cadena. Se dice que una molécula de acido nucleico
es el “complemento” de otra molécula de acido nucleico si muestran complementariedad completa. Tal y como se
emplea en la presente memoria, se dice que unas moléculas muestran “complementariedad completa” cuando cada
nucledtido de una de las moléculas es complementario a un nucleétido de las otras. Se dice que dos moléculas son
“minimamente complementarias” si pueden hibridar la una con la otra con suficiente estabilidad como para permitir
que se mantengan alineadas la una con la otra bajo condiciones convencionales de como minimo “baja
astringencia”. De manera similar, se dice que las moléculas son “complementarias” si pueden hibridar la una con la
otra con suficiente estabilidad como para permitir que se mantengan alineadas la una con la otra bajo condiciones
convencionales de “alta astringencia”. Las condiciones convencionales de astringencia se describen en Sambrook et
al. 1989. Las desviaciones de la complementariedad completa son por tanto permisibles, siempre y cuando dichas
desviaciones no descarten completamente la capacidad de las moléculas de formar una estructura de doble cadena.
Para que una molécula de acido nucleico sirva como cebador o sonda soélo necesita ser suficientemente
complementaria en su secuencia como para ser capaz de formar una estructura de doble cadena bajo las
concentraciones particulares de disolvente y sal empleadas.

Tal y como se emplea en la presente memoria, una secuencia sustancialmente homéloga es una secuencia de acido
nucleico que hibrida especificamente a la secuencia de acido nucleico complementaria con la que esta siendo
comparada bajo condiciones de alta astringencia. El término “condiciones astringentes” se define funcionalmente
respecto a la hibridacion de una sonda de acido nucleico con un acido nucleico objetivo (esto es, a una secuencia
particular de acido nucleico de interés) mediante el protocolo de hibridacion especifico discutido en Sambrook et al.
1989, en 9.52-9.55. Ver también en Sambrook et al. 1989 en 9.47-9.52 y 9.56-9.58. Por lo tanto, las secuencias
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nucleotidicas de la invencion pueden ser utilizadas por su habilidad de formar selectivamente moléculas de cadena
doble con regiones complementarias de fragmentos de ADN.

Dependiendo de la aplicacion concebida, se pueden utilizar condiciones variables de hibridacion para conseguir
grados variables de selectividad de la sonda hacia la secuencia objetivo. Para aplicaciones que requieran alta
selectividad, se emplean normalmente condiciones relativamente astringentes para formar los hibridos, p. €j., se
seleccionarian condiciones de baja salinidad y/o alta temperatura, como las que proporcionan entre 0,02 M a 0,15 M
de NaCl y temperaturas de entre 50°C y 70°C. Las condiciones astringentes, por ejemplo, pueden suponer lavar el
filtro de hibridacion al menos dos veces con un tampon de lavado de alta astringencia (0,2X SSC, 0,1% SDS, 65°C).
Los expertos en la técnica conocen las condiciones de astringencia apropiadas que promueven la hibridacion de
ADN como, por ejemplo, 6,0X cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a unos 45°C, seguido de un lavado de 2,0X
SSC a 50°C. Por ejemplo, se puede elegir la concentracion de sal en la etapa de lavado para una baja astringencia
con alrededor de 2,0X SSC a 50°C hasta una alta astringencia con alrededor de 0,2X SSC a 50°C. Ademas, la
temperatura de la etapa de lavado se puede incrementar desde unas condiciones de baja astringencia a temperatura
ambiente, alrededor de 22°C, hasta condiciones de alta astringencia a alrededor de 65°C. Tanto la temperatura
como la sal se pueden variar, o tanto la temperatura como la concentracién de sal se pueden mantener constantes
mientras la otra variable se varia. Unas condiciones tan selectivas toleran muy poca, o ninguna, discrepancia entre
la sonda y la cadena molde u objetivo. La deteccion de secuencias de ADN mediante hibridacion es conocida por los
expertos en la técnica, y las ensefianzas de U.S. Patent Nos. 4.965.188 y 5.176.995 son ejemplares para los
métodos de analisis de hibridacion.

En una realizacién particularmente preferida, un acido nucleico de la presente invencion hibridara especificamente
con uno o mas de los cebadores (0o amplicones u otras secuencias) ejemplificadas o sugeridas en la presente
memoria, incluyendo complementos y fragmentos de las mismas, bajo condiciones de alta astringencia. En un
aspecto de la presente invencion, una molécula de acido nucleico de la presente invencion tiene la secuencia de
acido nucleico descrita en SEQ ID NOS: 2-7, o complementos y/o fragmentos de la misma.

En otro aspecto de la presente invencién, una molécula marcadora de acido nucleico de la presente invencion
comparte entre el 80% y el 100%, o el 90% y el 100% de la identidad de secuencia con dichas secuencias de acido
nucleico. En otro aspecto de la presente invencion, una molécula marcadora de acido nucleico de la presente
invencion comparte entre el 95% y el 100% de identidad de secuencia con dicha secuencia. Dichas secuencias
pueden ser utilizadas como marcadores en métodos de mejora vegetal para identificar la progenie de cruzamientos.
La hibridacion de la sonda con la molécula de ADN objetivo puede ser detectada mediante los métodos conocidos
por los expertos en la técnica, que pueden incluir, pero no se limitan a, etiquetas fluorescentes, radiactivas, basadas
en anticuerpos, y quimioluminiscentes.

En relacién con la amplificacion de la secuencia de acido nucleico objetivo (p. €j., mediante PCR) utilizando un par
de cebadores de amplificacion particulares, las “condiciones astringentes” son condiciones que permiten al par de
cebadores hibridar unicamente con la secuencia de acido nucleico objetivo para la que un cebador que tiene la
secuencia silvestre correspondiente (o su complementaria) se uniria y produciria preferiblemente un Unico producto
de amplificacion, el amplicon.

El término “especifico para (una secuencia objetivo)” indica que una sonda o cebador hibrida bajo condiciones
astringentes de hibridacion solamente con la secuencia objetivo en una muestra que contiene la secuencia objetivo.

Tal y como se emplea en la presente memoria, “ADN amplificado” o “amplicén” se refiere al producto de una
amplificaciéon de acidos nucleicos de una secuencia de acido nucleico objetivo que forma parte de un molde de acido
nucleico. Por ejemplo, para determinar si la planta de maiz resultante de un cruzamiento contiene el ADN genémico
del evento transgénico de la planta de maiz de la presente invencion, el ADN extraido de una muestra de tejido foliar
de la planta de maiz puede ser sometido a un método de amplificacion de acidos nucleicos utilizando un par de
cebadores que incluya un cebador derivado de la secuencia flanqueante en el genoma de la planta adyacente al sitio
de insercion del ADN heterdlogo insertado, y un segundo cebador derivado del ADN heterdlogo insertado para
producir un amplicén que es diagnostico para la presencia del ADN del evento. El amplicon tiene una longitud y una
secuencia que son también diagndsticas para el evento. EI amplicén puede oscilar en tamafio entre la longitud
combinada del par de cebadores mas un par de bases nucleotidicas, y/o la longitud combinada del par de cebadores
mas 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74,75,76,77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119,
120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142,
143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165,
166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177,178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188,
189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211,
212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234,
235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257,
258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280,
281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303,
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304, 305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 326,
327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337, 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344, 345, 346, 347, 348, 349,
350, 351, 352, 353, 354, 355, 356, 357, 358, 359, 360, 361, 362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369, 370, 371, 372,
373, 374, 375, 376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386, 387, 388, 389, 390, 391, 392, 393, 394, 395,
396, 397, 398, 399, 400, 401, 402, 403, 404, 405, 406, 407, 408, 409, 410, 411, 412, 413, 414, 415, 416, 417, 418,
419, 420, 421, 422, 423, 424, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 431, 432, 433, 434, 435, 436, 437, 438, 439, 440, 441,
442, 443, 444, 445, 446, 447, 448, 449, 450, 451, 452, 453, 454, 455, 456, 457, 458, 459, 460, 461, 462, 463, 464,
465, 466, 467, 468, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475, 476, 477, 478, 479, 480, 481, 482, 483, 484, 485, 486, 487,
488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, o 500, 750, 1.000, 1.250, 1.500, 1.750, 2.000 o mas
pares de bases nucleotidicas (mas o menos cualquiera de los incrementos listados anteriormente). Alternativamente,
un par de cebadores puede derivar de las secuencias flanqueantes a ambos lados del ADN insertado para producir
asi un amplicén que incluya la secuencia nucleotidica insertada entera. Un miembro del par de cebadores derivado
de la secuencia gendmica de la planta puede estar localizado a distancia de la secuencia de ADN insertado. Esta
distancia puede oscilar entre un par de bases nucleotidicas hasta alrededor de veinte mil pares de bases
nucleotidicas. El uso del término “amplicon” excluye especificamente los dimeros de cebadores que se pueden
formar en la reaccién de amplificacion termal de ADN.

La amplificaciéon de acidos nucleicos puede ser conseguida mediante cualquiera de los varios métodos de
amplificaciéon de acidos nucleicos conocidos en la técnica, incluyendo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Se conocen en la técnica una variedad de métodos de amplificacion y estan descritos, entre otros, en U.S. Patent
No. 4.683.195 y U.S. Patent No. 4.683.202. Se han desarrollado métodos de amplificacion mediante PCR para
amplificar hasta 22 Kpb de ADN gendmico. Estos métodos asi como otros métodos conocidos en la técnica de
amplificacién de ADN pueden ser utilizados en la practica de la presente invencion. La secuencia del inserto de ADN
heterdlogo transgénico o la secuencia genémica flanqueante de un evento de maiz puede ser verificada (y corregida
si es necesario) mediante la amplificacion de dichas secuencias del evento utilizando cebadores derivados de las
secuencias provistas en la presente memoria seguida de la secuenciacion de ADN estandar del amplicon de PCR o
del ADN clonado.

El amplicdn producido por estos métodos puede ser detectado mediante una variedad de métodos. Un método
comun y bien conocido de deteccion de amplicones de ADN es la electroforesis en gel de agarosa y la tincion con
bromuro de etidio. Otro método es el Genetic Bit Analysis en el que un oligonucleétido de ADN se disefia para
solapar tanto la secuencia de ADN gendmico flanqueante como la secuencia de ADN insertado. El oligonucleétido
es inmovilizado en los pocillos de una placa de micropocillos. Después de una PCR de la region de interés
(utilizando un cebador en la secuencia insertada y uno en la secuencia gendmica flanqueante adyacente), el
producto de PCR de cadena simple puede ser hibridado con el oligonucleétido inmovilizado y servir como molde
para una reaccion de extension de una sola base utilizando polimerasa de ADN y ddNTP marcados especificos para
la siguiente base esperada. La lectura puede estar basada en la fluorescencia o en ELISA. Una sefal indica la
presencia de la secuencia inserto/flanqueante debido al éxito en la amplificacion, hibridacion y extension de una sola
base.

Se utilizan las siguientes abreviaturas salvo que se indique lo contrario.
AAD-1: ariloxialcanoato dioxigenasa-1

pb: par de bases

°C: grados Celsius

ADN: acido desoxirribonucleico

DIG: digoxigenina

EDTA: acido etilenediaminotetraacético
kpb: kilobase

Mg: microgramo

pl: microlitro

ml: mililitro

M: masa molar

OLP: sonda solapante

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PTU: unidad de transcripcién vegetal
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SDS: dodecilsulfato sédico

SOP: protocolo de operacion estandar

SSC: una disolucion tampon que contiene una mezcla de cloruro saédico y citrato sédico, pH 7,0
TBE: una disolucion tampon que contiene una mezcla de Tris base, acido borico y EDTA, pH 8,3
V: voltios

Ejemplos

Ejemplo 1. Ensayo TagMan especifico de evento

Se desarrollé un ensayo TagMan especifico de evento para detectar la presencia en maiz del evento DAS-40278-9 y
para determinar el estado de cigosidad de las plantas en poblaciones de mejora vegetal. Para desarrollar un ensayo
especifico de evento, se disefiaron cebadores y sondas TagMan especificas de acuerdo con las secuencias de ADN
localizadas en la union 5’ entre el inserto y la planta. Para la deteccion especifica de DAS-40278-9, se amplificd un
fragmento de ADN de 73 pb que abarca la uniéon 5 de la integracion utilizando dos cebadores especificos. La
amplificacion de este producto de PCR fue medida mediante una sonda MGB especifica para el objetivo sintetizada
por Applied Biosystems que contiene el reportero FAM en su extremo 5. Se analiz6 la especificidad de este método
de detecciéon TagMan para el evento de AAD-1 de maiz DAS-40278-9 contra 16 eventos de AAD-1 de maiz
diferentes y una variedad no transgénica de maiz en formato duplex con el gen endégeno de referencia especifico
de maiz, Invertasa.

Ejemplo 1.1. Aislamiento de ADNg

Muestras de ADNg de 15 eventos de AAD-1 de maiz diferentes y variedades no transgénicas de maiz fueron
analizados en este estudio. Se extrajo ADNg mediante dos aproximaciones, el kit de Qiagen o CTAB. Para las
muestras de ADNg extraidas con el kit de Qiagen, se utilizaron ocho discos foliares frescos de maiz de acuerdo con
un protocolo modificado de Qiagen DNeasy 96 Plant Kit. Para las muestras de ADNg extraidas mediante el uso del
protocolo CTAB, se utilizaron alrededor de 0,3 g de tejido foliar liofilizado siguiendo el protocolo de Permingeat et al.
1998. ElI ADNg fue cuantificado mediante el método Pico Green de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Molecular Probes, Eugene, OR). Las muestras de ADNg se diluyeron con agua libre de DNasas hasta una
concentracion de 10 ng/ul para el propdsito de este estudio.

Ejemplo 1.2. Ensayo TagMan y resultados

Se disefiaron cebadores y sondas TagMan especificas para el ensayo TagMan especifico del evento DAS-40278-9.
Estos reactivos pueden ser utilizados con las condiciones enumeradas mas adelante para detectar el evento de
AAD-1 de maiz DAS-40278-9. La Tabla 1 enumera las secuencias de cebadores y sondas que fueron desarrolladas
especificamente para la deteccion del evento DAS-40278-9.

Tabla 1. Cebadores de PCR y sondas

Reaccion del evento objetivo

Nombre Descripcion Secuenciade 5 a3

Corn278-F Cebador Directo Seq ID NO: 2: 5 -
ATTCTGGCTTTGCTGTAAATCGT - 3’

Corn278-R Cebador Inverso Seq ID NO: 3 5 -
TTACAATCAACAGCACCGTACCTT - 3

Corn278-Probe Sonda Seq ID NO: 4 5 - FAM -
CTAACCTTCATTGTATTCC - MGB - 3

Reaccién del sistema de referencia Invertasa

Nombre Descripcion Secuenciade 5 a3

IVF Cebador Directo Seq ID NO: 5: 5 — TGGCGGACGACGACTTGT
-3

IVR Cebador Inverso Seq ID NO: 6: 5'- AAAGTTTGGAGGCTGCCGT
-3
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Reaccion del evento objetivo

Nombre Descripcion Secuenciade 5 a3

IV-Probe Sonda Seq ID NO: 7 5 - HEX -
CGAGCAGACCGCCGTGTACTTCTACC -
BHQ2 -3

Las condiciones de PCR multiplex para la amplificacion son las siguientes: 1X tampén de PCR, 0,5 — 2,5 mM de
MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 uM del cebador Corn278-F, 0,2 uM del cebador Corn278-R, 0,2 uM del cebador IVF,
0,2 uM del cebador IVR, 0,08 uM de la sonda Corn278-Probe, 0,08 uM de la sonda IV-Probe, 40 U/ml de HotStart
Taq, 0,6 — 2,4 pg/ml de ADN en una reaccion final de 25 pl. Se analizaron varias concentraciones de MgCl, y de
ADN. Se utilizaron concentraciones de MgCl, de 0,5 mM, 1,0 mM, 1,8 mM y 2,5 mM. El céctel fue amplificado
utilizando las siguientes condiciones: i) 95°C durante 15 min., ii) 95°C durante 20 s., iii) 60°C durante 60 s., iv)
repeticion de los pasos ii-iii durante 50 ciclos, v) espera a 4°C. La PCR en tiempo real se llevé a cabo en un sistema
Bio-rad iCycler™. El analisis de datos se basé en la medida del ciclo umbral (CT), que es el nimero de ciclo de PCR
en el que la medida de la fluorescencia alcanza un valor determinado. El valor CT fue calculado automaticamente

por el software iCycler.
Las secuencias de los amplicones generados utilizando los cebadores descritos anteriormente fueron las siguientes:

Corn278-F y Corn278-R: ttacaatcaacagcaccgtaccttgaagcggaatacaatgaaggttagctacgatttacagcaaagccagaat (SEQ ID
NO: 8).

IVF e IVR: tggcggacgacgacttgtccgagcagaccgcecgtgtacttctacctgctcaagggcacggacggcagcctccaaacttt (SEQ ID NO: 9).

El método de deteccién TagMan para el evento de AAD-1 de maiz DAS-40278-9 fue analizado contra 16 eventos de
AAD-1 de maiz diferentes y variedades no transgénicas de maiz en formato duplex con el gen especifico de maiz
Invertasa como gen de referencia. Este ensayo detectd especificamente el evento de AAD-1 de maiz DAS-40278-9
y no produjo o amplificd ningun resultado falso positivo en los controles (esto es, los 15 eventos de AAD-1 de maiz
diferentes y las variedades no transgénicas de maiz). Los cebadores y sondas especificas del evento pueden ser
utilizadas para la deteccion del evento de AAD-1 de maiz DAS-40278-9 y estas condiciones y reactivos son
aplicables en ensayos de cigosidad.
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<110>
<120>
<130>
<160> 9
<170>
<210> 1
<211>

<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 1
actggtattt

atatatctat
aaaatcecgac
tatgcagtat
aaacttatag
tggattcgea
ttagatactt
ccatgtccaa
tatatataac
agtgccagtt
agccaaatce
cttccecatee
ttcagtggeca
gtggaagggg
tgatgatgeg
taggagegte
tattgttgag
aatttgtgtg
gttgggtggg
tttattagaa
atcattttga

ctatatttta

8557

DAS-P0169-01

aatatacttt
ttagaatcat
tcacattttt
tttacattgt
atatagaaaa
aggctaaata
ccaatcatgt
ctgatttaaa
tggagctact
tggctctage
gagatcgagce
ttttttgect
ctaggacaac
agggaagggg
agtgaggagg
aagggcgtgg
tgatagaggg
tcatttgttt
ttttacagag
catctccaaa
taaaaaaggt

aaatagggta
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Secuencia artificial

aataaatatt
atatgtcata
cgaacttggg
aagattcaaa
aacagagaga
catatttatc
gccacataat
acacaaactc
agttatgaat
acatctaacc
catttgeccat
agcctaaatg
catattgget
aggatcgatg
agagggtggce
gggaggggag
ttattcaact
gatggattta
tttaaactag
atgtgactcg
aaagtagagc

ctgatttaaa

attagattce
gttttttttce
atgcaacact
atttctaaag
cgtatgcgaa
gtggateccat
cacgtaacat
ttecttgaacc
caattaaaaa
agaagggcta
ttttgggtag
gctttgatgt
ttggctgace
gtggcatgag
gacgacacag
ggtcggaggg
atccgacceg
gtaaaggtta
cggattatat
aaataatacc
actgttggaa

atattgttgt
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DETECCION DEL EVENTO DE AAD-1 DAS-40278-9

Secuencias del inserto de AAD-1 y flanqueantes

tcgtcaaaga
taagagtcta
taaatagtac
cagtatatat
aattcgataa
gcagagtttg
tagtaattta
atatagtttg
ttactttgaa
aggctggett
ttagtttaac
tgaagaccat
cgttagagtt
agaggggttg
gggagaaagg
atgaaggatg
tcgattttga
tgggtctaga
agtggtatag
cccaaaattt
cagtttttaa

gggggataga

actttttaca
gtttactagt
aaaaccttgg
atgtttccag
aggtgtacat
ggtaataaaa
aatgacatta
acaaaccaaa
gattcaacgt
caacaggaac
tttcatatat
attaatttge
agcctaatgg
acgatcacga
agagggacge
acctaaatat
tggtatgtta
ggtgattttt
aagatatagt
aaaatactac
aagttgtgce

tatcececeggg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720‘
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

1320



tccactagaa
ccettegtgg
tecgagceccaa
gcatggcate
tagttcagtt
cccacggteg
atctcatcag
tccecaagaag
ccctetceteg
gecggaataca
agtgattgaa
tggaacaaaa
cagttttect
tgggaacttc
gcggcegett
atcececcgggyg
tagagataat
cacttgtttg
taatataatc
ttagacatgg
tttagtgtge
ccattttatt
ttagtacatc
agttttttta
acaaataccc
aatgccagcce
cgtcgegteg
tectcgagagt
gcggagegge
cagctacggg
aaatagacac
acacaaccag

gtecteccece

ggcgagaagg
gtcgagctag
acaatccatc
ctagaatatc
tgttecgctat
tgtatataag
cttttetceca
tagtgtatta
tgcgtccage
atgaaggtta
gctcgaaata
gaaagtgata
ttgcatgtaa
ttctgaaaat
aattaaattt
atcctctaga
gagcattgca
aagtgcagtt
tatagtacta
tctaaaggac
atgtgttcete
agtacatcca
tattttatte
tttaatagtt
tttaagaaat
tgttaaacgce
ggccaagcga
tecegetecac
agacgtgagce
ggattccttt
ccectecaca
atctcccececa

[slelafalalalalafale]
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cctegegtgt
aattactggt
ggctcgtgeg
ggggcegtatt
tatttaggag
gtccagaggg
ttcaggagac
cgectcecteta
acgaaccatt
gctacgattt
tacgaaggaa
tattttttgt
ctattatget
agtggccacc
aaatgtttaa
gtecgacctge
tgtctaagtt
tatctatctt
caataatatc
aattgagtat
cttttttttt
tttagggttt
tattttagee
tégatataaa
taaaaaaact
cgtcgacgag
agcagacggc
cgttggactt
cggcacggca
cccaccgete
ccctetttee
aatccacccg

tectetacett

ggecacggge
agaatgggct
ctatccacag
agggatgagt
acatatgatc
taccccatca
ctegettgta
agcggcccaa
gagttacaat
acagcaaagce
caaatatttt
tcttaaacaa
ccettegtta
gcttaattaa
actaggaaat
agtgcagcegt
ataaaaaatt
tatacatata
agtgttttag
tttgacaaca
gcaaatagct
agggttaatg
tctaaattaa
atagaataaa
aaggaaacat
tctaacggac
acggcatctc
gctcegetgt
ggcggectce
cttegettte
ccaacctcgt
tcggcaccte

ctctagatceg

15

cagttaccce
gaccgaagaa
aaactacccg
cagcgagatt
ctcatgtacg
tttctatcga
acccaccaca
acttgcagaa
caacagcacc
cagaatacaa
taaaaaaata
gcatccccte
caaaaatttt
ggcgegecat
ccaagettge
gacceggteg
accacatatt
tttaaacttt
agaatcatat
ggactctaca
tcacctatat
gtttttatag
gaaaactaaa
ataaagtgac
ttttettgtt
accaaccagce
tgtegectgec
cggcatccag
tectectete
ccttectege
gttgttcgga
cgcttcaagg

gegtteecggt

gcaaggccat
ggcaacagac
actttecegge
ttcggaagat
tatggagtge
ccatctacct
tatagatcca
aaccgcctat
gtaccttgaa
tgaaccataa
cgcaatgact
taaagaatgg
ggactactat
gccegggcaa
atgcetgeag
tgcececectete
ttttttgtca
actctacgaa
aaatgaacag
gttttatctt
aatacttcat
actaattttt
actctatttt
taaaaattaa
tcgagtagat
gaaccagcag
tctggaccce
aaattgcgtg
acggcaccgg
ccgeegtaat
gcgcacacac
tacgececgcetce

ccatgcatgg

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



ttagggcceg
cegtgctget
acttgccagt
tcgattteat
tcaatatatg
tgtgatgatg
tacctggtgg
gaattgaaga
ttactgatgc
gggcggtcgt
ttattaattt
gatggaaata
catgatggca
taaacaagta
cagctatatg
ttcttttgtc
gaccatggcet
gccactcact
tgacagcacc
tggccaagea
tccagtgeet
agccaatgag
tgcacctceca
tgggttcctt
cgaagggcetc
gaaccgtcge
gacagtccat
tcaagtctac
gttcctcectat
ccaagtcctt
caagttcaga

tagcttaate

gtagttctac
agcgttcegta
gtttctettt
gatttttttt
ccgtgeactt
tggtctggtt
atttattaat
tgatggatgg
atatacagag
tcattegtte
tggaactgta
tcgatctagg
tatgcagcat
tgttttataa
tggatttttt
gatgctcacc
catgctgcecece
ggtgtecttg
tggaatgaga
atcaccaatg
cttectcaaga
tctggaaggg
gctgetgttg
tcaatgtaca
aacgttgtge
ttcagcaaca
ccecttggttg
tgtcagagaa
gagcatgcca
gtctgggaca
tacttgacte

acctagagct
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ttetgttecat
cacggatgeg
ggggaatcct
gtttegttge
gtttgtcggg
gggcggtegt
tttggatctg
aaatatcgat
atgctttttg
tagatcggag
tgtgtgtgtce
ataggtatac
ctattcatat
ttatttecgat
tagccctgee
ctgttgtttg
tcagececctet
gtgctgagat
tattggatge
agcagcacat
gcattgaagg
tgattggtga
tgatgagggce
cagcttggga
actctgeccac
cctcagtcaa
tgactcatcce
ttgagggcat
ccagatttga
acttgtgecac
gcaccacagt

cgtttaaact

gtttgtgtta
acctgtacgt
gggatggctce
atagggtttg
tcatectttte
tctagategg
tatgtgtgtg
ctaggatagg
ttegettagt
tagaatactg
atacatctte
atgttgatgt
gctctaacct
cttgatatac
ttcatacgct
gtgttactte
cteccaacge
cactggagtg
cttecacact
tgcattetca
ctatccagag
tgactggcac
catagatgtt
gaccttgtcet
acgtgtgttc
ggtgatggat
tggctcetgga
gacagatgca
cttcacttge
catgcaccgt
tggtggagtt

gagggcactg

16

gatcegtgtt
cagacacgtt
tagccgttce
gtttgccett
atgctttttt
agtagaatte
ccatacatat
tatacatgtt
tgtgatgatg
tttcaaacta
atagttacga
gggttttact
tgagtaccta
ttggatgatg
atttatttge
tgcagggtac
tttgagagaa
gactﬁgaggg
taccaagteca
agaaggtttg
gttcagatga
acagactcca
cctgagcatg
ccaaccatge
ggttcecctcet
gttgatgetg
aggaaaggcc
gaatcaaage
cgtgtgaggt
gctgttcectg
aggcctgecce

aagtcgcecttg

tgtgttagat
ctgattgcta
gcagacggga
ttecectttatt
ttgtettggt
tgtttcaaac
tcatagttac
gatgecgggtt
tggtgtggtt
cctggtgtat
gtttaagatg
gatgcatata
tctattataa
gcatatgcag
ttggtactgt
cccecggggte
tagctgtceca
aaccacttga
tctactttee
gaccagttga
tcecgcagaga

cttteecttga

gcggagacac.

aagccaccat
accaagcaca
gtgacagaga
tttatgtgaa
cattgcttca
ggaagaaaga
actatgctgg
gctgagtagt

acgtgctgaa

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160

5220



ttgtttgtga
atatgatcga
caatgtataa
ttttgactce
cttgaagagt
ttgtaacata
aacttgccgt
aagggagcat
taagaacaaa
atttgttect
gctgtaaatc
tagaatcaag
ccatataggce
tatcttgaaa
tatatcaaaa
ttcagcattt
atttttgata
tattaaaata
cgtttgacta
ataaaaatca
tttcactteca
ggaagaacaa
aattatttaa
agagtcgcaa
tatatataaa
ggtgtgcegga
atctgagcta
atgttttget
gcagatctat
cgggtggcac
agctcaccta
actcgaaaga

ccgacgcectt

tgttggtgge
tctttgggat
gatgtgttca
aaaaaccaaa
tcatctacca
acaattgtta
ggcctatttt
aatagttaca
aaatatatca
tegtatattt
gtagctaacc
taaattacat
ttgattcatt
tattaaagct
tcaaaccaaa
tctggttttt
agtaaatata
ttecttatagyg
atttttegtt
atatgatace
aattcgaaaa
agagattgac
agttaataaa
atatttétag
aactatatat
cggactctaa
gctcaatgac
ttggaaccat
tggagaagaa
catcacccge
cccgaaaaac
aggaagcgag

cgccctecaaa
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gtattttgtt
tttatttaac
ttctteggtt
atcacaactc
ttccagttgg
cggcatatat
cagaagaagt
tgcaaaggaa
ctttecttttg
cgagcttcaa
ttettectag
attaccacca
ttgcaaaatt
attatgatta
ccaactatat
tttttgttag
tgtgttagta
agaattttcet
gatgtacact
taaataatga
agatatataa
gcattttagt
aatggagcac
atatttttta
ttatattttt
acaccgacag
cattacctce
ctcatccata
gctttectceca
acctcaageg
tccgetgtec
tgtcecgagt

tgaggatgga

taaataagta
acattgtaaa
gccatagate
aataaactca
catttatcag
ccaatagcgg
tcccaatagt
aactgccatt
ttccaagtceca
tcactttatg
cagaaattat
catcgagcetg
tccaggatat
ggggtgcaaa
cggtttggat
atgaatatta
aaaattaatt
taataacaca
ttcaaagtta
tatgttctat
gaattttgat
aacacttgat
ttcatattta
aagaaaattce
tacccaaaag
ctggegegece
aaatgcaaga
gcagatgaag
gaaatctcga
aagatgacct
acttcgcecca
caggggacgg

aagaagagcg

17

agcatggctg
atgtgtatct
tgcttatttg
tggaatatgt
tgttgcageg
ccggectect
agtccaaaat
ctttagaggg
ttgegtattt
gttctttgta
taatacttgg
cttttaaatt
tgacaacgtt
tggaccgagt
tggtteggtt
ttttaatcett
ttttttacaa
tgatatttat
accaaattta
ttaattttaa
agattttgac
aagaaagtga
acgaaatatt
tataaaaagt
caccgcaagg
aggtaggggg
tecgeeccttceg
agggaactct
ggggagecag
cttacaaacc
caaaggagtg
gaacacgcca

ccategeget

tgattttatce
attaataact
acctgtgatg
ccacctgttt
gcgetgtget
gcagggttta
ttttgtaacg
gatgcttgtt
ttttaaaaat
ttctggettt
gatatttttt
catattacag
aacttaataa
tggttcggtt
ttgecegggtt
actttgtcaa
acatatgatce
ttattttagt
gtaattaagt
attatcgaaa
atatgaatat
tcgtacaacce
acatgccaga
cttaaaggca
ggtagccctg
tgtgtctttg
cccegggact
gcaccgcata
ggcagaacag
gaaagtcggg
gacacggatt
agccatcttt

ggctecttte

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140

7200



tacccegacg
ccaaccatge
cagaacgtge
gacgaagctt
tetegecgee
gcaaggctge
gcaatgaaca
cgaaccctag
cccatcacta
agctccatca
tatgtccgag
gcctcgacca
tgggaccgac
tgtcteecggg
gcaagcagga
cgacggagga
ggctcegaca
tegecaactt
ggcatcaggg
acacccccga
cggctttegt
gaggcagacc
gccgegecac
<210> 2
<211> 23
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 2

tecctetteat
aaggggaaga
ggcgacatca
tagaagtagg
gtgatcgeccg
gccgagagaa
cgceccgagtga
acacggaagg
atcctccaag
acgcttcgeg
atcatgccat
gtgtccegtt
ctcacgaacg
ccatccagtg
cctgggtgge
cgtgatgaca
tctaccccaa
ccagtececte
cgatgaaacg
agtcgeccgag
ccgagccata
tctacatcac

acgcgcecacg
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cagggggaga
gcctccecag
cgaggctggg
aaaaactccc
acaagcttag
tgctetettt
agtcggaggg
ctacéggcgg
cgacctacge
cgaccgatga
cctggcatga
ccagggacga
ccgacatgaa
gcccctaact
tggttagecca
gtgtatttte
cattgcatag
tttgacaagcec
ctccggttgt
gcgggggtga
ctccagaaaa
cacggattaa

gtgtgacacg

Secuencia artificial

Cebador directo del evento

attectggett tgctgtaaat cgt

<210> 3
<211> 24
<212> ADN
<213>

Secuencia artificial

ttggagttag
cgtgaggcge
gaacgggatc
gacgagtggg
gaccgagaac
gcteggaace
gtactggccecce
ctgcttacte
catgccatca
cacgaaagtg
agtcatgcca
tcaagatgac
gacacgtgcg
tcaaggtctce
tctacacgat
ccattgtcct
acaattggag
cggegcagece
acctcaagag
ttgaagactt
gcgteggeca
cgggeccagg

aaccagce

18

caccegtett
gacgacggag
cggcgcaace
tacaccgaga
gaéagcaagc
tgtacccega
agatagctga
gagcagttaa
acageccggeg
agatagggaa
cccgagcetga
acacaactgg
gagtcttege
caacgtcage
tgtcacatgg
agggcaagac
cgacttcagt
atgggaccta
gttttagacc
ctaccgagga
cctecgaaca

acctcatecgg

caacgatgag
gaatagaagce
cgtatcccgg
aaggcggaac
cgagcaaggt
cttegectegt
cggecteccg
tcaccttcta
agacacgcgg
ccgagaggag
gtcggttgeg
ctcecctect
acttactccg
aagtatgagce
gccgecggag
gcaatgcagt
tggtgcttca
aaatccattg
atgagéaacc
tccaatgact
cttgttecgg

aggcacgaaa

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8557

23
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<220>

<223> Cebador inverso del evento

<400> 3

ttacaatcaa cagcaccgta cctt 24
<210> 4

<211> 19

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda del evento

<400> 4

ctaaccttca ttgtattce 19
<210> 5

<211> 18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de referencia

<400> 5

tggcecggacga cgacttgt 18
<210> 6

<211> 19

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de referencia

<400> 6

aaagtttgga ggctgcegt 19
<210> 7

<211> 26

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda de referencia

<400> 7

cgagcagacec gcegtgtact tcectace 26
<210> 8

<211> 73

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Amplicén del evento

<400> 8

ttacaatcaa cagcaccgta ccttgaageg gaatacaatg aaggttaget acgatttaca 60
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gcaaagccag aat 73
<210> 9

<211> 79

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Amplicén de referencia

<400> 9
tggeggacga cgacttgtee gagcagaceg cegtgtactt ctacctgete aagggecacgg 60
acggcagcect ccaaacttt 79

20
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REIVINDICACIONES

Un método para determinar la cigosidad de una planta de maiz que comprende un evento de AAD-1 de
maiz DAS-40278-9, comprendiendo dicho evento una construccion transgénica que comprende un gen
AAD-1, estando dicha construccion transgénica flanqueada por ADN gendmico de maiz flanqueante en 5’ y
por ADN gendmico de maiz flanqueante en 3’, comprendiendo dicho método:

obtener una muestra de ADN de ADN gendmico de dicha planta de maiz;
producir una muestra de contacto poniendo en contacto dicha muestra de ADN con

a. un primer cebador del evento y un segundo cebador del evento, en los que dicho primer cebador
del evento se une especificamente a dicha construccion transgénica tal y como se define por los
restos 1.874-6.689 de la SEQ ID NO: 29, dicho segundo cebador del evento se une
especificamente con dicho ADN genémico de maiz flanqueante en 5’ tal y como se define por los
restos 1-1.873 de SEQ ID NO: 29 o con dicho ADN genémico de maiz flanqueante en 3’ tal y como
se define por los restos 6.690-8.557 de SED ID NO: 29, y en donde dicho primer cebador del
evento y dicho segundo cebador del evento producen un amplicon del evento cuando se someten
a una reaccion de PCR

b. un cebador directo de referencia y un cebador inverso de referencia que producen un amplicon de
referencia a partir de un gen endégeno de referencia de maiz cuando se someten a una reaccion
de PCR, en donde dicho gen de referencia:

i. esun gen Invertasa endégeno de Zea Mays; o

ii. comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 6 y SEQ ID NO: 7 o una secuencia que tenga al menos un 90% de identidad de
secuencia con cualquiera de las secuencias mencionadas anteriormente,

c. una sonda fluorescente del evento que hibrida con dicho amplicén del evento,
d. una sonda fluorescente de referencia que hibrida con dicho amplicén de referencia;

someter dicha muestra de contacto a un ensayo de sondas de hidrdlisis basado en la fluorescencia que
libera la fraccion fluorescente de la sonda de la fraccion inhibidora de la fluorescencia de la sonda;

cuantificar dicha sonda fluorescente del evento que ha hibridado con dicho amplicén del evento;
cuantificar dicha sonda fluorescente de referencia que ha hibridado con dicho amplicén de referencia;

comparar la cantidad de sonda fluorescente hibridada del evento con la de sonda fluorescente hibridada de
referencia; y

determinar la cigosidad de DAS-40278-9 mediante la comparacién de los indices de fluorescencia de la
sonda fluorescente hibridada del evento y de la sonda fluorescente hibridada de referencia.

El método de la reivindicacioén 1, en el que dichos amplicones consisten en 50-100 restos.

El método de la reivindicacion 1, en el que dicho segundo cebador del evento se une a los restos 1.673-
1.873 de SEQ ID NO: 29 o a su secuencia complementaria 0 a 6.690-6.890 de SEQ ID NO: 29.

El método de la reivindicacién 1, en el que dicho método es utilizado para la identificacién de lineas de maiz
resistentes a herbicidas.

El método de la reivindicacién 1, en el que dicho amplicén del evento tiene 73 pares de bases.

El método de la reivindicacion 1, en el que dichos cebadores de referencia comprenden SEQ ID NO: 5y
SEQ ID NO: 6, y dicha sonda de referencia comprende SEQ ID NO: 7.

El método de la reivindicacion 1, en el que dichas sondas estdn marcadas con un marcador de
fluorescencia y con un inhibidor de fluorescencia.

El método de la reivindicacion 7, en el que dicha sonda del evento comprende FAM como dicho marcador
de fluorescencia en el extremo 5 de dicha sonda del evento y un inhibidor de fluorescencia MGB en el
extremo 3’ de dicha sonda del evento.

El método de la reivindicacion 1, en el que dicho amplicon de referencia es un fragmento de 79 pares de
bases amplificado por dichos cebadores.
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El método de la reivindicacion 1, en el que dicho amplicdn del evento consiste en SEQ ID NO: 8 y dicho
amplicon de referencia consiste en SEQ ID NO: 9.

El método de la reivindicacioén 1, en el que dicha sonda del evento comprende SEQ ID NO: 4.

El método de la reivindicacion 1, en el que dichos cebadores del evento son seleccionados del grupo
compuesto por SED ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3.

El método de la reivindicacion 1, en el que los resultados de dicho método son leidos directamente en un
lector de placas.

El método de la reivindicacion 1, en el que dicha muestra de ADN es obtenida de una planta de maiz en un
campo.

Un kit para llevar a cabo el método de la reivindicacion 1, consistiendo dicho kit en un primer cebador del
evento definido por SEQ ID NO: 2, un segundo cebador del evento definido por SEQ ID NO:3, un cebador
directo de referencia definido por SEQ ID NO: 5, un cebador inverso de referencia definido por SEQ ID NO:
6, una sonda del evento definida por SEQ ID NO: 4, y una sonda de referencia definida por SEQ ID NO: 7.
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