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EVENTO DEL ALGODON MON 15985 Y COMPOSICIONES Y METODOS

PARA LA DETECCION DE ESTE.

Esta solicitud reivindica 1la prioridad de 1la
solicitud provisional estadounidense 60/297, 406,

presentada en junio 12, 2001.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencidén se encuentra en el campo de la
biologia molecular vegetal, y en particular con la
proteccién de insectos y la reproduccién de plantas, y
esta dirigida a un evento de transformacidn novedoso de
plantas de algodédn, Gossypium hirsutum, que comprende una
secuencia de polinucleotido insertada en wun sitio
especifico dentro del genoma de una célula de algoddn,
dicha secuencia codifica una proteina inhibitoria de
insecto lepidéptero Cry2Ab. Adicionalmente, la invencién
se relaciona con plantas de algoddn derivadas de aquel
evento de transformacidén y con ensayps para detectar la

presencia del evento en una muestra.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION



Esta invencitn se relaciona con un evento de una
élanta de algodén resistente al Lepiddéptero previamente
comercializada, conocida como MON531, que expresa una
forma quimérica de una proteina inhibitoria de insectos
CrylA. Las plantas de algoddén son susceptibles a la
infestacidén por insecto en todas las dareas del mundo en
las cuales se cultivan las plantas. La tecnologia de ADN
recombinante se ha aplicado a las células de la planta de
algodétn durante aproximadamente una década, y las plantas
de algodén que exhiben caracteristicas mejoradas como
resultado de 1la inserciétn de 1las secuencias de ADN
heterdlogo se han producido utilizando tecnologia de ADN
recombinante desde aproximadamente el inicic de los afios
90. Algunas de las mejoras ;xhibidas por las plantas de
algodén recombinantes incluyen folerancia a los
herbicidas, caracteristicas de fibra mejorada, Yy

resistencia a la insectacidén por insectos.

Las primeras plantas de algodén recombinantes
protegidas de la infestacién de insectos Lepidépteros
fueron producidas, aprobadas por las agencias
requlatorias para la distribucién comercial, \'j
subsecuentemente comercializadas en 1996. Estas plantas

de algodén contenian una secuencia de ADN que codifica
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una proteina inhibitoria de insectos lepidépterc CrylA
quimérico, primariamente en un evento MON531. Este trato
particular, Jjunto con una secuencia de DN ligada
adyacente que codifica un marcador seleccionable, se ha
transferido mediante reproduccién convencional en un
nimero de variedades de algodén, cada una de las cuales
son particularmente adecuadas para la produccién mejorada
de algodédn en diversos sitios geograficos a través del
mundo. Estas variedades recombinantes han disfrutado de
un tremendo éxito comercial por numerosas razones. Una
razén es que la produccibédn por acre de producciédn de
algodén ha mejorado el promedio dramadticamente en razén
de la infestaciétn de insectos como resultado de la
presencia de la proteina inhibitoria de insecto presente
dentro de cada célula de planta de algoddn. Otra razén
principal del éxito comercial ha sido el trabajo y costo
reducido debido a la reduccién en la aplicacidédn de
pesticidas quimicos requerida para proteger el cultivo de
la infestaciétn de insectos. BAdemds, la reduccién en
aplicaciones pesticidas mejora 1la salud total del
ambiente al evitar la aniquilacidén de los insectos o
ardcnidos y otras especies que no representan amenaza
material para los cultives en el campo, reduce la carga

de toxinas de pesticidas quimicos aplicada al ambiente,
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le permite al finquero evitar los riesgos asociados con
los efectos potencialmente dafilosos de la exposicién a

pesticidas quimicos.

Sera pronto evidente que un producto con un rango

——

mas amplic de eficacia contra insectos seria deseable.
Mientras Que se veria como simple del punto de vista de
la técnica quimica proporcionar 1la combinacién de
proteinas inhibitorias de insectos para este propésito y
posiblemente retardar o evitar la resistencia de toxinas
desarrolladas por la poblacidén de insectos objetivos, en
realidad el desarrollec de una planta que cumple estas
caracteristicas es todo problemidtica, y requiere un gran
trato de los recursos, capacidad técnica, y
experimentacién de cierto error con el fin de cbtener un
evento de transformacién de una planta recombinante
simple que de cOémo resultado una planta morfolégicamente
normal que exhiba la combinacién deseada de proteinas
inhibidores de insectos producidas en niveles suficientes
y en momentos adecuados durante la estacién de
crecimiento de la planta y en los tejidos en los cuales

se alimentan las especies de plagas objetivo.
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Asi, existe necesidad para el <desarrolle vy
caracterizacién de plantas de algodén que exhiben las
caracteristicas de resistencia mejorada a los insectos
como resultado de la frecuencia de dos o mis proteinas
inhibitorias de los insecteos producida por secuencias de
ADN incorporadas dentro del genoma de las células de la
planta. Adicionalmente, seria deseable para los rasgos
inhibitorios de insectos (1) segregarse
independientemente una de la otra, (ii) no originar
ningin efecto adverso a la fisioclogia y metabolismo de la
planta, y (ii} tener poco o ningiin efecto adverso sobre
la produccién o calidad de la fibra producida de dicha

planta.

Es ventajosc ser capagfde detectar la presencia de
un evento particular con el fin de determinar si 1la

progenie de un cruce sexual contiene un ansqel] de

interés. Ademds, un método para detectar un evento
particular puede ser de ayuda para cumplir con las
regqulaciones que requieren la aprobacién pre-mercadeoc de
las ventas de semillas para producir plantas de cosechas
transgénicas y alimentos derivados de tales plantas, por
ejemplo, o para el uso del monitoreo ambiental menitoreo

de los rasgos del cultivo del campo, © monitoreo de



productos derivados de una cosecha de cultive, asi como
también para el uso y el aseguramiento del cumplimiento
de 1las partes sometidas a términos regulatorios vy

contractuales.

Es posible detectar la presencia de un transgen y

desde cualquier método de deteccién de &cido nucleico
L

conocido en 1la técnica incluyendo pero no estando
limitado a la amplificacién térmica (PCR™) o
hibridizacién de ADN utilizando sondas de &cido nucleico.
Tipicamente, por razén de simplicidad y uniformidad de
los reactivos y metodologias para el usc y la deteccién
de una construccién de ADN particular que se ha utilizado
para transformar varias variedades de planta, estos
métodos de deteccién generalmente se enfocan sobre
elementos genéticos frecuentemente utilizados, tales
como, promotores, terminadores, genes guardadores, etc.,
en razén a que para muchos construcciones de ADN, la
regién de secuencia de codificaciones intercambiable.
Como resultado, tales métodos pueden no ser 1ntiles para
discriminar entre eventos separados producidos de 1la
misma construcci6tn de ADN o construcciones muy similares.

Estos métodos se pueden utilizar, sin embargo, si la

secuencia de ADN cromogsbmico adyacente al ADN insertado

gl



(“*flanqueo de  ADN) es conocido. Un ensayo de
amplificacién térmica de evento especifico (PCR™) se
discute, por ejemplo, en Windels et al. (Med.Fac.
Landbouww, Univ. Gent 64/5b:455-462, 1999}, que
identifican eventos de semilla de soya tolerante al

glifosato 40-3-2 que utiliza un conjunto de iniciador de

amplificacién técnica que se extiende sobre la unidédn

entre el inserto y el ADN de flanqueoL/Especificamente,

una secuencia que incluye el iniciador proveniente del
inserto y una segunda secuencia que incluye el inicigdor
proveniente del ADN de flanqueo. Tal método fue también
desarrollado para el evento MONS3l y se somete a una
solicitud de patente separada. Seria deseable tener tal
método que detectara la presencia del nuevo evento de la
presente invencién atin en la presencia del evento MON531,
Es estas y otras del avance ventajoso se han logradoc con

la presente invencién.
RESUMEN DE LA INVENCION

El evento de algodén MONS531l, descrito atras, se
transformé una segunda vez con una construccién genética
denominada PV-GHBK1l que comprende la secuencia de

codificacién para el Cry2Ab, una proteina inhibitoria de



insectos, y un evento de este esfuerzo de transformacién
ha sido seleccionado para introduccién comercial
potencial. Este se denomina como MON15985. En razén a que

este es un evento de insercién, este segregarda del gen

crylAc insertado del MONS531 en reproduccién. Una linea de

algodén que contiene solo la insercién de MON153985 se

denomina como MON15985X. De acuerdo con un aspecto de la
invencién, se proporcionan composiciones de materia para
estas lineas de algoddtn. Estas semillas de algoddn
comprenden el evento de algodébn MONI15985 que fueron
depositados en septiembre 29, 2000, en la “American Type
Culture Collection” y se designaron con el nimero de

accesa ATCC PTA-2516.

En otro aspecto de la invencién, se suministran métodos
para aceptar la presencia del evento MONI15985.Se
suministran secuencias de ADN dque identifican las
secuencias de ADN insertados y las secuencias de flanqueo
de algodédn nativo del MON15985. De estos iniciadores de
secuencias de ADN se pueden designar para uso en un
ensayo de diagnostico PCR. Iniciadores de ejemplos se
proporcionan cuando son los ampliconos producidos
mediante el uso de tales iniciadores cuando se amplifican

en la presencia de ADN de MON15985.



Se debe notar que la deteccién de un diagnostico de
secuencia para la insercién de un evento de algodén
MON15985 debe ser insuficiente para responder todas las
preguntas acerca de una nruestra de semilla particular. La
linea de semilla denominada MON15985 contiene tanto
aquella insercién como la previa identificada como
MON531. De esta manera, en otrc aspectc de la invencién,
se proporciona un método para distinguir entre el
MON15985 y eleON15985x, una linea a la que le falta el

evento HON53L;:>El método utiliza una o mas de los

diagnésticos de secuencias previamente conocidas para el

MON531.

Una secuencia de unién abarca aqui el punto en el

cual el ADN insertado dentro del genoma se une al ADN

™

proveniente del genoma nativo del algoddn que flanquea el

punto de insercién, la identificacién o deteccién de una

o de las otras secuencias de unién en el material

genético de 1la planta que es suficiente para hacer
diagnostico de <cualquier evento. Se incluyen las

secuencias de ADN que abarcan las inserciones en el

— = —

evento de algodén MON15885_y-longitudes similares de ADN

e
de flanqueo. Ejemplos de tales secuencias de diagnéstico

obvid
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son las secuencias de unién 20-mera de la SEC ID NO:14,
SEC ID NO:15, SEC ID NOQO:16, SEC ID NQO:17 y SEC ID NQ:18;
sin embargo, otras secuencias tan pequefias como de 15

pares base que traslapan la las unlones de las

inserciones de las seflales de las inserciones y 1la
secuencia geonémica.también son diagnéstico y se pueden
utilizar. La amplificacién del &acido nucleico del ADN
genémico del evento, que utiliza a 1los iniciadores
suministrados aqui o designados por un experto en 1la
técnica, producen un amplicon que comprende tales
secuencias de ADN diagnéstico. Ademas, la deteccidédn de la
unién de oligonucleotidos que se vienen especificamente a
la secuencia de diagndéstico descritas aqui son también

diagnésticos para el evento.

De acuerdo con otro aspecto de la invencibén, se
suministran pares de iniciadores de secuencias de
oligonucleotidos para distinguir el evento de algodén
MON15985 del nativo , no transformado, y secuencias no
alteradas. En particular, tales pares de iniciadores de
secuencia de flanqueo comprenden dos moléculas de &cido
nucleico aisladas seleccionadas de la SEC ID NO:11 ©
alternativamente la SEC ID NO:12, el amplicon del cual

traslapard una o mAs secuencias de uni6tn en el ADN



insertado, descritas con el numero de referencia 2, 4, 6,
9, v 11 de 1la fiqura< 1. Por ejemplo, solo podian
seleccionar un é&cido nucleico aislado que comprende al
menos 15 nuclebdtidos contiguos de aproximadamente 1-361
posiciones de pares base como se establece en la SEC ID
NO:11 que proviene de la secuencia de ADN geonémica del
algodén que flanquean extremo 5° de ADN insertado,
descrito como referencia 1 en la figura 1, y al menos un
4dcido nucleico aislado que comprende al menos 15
nuclebtidos contiguos provenientes de aproximadamente
674-1361 posiciones de pares base como se establece en la
SEC ID NO:11 que estan dentro del ADN insertado, que se
describen con el nimero de referencia 3 y parte del 5 en
la figura 1. Los pares iniciadores adicionales tiles
para analizar el evento de algodédn MON15985 comprende al
menoSs un &cido nucleico aislade de al menos 15
nuclebétidos contiguos provenientes de 1-1885 de SEC ID
NO:11 pareados con al menos un acido nucleico aislado de
al menos 15 nucledtidos contiguos provenientes de los
nucledétidos 362-2267 de SEC 1D NO:11 regresado por un
experto en la técnica. Sin embargo Similarmente, los
pares 1iniciadores que pueden de los nucledtidos 1-673 de

SEC ID NO:12 vy nuclebtidos provenientes de 1los
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nucledtidos 350-1361 de SEC ID NO:12, teniendo cada

iniciador al menos 15 nuclebdtidos de largo.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se
proporciconan conjuntos de iniciadores especificos que son
utiles para la amplificacién del &cido nucleico, por
ejemplo. Especificamente, la SEC ID NO:26 y la SEC 1ID
NO:27 son uno de tales conjuntos de iniciadores y se
pueden utilizar para producir un amplicon que es
diagnbéstico para la presencia de ADN ﬁ0N15985 del evento
de algodén. La SEC ID NO:28 y la SEC ID NC:29 son otras
de tales corrientes iniciadoras. En contraste, la SEC ID
NO:26 y SEC ID NO:29 son capaces de producir un amplicon
proveniente de muestras de ADN obtenidas de eventos de
algodén diferentes al MON15985, y provenientes de genomas
hemizigoutos que comprenden la secuencia tipo silvestre
en el cual la secuencia MON15985 integrada desde el
genoma asi como también la secuencia integrada MON15985 y
dicho amplicon pareceria ser diagnostico para la ausencia
del ADN insertado proveniente del evento del algodén
MON15985 en una muestra, y no producir amplicon en una
muestra que contiene ADN de aquel evento. Se debe tener
precaucién al interpretar tal resultado, sin embargo, y

un experto en la técnica reconoceria que cuando esta

™
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presente como un miembro hemizigoute de un par de
cromosomas, el uso de la SEC ID NO:26 y la SEC ID NO:29
como herramienta de diagnéstico para probar un negativo o

un positivo puede ser érréneo.

De acuerdo con otro aspecto de la invencibén, se
propecrcionan métodos para detectar la presencia dél ADN
correspondiente al evento de algodén MON15985 en una
muestra. Tal muestra que comprende: (a) poner en contacto
la muestra que comprende el ADN con un conjunto iniciador
que, cuando se utiliza en una reacciédn de amplificacién
de Aacido nucleico con el ADN gendénico proveniente del
eventc de algoddn MON15985, produce un amplicon que es
diagnéstico para el evento de algoddn MON15985, produce
un amplicon que es diagnéstico para el evento de algoddn
MON15985; (b) desarrocllar una reacciédn de amplificaciédn
del A4cido nucleico, produciendo de esta manera el

amplicon; (c¢) detectar el amplicon.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, los
métodos para detectar la presencia de ADN que
corresponden al evento de algodén MON15985 en una
muestra, tales métodos comprenden: (a) poner en contacto

la muestra que comprende ADN con una prueba gque se

33
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hibridiza bajo condiciOnes de hibridizacién severa con
ADN genénico proveniente del evento de algodén MON15985 y
que no se hibridiza bajo condiciones de hibridacién
severas con el ADN provenieqte de una planta de control
de algodén; (b)someter la muestra y probar las
condiciones hibridizacién severa; y (c) detectar la

hibridizacién de la prueba al ADN.

Otro aspecte de la presente invencién son los
métodos y composiciones para detectar la presencia del
sitio objetivo, es decir, al menos una de las uniones,
identificacién a detencién de las cuales se
diagnosticaria para la presencia del ADN integrado con el
gendénico de la planta de algodédn en el evento de algodédn
MON15985, en una muestra del Acido nucleico derivada
preferida del genoma del evento de algodébn MON15885, que
utiliza una variedad del método deteccidédn gque incluyen el
TAQMAN (Perkin Elmer} o metodologia de fluoroforo
/apagador relacionadas, amplificacidén térmica, reacciones
en cadena de ligaza, hibridizacién del sur, métodos de
ELISA y métodos de deteccibn colorimétricos \'4
fluorescentes. En particular, la presente invencién
proporciona juegos para la deteccién de la presencia de

la secuencia objetivo, es decir, al menos una de las

29
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secuencias unién en el evento de algodétn MON15985, en una
muestra que contiene 4&acido nucleico genénico proveniente
del evento de algodén MON15985. El1 juego comprende al
menos un polinucleotido capas de unirgse al sitio objetivo
o sustancialmente adyacente al sitio objetivo y al menos
unos medios para detectar la unién del polinucleotido al
sitio objetivo. Los medios de detecciédn se pueden
seleccionar del grupo que consiste de métodos
fluorescentes, quimioluminiscentes, colorimétrices, o
igsotbpicos y se pueden acoplar, al menos, con métodos
inmunolégicos para detectar la uni6étn. También se prevé un
método que puede detectar la presencia de un sitio
objetivo en una muestra, es decir, al menos una de las
uniones del ADN inserto con el ADN gendénico de la planta
de algodén en el evento MON15985, tomando ventaja de dos
o mAs secuencias del polinucleotido que Jjuntas son
capaces de unirse a la secuencia del nucleébétido adyacente
o dentro de aproximadamente 100 pares base, o dentro de
aproximadamente 200 pares base, o dentro de
aproximadamente 500 pares base, o] dentro de
aproximadamente 1000 pares base de la secuencia objetivo
y se pueden extender una hacia la otra para formar un

amplicon que contiene al menos el sitio objetivo.

70



16

El anterior y otros aspectos de la invencién serén
mis evidentes de la siguiente descripcidn detallada y los

dibujos que la acompafian.
DIBUJOS

La fiqura 1 es una representaciétn gradfica de un
alineamiento de secuencia para el ADN que esta

flanqueandc; las secuencias insertadas en las secuencilas

insertadas mismas‘, que incluyen un gen cry2Ab en el
evento de algodébn MON15985. E1 ADN inserto se describe
como una simple hebra con 5° de la izquierda hacia 3"a
la derecha. Las secuencias de ADN individuales
identificadas aqui son etiquetadas como sigue: nimero de
referencia 1 es el extremo 5° que flanquea la ;ecuencia
del genoma (SEC ID NO0:19) Numero de referencia 2 es la
secuencia de unidn que traslapa la secuencia nimero c;le
referencia de +traslapo 1 y 3, una secuencia de
diagnéstico como se establece en.la SEC ID .N0:14; el
niimero de referencia 3 es una secuencia relacicnada con
el cloroplasto de ADN extrafio SEC ID NO:20; el numero de
réferenc.ia 4 que es la secuqncia. de unién que traslapa

las secuencias por el nimerc de referencias 3 y 5, una

secuencia de diagnéstico como se establece SEC ID NO:15;

——___-—-_‘-—__
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el nimero de referencia 5 es un remanente a la secuencia
del genoma del algoddn (SEC ID NO:21); el nlamero de
referencia 6 es la secuencia de unién que traslapa la
secuencia de los nimeros de referencia 5 y 7, una
secuencia de diag&éético cono se establece en la SEC ID
NO:16; nimero de referencla 7 es una porcién del extremo
5° de la secuencla intencionalmente insertada (SEC ID
NO:22); el nimero de referencia a 8 es una porcién del
extremo 3° de la secuencia intencionalmente insertada
(SEC ID NO:23); el nimero de referenci; 9 es la secuencia
de unién que traslapa’ la secuencia de los numerales de
referencia 8 yllo, una'sequencia de diagnéstico como se
establece en la SEC ID NO:17; el numero de referencia 10
es otro remanente no insertado intencionalmente de 1la
secuencia genoma del algodén (SEC ID NO:24); el numero de
referencia 11 es la secuencia de unién que traslapa la
secuencia de los nlGmeros de referencia 10 y 12, una
secuencia de diagnéstico como se establece en la SEC ID
NO:18; y ;1 nimero de referencia 12 es la secuencia del

genoma del algodétn que flanquea la 3°, como se establece

en la SEC ID NO:25.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES PREFERIDAS

s_\
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El algodén, Gossypium hirsutum, ha sido
genéticamente modificado para resistir las plagas de
Lepid6épteros, que tienen un impacto negativo sobre la
produccién del algodén. Esto se logré mediante la
insercién de un primer cartucho de ADN que codifica la
insercién de la proteina CrylAc proveniente del Bacillus
thuringiensis y un segundo cartucho dado que codifica la
proteina insecticida Cry2Ab proveniente del Basillus
thuringiensis. Esta invencién se relaciona
preferiblemente con plantas, partes de plantas, plantas
de progenie que contienen al menos la secuencia dque
comprenden el segundo cartucho de ADN, y con métodos y
composiciones de material para el uso de la deteccién de

la presencia de dichas secuencias en una muestra.

El primer cartucho de ADN se inserté dentro del
genoma del cultivar de algodén Coker 312 a través de
Agrobacterium sp que se transforma utilizando un segmento
de ADN derivado del plasmido PV-GHBKO4 (pMON10518 en la
patente estadounidense No. 5,500,365)para producir el
evento de algodén MON531, que reproducide con muchas
diferentes variedades de algodén e introducido
exitosamente en los mercados de algodén en todo el mundo.

El evento de algodédn MON531 se transformé utilizando

33
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tecnologia y aceleracién de particulas con un fragmento
de ADN lineal purificado con gel, es decir, el segundo
cartucho indicado aqui y el anterior, proveniente del
plasmido PV-GHBK1l (alternativamente denominado pB1579),
que contiene el cry2Ab y las regiones que codifican la PB-
glucuronidasa (uidA). (John, M. E 1997. Cotton Crop
Improvement Through Genetic Engineering. Critical Reviews
in Biotechnology, 17(3): 185-208) El gel uidA se utilizé
como un marcador sSeleccionable para ayudar en 1la
identificaciédn de células que contenlan la regidn que
codifica el cry2Ab. La regiétn que codifica al cry2Ab
derivado del plasmido PV-GHBKll comprende el promotor
(CaMV) 35S del virus del mosaico del coliflor con una
regiétn mejoradora duplicada (patente U.S 5,530,196;
5,424,200; y 5,359,142) operablemente conectada a una
secuencia lider no traducida de una proteina de golpe de
calor de petunia (PetHSP70-lider) operablemente conectada
0 unida al péptido de transito de cloroplasto N-terminal
del gen EPSP de la Arabidopsis thaliana (AEPSPS/CTP2)
(Van den Broeck, et. Al, 1985. Targeting of a foreign
protein to chloroplasts by fusion to the transit peptide
from the small subunit of ribulose 1,5-bisphosphate
carboxylase. Nature 313, 358-63.). Operablemente

conectada o unida a una secuencia sintética que codifica

3™
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la proteina Cry2Ab (Widner, W. R. y Whiteley, H.R. 1990.
Location of the Dipteran Specificity Region in a
Lepidopteran-Dipteran Cristal Protein from Bacillus
thuringiensis. J Bacteriol. 172, 2826-32} que esta
operablemente conectada © unida a la regién no traducida
3° del gen sintasa nopalina (NOS) de Agrobacterium
tumifaciens que termina la trlascripcién y dirige 1la
poliadenilacién (Fraley, R.T., et. al. 1983, Expressién
of bacterial genes in plant cells. Proc Natl Acad Sci
U,s,A,, 80 (15), 4803-07). La regidn que codifica la B-
glucuronidasa también es controlada por un promotor CaMV
355 mejorado y una secuencia de poliadenilacién NOS 3°.
La insercién del cartucho, o sustancialmente todo el
cartucho, que contiene las secuencias que codifican el
cry2BAb Y el uidA dentro del evento de algoddén MONS531 dan
origen a un evento designado como MON15985 que comprende
tanto la secuencia que codifica el crylA como también el
cartucho que codifica la secuencia que codifica cry2Ab.
El anadlisis genético del evento MON15985 ha demostrado
que dos cartuchos insertados se encuentran en cromosomas
diferentes y asi se pueden segregar en la reproduccién,
los segregantes al lugar al genotipo del evento original
MON53]1 asi como también un segundo genético designado

come MON15985X cque comprende solo un cartucho insertado
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simple que comprende el gen responsable para codificar la
proteina cry2Ab. Es el evento de transformacién el que da
origen al genotipo del algodén MON15985 asi como también
al genotipo MON15985X que es la materia sujeto de esta

invencién.

Las siguientes definiciones Y métodos se
proporcionan para definir mejor la presente invencién y
para guiar aquellos de experticio ordinario en la
practica de la presente in&encién. A menos que anote otra
cosa, los términos deben ser entendidos de acuerdo con el
uso convencional por aquellos expertos en la técnica
relevante. Las definiciones de los términos comunes en
biologia molecular también se pueden encontrar en Rieger
et al ., Glossary of Genetics: Classical and Molecular,
quinta edicibén, Springer-Verlag: New York, 1991; y Lewin,
Genes V, Oxford University Press: New York, 1994. la
nomenclatura de las bases de ADN se establecen en 37 CFR

§ se utiliza 1822.

Que comprende

Como se utiliza aqui, la expresién, “que comprende”

significa “que incluye pero nec esta limitado a”.

{3



22

EVENTO

Como se utiliza aqui un “evento” transgénico se
refiere a una planta recombinante producida mediante la
transformacién de células vegetales con ADN het-erologos,
es decir, una construccidén de Acido nucleico que incluye
un transgen de enteres, regeneracidén de una poblacibn de
plantas que resultan de la insercién del transgen dentro
del genoma de la planta, y la seleccidtn de una planta
particular caracterizada por la insercién en una
localizacidén del genoma particular. El término “eventos”
se refiere al transformante y la procgenie originales del
transformante que incluye el ADN heterdflogo. El término
“eventos” también se refiere a la progenia producida
mediante cruce sexual entre el transformante y otra
variedad que incluye el ADN heterélogo: Aun después de
repetido el retro cruzamiento de un padre recurrente, el
ADN insertado vy el ADN de flanqueo proveniente del padre
transformado esta presente en la progenie del cruce lo
mismo qu'e el sitio del cromosoma. El1 término “evento”
también se refiere al ADN proveniente del transformante
original que comprende el ADN inserto y la secuencia de

flanqueo mediatamente adyacente al ADN inserto gque se

r g
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esperaria fuera transferida a la progenie que recibe el
ADN inserto incluyendo el transgen de interés como
resultado del cruce sexual de una linea parental que
inclufe el ADN insertado (por ejemplo el transformante y
la progenie originales que resultan de si mismas) y las

lineas parentales que no contienen el ADN insertado.

Pruebas e inicladores

Una “pruebas” es un Aacido nucleico aislado el cual
esta unido a una etiqueta convencional detectable a una
molécula reportera, por ejemplo, un isbétope por
radioactivo, ligando agente quimioluminiscente o enzima.
Tal prueba es complementaria a una hebra de un acido
nucleico objetivo, en el caso de la presente invencién, a
una hebra de un ADN gendmico proveniente de un evento de
algodén MON15985 (sea de una planta de algoddén o de una
muestra que incluye el ADN del evento}. La prueba de
acuerdo con la presente invencién incluye no solo &cidos
deoxiribonucleicos o acido sino también poliamida y otros
materiales de prueba que se unen especificamente a 1la
secuencia de ADN objetivo y se pueden utilizar para

detectar la presencia de la secuencia de ADN objetivo.



Los “iniciadores” son Aacidos nucleicos aislades que
fortalecidos en un hebra de ADN objetivos complementario
mediante hibridizacién de A4cido nucleico para formar un
hibrido entre el iniciador de la hebra de ADN objetivo,
luegc extendida junto con la hebra de ADN objetivo
mediante una polimerasa, por ejemplo, una polimerasa de
ADN. Los pares de iniciadores o conjuntos se pueden
utilizar para la amplificacién de una secuencia de acido
nucleico, por ejemplo, mediante la reaccidn en cadena de
polimerasa (PCR™), también conocida como métodos de
amplificacién térmica, y otros métodos de amplificacién

de Acido nucleico convencionales.

Las pruebas y los iniciadores pueden ser tan
pequeflas como diez nucledtidos, pero son generalmente de
15 nucleétidos o més de longitud, preferiblemente 20
nucleétidos o més, mas preferiblemente 25 nuclebtidos, y
mds preferiblemente 30 nucledétidos o mas. Tales pruebas e
iniciadores hibridizan especificamente a una secuencia
objetive bajo altas condiciones de hibridizacibén severa.
Preferiblemente, las pruebas y los iniciadores de acuerdo
con la presente invencién tienen complementariedad de
secuencia completa con la secuencia objetivo, aunque

pruebas diferentes de la secuencia objetivoe y que
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requieren 1la capacidad de hibridizar 1las secuencias
objetivo se pueden se pueden designar mediante métodos
convencionales. Cualquier referencia a una secuencia
especifica para una prueba o iniciador de la secuencia de

ADN incluye su secuencia complementaria.

Los métodos para preparar y utilizar pruebas e
iniciadores se describen, por ejemplo, en Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, segunda ed., vol. 1-3, ed.
Sambrook et al., Cold Sﬁring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY, 1989 (en lo sucesivo, “Sambroock
et al., 1989”); Currente Protocecols in molecular Biglogy,
ed. Ausubel et el., Greene Publishing and Wiley-
Interscience, New York 1992 (con fechas peribdicas) (en
lo sucesivo, “ usubel et al., 1992); and Innis et al.,
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications,
Academic Press: San Diego, 1990. Los pares de iniciadores
PCR™ se pueden derivar de una secuencia conocida,

Por ejemplo al ignisar programas de computador destinados
para este prop6sito tal como el Primer (versién 0.5, ®
1991, Witehead Institute for Biomedical Research,

Cambridge, MA}.

q0
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Los iniciadores y las pruebas basadas en el ADN de
flanqueo 1las secuencias de inserto descritas aqui se
pueden utilizar para confirmar (y, si es necesario
corregir) las secuencias descritas mediante métodos
convencionales, por ejemplo, al reclonar y secuenciar

tales secuencias.

Hibridizacién de 4&cido nucleico; condiciones severas;

especifica.

Las sondas e iniciadores de &cido ﬁucleico en la
presente invencién hibridizan bajo condiciones severas
una secuencia de ADN objetivo. Cualquier hibridoizacién
de 4acido nucleico convencional cuanto método de
amplificacién se puede utilizar para identificar 1la
presencia del ADN proveniente del evento transgénico de

una muestra.

El término “condiciones severas” que define
funcionalmente con relaciétn a la hibridizacién de una
gsonda de &cido nucleico a un Acido nucleico objetivo {(es
decir a una secuencia de &cido nucleico particular e

interés) mediante el procedimiento

9
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De hibridizacién especifico discutido en Sambrook et al.,
1985, a 9.,52-955. Ver también, Sambrook et al., 1989 a
9,47-9,52 9.56-9.58; Kanehisa, Nucl. Acids Res. 12:203-
213, 1984; y Wetmur y Davidson, J. Mol. Biol. 31:349-

370,1968.

En relacién con la amplificacién de la secuencia de
dcido nucleico objetivo {(por ejemplo, mediante PCRTM)
utilizando un par iniciador de amplificacién,
“condiciones severas” son condiciones que le permiten al
par iniciador hibridizar solo la secuencia de &cido
nucleico objetivo a la cual el iniciador que tiene la
correspondiente secuencia tipo silvestre {o su
conplemento) se uniria y preferiblemente producir un
producto de amplificacién unico. El término “especifico
para(una secuencia objetivo)” indica que la sonda o el
iniciador hibridiza bajo condiciones de hibridizacién
severas solo la secuencia objetivo en una muestra que

comprende la secuencia objetivo.

Amplificacién del 4cido nucleico

Como se utiliza aqui “el ADN amplificado” o

“amplicon” se refiere al producto de amplificacién del

92



28

4cido nucleico de la secuencia de Acido nucleico objetivo
que es parte de una plantilla de 4&cido nucleico. Por
ejemplo, para determinar si la planta de algodén dgue
resulta de un cruce sexual contiene un ADN genémico de un
evento transgénico proveniente de una planta de algodbén
puede ser sometido a una amplificacién de acido nucleico
utilizando un par iniciador que incluye un iniciador
derivado de la secuencia de flanqueo en el genoma de la
planta adyacente al sitio de insercién del ADN heterdlogo
insertado y un seqgundo iniciador derivado del ADN
heterbloge insertado para producir un amplicon dque es
diagnostico para la presencia del evento (por ejemplo, el
amplicon es de una longitud y tiene una secuencia que es
diagnéstica para el evento). Alternativamente, un par
iniciador se puede derivar De la secuencia de flanqueo
sobre ambos lados del ADN insertado con el fin de

producir un amplicon gque incluye un inserto completo.

La amplificacién del acido nucleico se puede lograr
mediante cualquiera de los varios métodos de aplicacién
de Aacido nucleico conocidos en la técnica, que incluyen
la reaccién de cadena de polimerasa (PCR™). Una variedad
de métodos de amplificacidén son conocidos en la técnica y

son descritos, Inter. alia, en la patente estadounidense
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No. 4,683,195 y 4,683,202 y en los protocoles PCR: A
Guide to Methods and Applications, ed. Innis et al.,
Academic Press, San Diego 1990. Cualquier método bien
conocido para la amplificacién del acido nucleico se

puede utilizar en la préictica de la presente invencidn.

La secuencia del inserto del ADN heterbflogo o
secuencia de flanqueo proveniente de un evento de algoddn
MON15985 se puede verificar (y corregir si es necesario)
al amplificar tales secuencias provenientes del evento
que utiliza iniciadores derivados de 1las secuencias
suministradas aqui sequidas por una secuenciacién de ADN

estandar,

Juego de deteccién.

Como se utiliza aqui, “juego de deteccibn” se
refiere a un juego utilizado para detectar la presencia o
ausencia de ADN proveniente de un evento MON15985 en una
muestra gque comprende sondas de &cido nucleico e
iniciadores de la presente invencién, que hibridizan bajo
condiciones severas a una secuencia de ADN objetivo, y
otros materiales necesarios para posibilitar la

hibridizacién del Acido nucleico ¢ los métodos de

Y
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amplificacién. Alternativamente, un Jjuego de deteccibén
puede comprender matgriales necesarios para posibilitar a
un experto en la técnica desarrollar métodos similares a
aquellos descritos en la solicitud internacional PCT WO
97/22719, incorporada aqui como referencia, para detectar
la presencia o ausencia de ADN proveniente de un evento

MON15985 en una muestra.

Ejemplo 1.

El algoddn, Gossypium hirsutum ha sido genéticamente
modificado para resistir las plagas de lepiddpteros, que
tienen un impacto negativo sobre 1la produccién del
algodébn. Esto se logra como se indicé aqui mediante la
insercién de un cartucho de ADN que codifica en 1la
proteina cryAc insecticida proveniente del bacillus
thuringiensis dentro del genoma del cultivar de algodén
Coker 312 a través de la transformacién del Agrobacterium
sp que utiliza un fragmento del ADN derivado del plasmido
PV-GHBKO4 (pMON10518 en la patente estadounidense No.
5,500,365). Esta transformacién da como resultado tres
inserciones separadas dentro del genoma del algodén. La
primaria, inserto funcional responsable por la expresién

de la proteina crylAc en el evento del algodédn 531
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comprende el promotor 358 mejorado descrito
anteriormente, 1la regidtn codificante crylAc, y la
secuencia de terminacién wunida a una secuencia que
codifica un marcador seleccionable antibiéticoe. Un
sequndo inserto adyacente y e inmediatamente corriente
arriba de la primer secuencia insertada comprende una
regién que codifica el CRYlAc parcial y la secuencia de
terminaciétn. El1 tercer inserto comprende solo una
secuencia de terminacién parcial y ha sido mostrada para
segregar independientemente de las primeras dos
secuencias indicadas anteriormente. La primera y las
segundas secuencias insertadas estin estrechamente unidas
y por lo tanto no se segregan una de la otra. Los flancos
de la secuencia del genoma del algodé4n los extremos 5" y
3° de todos los tres insertos. Por lo tanto, las seis
Gnicas uniones del genoma/inserto del algodén fueron
creadas como resultado del proceso de transformacidnm.
Cualquiera de las seis uniones puede ser analizada para
determinar si el evento MON531 esta presente en una

muestra de semillas de algoddn.

El analisis molecular se desarrocllo sobre el evento
de algodén MONS531 para definir el extremo de una de las

inserciones de ADN transgen e identificar el ADN gndmico
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del algodén que flanquea los insertos de ADN transgen.
Los estudios que avanzan del genoma combinados con la
secuenciacién de nucledtidos produce 1las 'secuencias de
ADN de dos de dichas uniones de genoma/inserto de algodén
para el inserto primaric SEC ID NO:1 y SEC ID NO:2 y sus
complementos. Las secuencias de flanqueo y el diagnéstico
de las secuencias del inserto para el MON531 fueron
entonces identificadas comc sigue: SEC ID NO:3, la
secuencia del extremo 5° del inserto primario; SEC ID
NO:4, la secuencia del genoma del algoddén que flanquea el
extremo 5°; SEC ID NO:5, la secuencia del inserto en el
extremo 3°; y la SEC ID NO:6, la secuencia del genoma que
flanquea ese extremo 3°. Como se discutid anteriormente,
los iniciadores se pueden derivar de estas secuencias
para utilizar métodos de amplificaciétn de ADN. Los
ejemplos de SEC ID NO:7 Y SEC ID NO:8. El1 SEC ID NO:9 es
la secuencia de la seccién del DNA que traslapa el ADN
del genoma del algodén y un extremo del ADN insertado; la
SEC ID NO:10 es la secuencia de una seccién del ADN que
traslapa el ADN del genoma del algodén y el extremo

opuesto del ADN insertado.

Lo siguiente proporciona un ejemplo no limitante de

cémo uno podria utilizar estas secuencias de A&cido

92



13

nucleico novedosas para detectar el evento de algodén
MON531 en una muestra, incluyendo la, linea de semilla
denominada MON15985, y revisar su ausencia en la linea de

semilla denominada MON15985X.

Aiglamiento del ADN para andlisis PCR™.

El ADN proveniente del evento de algodédn MON531 se
extrajo del tejido de la semilla. E1 ADN se extrajo tanto
de los tejidos de semilla comc de hoja provenientes de
las sustancias de control (semilla de algeodén no
transgénica y tejidc de hoja). El1 ADN proveniente de la
semilla se aisldé al procesar la semilla hasta convertirse
en un polve fino que utiliza un mezclador comercialmente
disponible. Aproximadamente 2g de la semilla procesada se
transfirié a un tubo cbnico de 50n ml, y ~ 16 ml de
amortiguador de extraccién CTAB [1,5% (P:P)CTAB,75 nM
Tris-HCL pH 8.0, 100mM EDTA pH 8,0,1,05 M NaCL y 0,75%
{(p:p)PVP (MW 40,000] se agregaron a La semilla procesada.
Las muestras fueron incubadas a 65° C durante
aproximadamente 30 minutos con una mezcla intermitente y
luego se le permitid enfriarse a su temperatura ambiente.
Un volumen igual (~16 ml) de alcohol cloroformo: isoamilo

(24:1 (v/v)) o cloroformo se agregoc a las muestras a
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temperatura ambiente. La suspensién se mezclo mediante
inversién, y las dos fases se separaron mediante
centrifugacién a ~16.000 x g durante 5 minutos. La capa
acuosa (superior) se removidé utilizando una pipeta de
transferencia y se ubicé dentro de un tubo cbdnico limpio
de 50 ml. Aproximadamente UN volumen de 1/10 (~16 ml) de
un amortiguador CTAB al 108 (10% (p:p) CTAB y o,7 M de
NaCL ] se agregaron a la fase acuosa, que luego se mezclo

mediante inversién. Las muestras se centrifugaron a

(~16.000 x g durante 5 minutos para separar las fases. La

fase acuosa (superior) se removid, mezclo con un volumen
igual (~ 15 ml) del amortiguador de precipitacidédn CTAB
(1% (p:p)CTAB, 50 mM Tris pH 8,0 y 10 mM EDTA pH 8,0] vy
se le permitié permanecer a temperatura ambiente durante
aproximadamente 1 hora. Las muestras se centrifugaron a ~
10.000 x g hasta peletisar el ADN, el supernadante se
decanto, y el glébulo se disolvid en aproximadamente 2 ml
de TE de sal alta [10mM Tris-HCL pH 8,0, 10 mM EDTA pH
8,0 y 1M NaCL] al incubar a 37° C con girado suave
durante aproximadamente 2 horas.: La centrifugaciédn se
desarrollo ~ 23,000 x g hasta peletisar cualquiera de las
impurezas remanentes. Se movi6é el supernadante, se ubicd
en un tubo limpio de 15 ml, y aproximadamente 1/10 de

volumen (~ 150 p ) de 3 M NaOAc, pH 5,2 y dos volimenes
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(~ 4 ml en relacién con el supernadante) de etanol
congelado al 100% que fueron agregados para precipitar el
ADN. El1 ADN precipitado se devandé en un tubo micréfugo
que contenia aproximadamente 1 ml de 70% de etanocl. El
ADN se peletizo en un micr6fugo a una velocidad méxima
(14.000 rpm) durante 5 minutos se seco, y se redisolvid
en TE, pH 8,0 en un refrigerador a 4° C durante toda la

noche.

El ADN genémico del algoddn no transgénico utilizado
como control se aisld del tejido de la hoja que se
congeld en nitrdgeno liquido y se molié hasta convertirse
en un polvo fino utilizando un mortero y un macerados.
Aproximadamente un g del tejido de hoja molido se
transfirié a un tubo centrifugo de 13 ml y 6 ml de
amortiguador de extraccién [2,5 ml de amortiguador de
extracciétn de ADN(350 mM de sorbitol, 100 mM Tris pH 7,5,
S mM EDTA, 0,38% (P/v) de bisulfito de sodio), 2,5 ml de
un amortiguador de lisis de nicleos (200 mM Tris pH 7,5,
50 mM EDTA, 2 M NaCL, 2% (p/v) CTAB), Y 1 ML de sarcosilo
(solucién al 5% (p/v)] se agregd. Las muestras se
incubaron a 65° C durante aproximadamente 30 minutos con
una mezcla intermitente. Se agregaron cuatro y medio

milimetros de alcohol y cloroformo: isocamilo (24:1 v/v))

(00
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a temperatura ambiente a las muestras. La suspensibén se
mezclo durante 2 3 minutos, y las dos fases se separaron
mediante centrifugacién durante 15 minutos a ~ 2.00 x g a
4° C. La capa acuosa (superior) se removié utilizando un
a pipeta de transferencia y se ubicé dentro de un tubo
centrifugo de 13 ml. Cinco mililitros de isopropanol al
100% se agregaron, y los tubos se mezclaron mediante
inversién para precipitar el ADN, el ADN precipitado se
devandé en un tubo micré6fugo que contenia 500 pl de etanol
al 70%, el ADN se peletizo en un micr6fugo a una
velocidad maxima de (14.000 rpm) durante 2 minutos. El
ADN se secd y se disolvidé en un amortiguador TE en un

refrigerador a 4° C durante toda la noche.

Verificacién del PCR™ de uniocnes de genoma de inserto de

algodédn Gnico en el evento de algodédn MONS31.

Las secuencias de ADN de cuatro uniones de
genoma/inserto de algodén se identificaron utilizando el
PCRTM basado el “Universal Genome Walker Kit™ de acuerdo
con el protocolo del fabricante segquido por secuenciacién
del nucleétido de los productos PCR™. Luego, los ensayos
PCR™ se desarrollaron utilizando un iniciador

complementario al ADN gendmico del algodén y otro
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iniciador complementaric al ADN del transgen insertado.
Por ejemplo, un iniciador designado en el extremc 3° del
primario, inserto funcional complementario a la secuencia
del flanqueo genémico (por ejemplo SEC ID NO:6) pareado
con un segundo iniciador en el extremc 3° del primario,
inserto funcional complementario a la ;ecuencia del
transgen insertado (por ejemplo SEC ID NO:5). Los ensayos
PCR™ se desarrollaron wutilizando 10-100 ng de la
plantilla de ADN geonétmico del evento de algodém MONS31
en un volumen de reaccién de 50p que contienen wuna
concentracién final de 1.1 mM Mg®, 0,4 pM de cada
iniclador, 200 uM de cada dNTP, y 2,5 unidades de
polimerasa de ADN Taq. Las reacciones para los ensayos
PCRTM se desarrollaron bajo las sigulentes condiciones
ciclicas: 1 ciclo a 94° C durante 3 minutos; 38 ciclos de
94° C durante 30 segundos, 60° C durante 30 segundos, 72°
C durante 90 sequndos; 1 ciclo a 72° C durante 10
minutos. Los productos PCR™ se separaron utilizando 1la
técnica electroforesis con gel de agarosa, visualizada
mediante manchado con bromuro de etidio sacado el gel, y
sometido a secuenciacién de ADN utilizando quimica de

tinte terminador para confirmar las secuencias.



38

En el ejemplo anterior, como se esperaba, las
reacciones de control sin el ADN de plantilla y el ADN de
color negativo no transgénico coker 312 no generaron un
producto PCR™. Las muestras MON531 del evento de algodén
generaron el tamafio esperado de los productos PCRTM DE
264 bp para la secuencia de flanqueo 3°. Por lo tanto,
las secuencias de 4cido nucleico novedosas y la unién del
ADN insertado y el ARDN geonbémico de algodén en el evento
de algodén MON531 son Gtiles para detectar el ADN

derivado del evento de algodé4n MON531 en una muestra.

E1 MON531 en el trasfondo de la variedad coker 31£
se cruzaron con a variedad DP50 (Delta & Pine Land
Company) para producir una variedad que contiene el
evento MON531 que codifica la proteina CrylAiJ, que se

designdé como DP50B.

EJEMPLO 2

Este ejemplo describié la produccién de una planta
de algodén transformada designada como MON15985 derivada
del DP50B que contenia un evento de desercién adicional

que codifica una proteina inhibitoria de insecto Cry2Ab y

|o3
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el aislamiento y caracterizacién de las secuencias del
ADN 5° y 3° que flanquean los extremos 5° y 3° del

MON15985.

Las células vegetales DP50B objetivo se
transformaron utilizando tecnologia de aceleracién de
particula con un segmento de ADN lineal derivado del
plasmido PV-GHBK1l. El segmento de ADN lineal se prepard
mediante la digesti6én del pléasmido PV-GHBK1l con 1la
enzima de restriccién Kpnl, separacién de los fragmentos
del plasmido mediante electroforesis con gel de agarosa y
aislamientoc del segmento de ADN que contiene el cartucho
que comprende la secuencia de codificacién del cry2Ab y
la secuencia de codificacién del uidA (GUS). Ninguna
estructura de plasmido esta contenida dentro del segmento
0 secuencia aislada y purificada y preparada para el
bombardeo del tejido de algeodén. E1 cartucho de expresién
consiste de una regién de codificacién cry2Ab regulada
mediante un promotor expresable en planta CaMV 35S
mejorado y una terminacién de trascripcidn NOS3° de
Agrobacterium Tunefaciens Yy la secuencia d
epoliadenilacién. La secuencia de codificacién del cry2Ab
se designa para ser blanco de producto de expresié4n como

una proteina precursora para importar cloroplasto en las

JoY



células vegetales (segin se describe en la WO 0026371 y
la solicitud de patente estadounidense serie NO.
09/186,002, presentada en noviembre 4, 19998, cuyos

contenidos completos se incorporan aqui como referencia).

La variedad dl algodén DP50B se transformo con el
cartucho de ADN descrito anteriormente mediante el
bombardeo con particulas de oro recubiertas con ADN
utilizande un método de descarga electrostdtica (John,
M.E., Cotton Crop Improvement Through Genetic
Engineering. Critical Reviews in Biotechnology, 17:185-
208 (1997) .Los deferentes eventos fueron tamizados para
la eficacia contra plagas de insectos, fenotipo, ¥y
segregacién genética para la expresién ‘de la proteina
Cry2Ab. Basado en estos criterios, se escogieron 6 lineas
para caracterizacién adicional del evento de insercién.
La mancha del sur fue utilizada como el método primario
para evaluar la presencia de uno o mas nimeros de copias
de insercién y complementariedad del evento de inserciédn.
Una linea, 15985, se escogié para caracterizacibn
molecular completa del evento de insercién que se insertéd
en el genoma DP50B. El1 ADN que circunda el evento de

insercibén se aislé y se caracterizb.

jo$
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Aislamiento del ADN que flanquea el evento de
insercién: El1 ADN se extrajo de hojas jOévenes de algodén
mediante un método Fito-Pure® modificado de Amersham que
se designd para extraer ADN de las plantas con grandes
cantidades de carbohidratos contaminantes. Con el fin de
determinar la secuencia del ADN alrededor de la secuencia
codificante cry2Ab insertada, el protocolo de Genome
Walker® de Clone Tech, Inc. Se utilizé. Los fabricantes
recomendaban condiciones que eran seguidas con solo una
Modificacién: en lugar de utilizar extracciétn con fenol
para purificacién del ADN después de la divisién de
endonucleasa de reatriccién, el ADN se purificé con una
columna de giro Qiagen QIAquick® d acuerdo con el manual

de instrucciones del fabricante.

Las enzimas utilizadas para cortar el ADN geondmico
antes de la ligazén del ligador fueron Dral, Pwvull, Scal
and Stul. Luego del procedimiento suministrado por
Qiagen, se extrajo el ADN en 5 volimenes de amortiguador
PB, unido a la columna. Lavado con 0,75 ml de PE y luego
eluido de la columna en 20 mL, 10mM Tris pH 8,5. Este ADN
se utilizd entonces como fuente de las bibliotecas
ligadoras. Las posiciones del iniciador fueron

deliberadamente escogidas de los extremos de donde el ADN
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fue linealizado para permitirle una cierta cantidad de
supresién en su extremo. Los primeros iniciadores (SEC ID
NO:30 y SEC ID NO:31) se desig‘nb para fortalecer las
secuencias gque eran unicas a la secuencia codificante
cry2Ab en razé4n de la presencia de los elementos de ADN

repetidos en el genoma del algodén. Los productos PCR™

resultantes se sometieron a una sequnda reaccién PCR™ °

utilizando iniciadores anidados directamente en forma
adyacente a aquellos utilizados en la primera reaccidn
(SEC ID NO:32 y SEC ID NO:33). Los parémetros PCR™
utilizados fueron aquellos recomendados por Clone Tech.
Los pardmetros de amplificacién primaria fueron como
sigue:7 ciclos 94° C 2 seg, 72° C 3 min, 32 ciclos 94° c
2 seg, 68° C 3 minutos, y parametros de amplificacién
secundaria fueron como sigue: 5 ciclos 94° C 2 seqg, 72° C
3 min, 20 ciclos 94° C2 seqg, 68° C 3 minutos, y 68° C
4minutos en el ultimo ciclo. Todas las reacciones PCRTM

se desarrollaron en una miquina Perkin-Elmer 9700,

Los productos PCRTM resultantes provenientes de la
sequnda amplificacidén se clonaron en el vector
pPBS {SK+)proveniente de Stratagene el cual habia sido
cortado con Smal para generar un extremo despuntado y

tratar con fosfatasa alcalina para evitar autoligacién.

jo?
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Los fragmentos de ADN que fueron generados en la reaccidén
PCR™ secundaria se trataron con quinaza T4 de ADN para
agregar un fosfato 5° y luego 1ligarla al vector de
extremo despuntado bajo condiciones De ligacibén estéandar.

Protocolo de Genome Walker®: Las reacciones de PCR™
secundarias utilizando 1los pares iniciadores anidados
produjeron miltiples fragmentos sintetizados de ambos
extremos 5° y 3°. Estos fragmentos indepeﬁdientes para el
extremo 5° se clonaron y secuenciaron utilizando métodos
bien conocidos en la técnica, mientras que'dos fragmentos
fueron clonados y secuenciados del extremc 3°. Para cada

fragmento individual, al menos se obtuvieron dos clones

independientes. .

La secuencia de los clones de cada conjunto
iniciador se compard una con la otra. Las secuencias
entre los clones respectivos se determinaron como siendo
la misma, y conteniendo la misma unién de transgen de

planta.




Este ejemplo ilustra como las secuencias de ADN de
flanqueo del evento de insercién MON15985 se pueden

utilizar para determinar sigositidad.

Disefio y desarrolloc de uvun PCR™ basado en ensayos
para homocigositidad del evento de insercié4n MON15985: La
secuencia de ADN de las dos regiones de flanqueo del
evento de insercién MON15985 se utillizaron para diseflar
un ensayo de homocigositidad basado en PCR™. Tal ensayo
seria considerado util si fuera capas de detectar tanto
el evento de insercién MON15985 especifico como el
cromosoma tipo silvestre. Para ensayar la factibilidad de
desarrollar un ensayo que también detecte el cromosoma
tipo silvestre, se disefiaron iniciadores provenientes de
la secuencia directamente adyacente al evento de
insercién para ensayar si ellos pudi'eran ser utilizados
para sintetizar un fragmento de ADN en algodbn no
transgénico asi como también en la linea 15985. Los
iniciadores escogidos fueron capaces de sintetizar el
evento de insercién MON15985 total pero no se observd
ningin producto en los controles no transgénicos. Estos
resultados indicaron que el evento de insercidn no era
una simple ruptura en el ADN y la insercién de 1la

secuencia de SADN del cartucho que codifica la proteina

{09
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Cry2Ab. Este resultado, sin embargo establecido que los
dos extremos estin de hecho conectados y flanquean un

cartucho de gen intacto que contiene cry2Ab.

Los cebadores fueron disefiados para la secuencia de
4cido nucleico que flanquea el extremo 3° del inserto
para los fragmentos de amplificaclén por medio del
protocolo Genome Walker® en librerias de enlaces hechos a
partir de ADN de algoddn no transgénico. Un fragmento de
par de bases 620 fue clonado y secuenciado a partir de un
algodén no transgénico. Esta secuencia fue entonces usada
para diseflar los cebadores para el tipo silvestre de
cromosoma gque estaria presente en el individuo en el
heterozigotodo. Varios conjuntos de cebadores fueron
hechos y ensayados Jjuntos para poder encontrar un
conjunto que trabajara en una reaccién tnica y siempre
que no existieran bandas de antecedentes. Un conjunto de
cebador que comprende 1la secuencia la SEC ID NO:34
{secuencia que flanquea la planta de algodén 3°) y SEC ID
NO:35 (secuencia que flanquea la planta de algodén 5°)
fue encontrada que producia un amplicon de par de base
800 a partir de un tipo silvestre, o un ADN de algodén no
transgénico. Sin embargo, si por lo menos un inserto,

estd presente el cebador comprende la SEC ID NO:36 1la

L\0



46

cual anillari en cry2Ab en las secuencias especificas de
cry2Ab y genera un amplicon de 1,5 kb con un anillado de
cebador en la secuencia de flanqueo de planta de algodédn
3°(SEC ID NO:34). Por lo tanto, el ensayo resultante
usando cebadores PCR™ comprende SEC ID NO0O:36,SEC 1ID
NO:34, y SEC ID NO:35 como sigue: si un individuc es
homocigoto para la insercidén MON15565 en el evento
entonces solamente una banda de 1,5 kb estaria presente;
pero si es heterocigoto entonces una banda adicional de

0,8kb estaria también presenfe.

Juntas de estas bandas (1,5kb y 0,8 kb) fueron
clonadas y secuenciadas para confirmar su identidad. La
secuencia del ADN del fragmento de par base 800 generada
en los individuos heterocigotodos es idéntica a 1la
secuencia del fragmento Genome Walker® generado por los

cebadores tomados del extremo 3° y del ADN no trasgénico.

Confirmacién del PCR™ con ensayo de zigocidad: para
verificar la precisiédn del ensayo de zigocidad una serie
de experimentos fueron conducidos utilizando progenia
transgénica homozigotoda, heterozigotoda y negativa del

MON 15985.

Ly
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R2:

Fenotipo: 15 plantas R2 individuales a partir de 3
genotipos R1 sospechosos fueron caracterizadas en cuanto
a la presencia o ausencia de la proteina cry2Ab por medio
de ELISA. Las plantas de interés que fueron positivas
para el estudio incluyeron MON15985-2 y MON15985-34. La
planta MON15985-71 fue identificada como negativa para la

proteina cry2hb.

R3:

Fenotipo:15 semillas R3 individuales de cada una
delas plantas R2 seleccionadas fueron plantadas en tarros
de 4” y subsecuentemente tamizadas en cuanto a la
presencia de la proteina cry2Ab a través del cualitativo
de ELISA. Los resultados ELISA reportados para todas las
plantas R3 de MON15985-2 fueron posltivas, asi dando a
los padres R2 una designacién de ser homozigotodos para
el gen cry2Ab. La progenia R3 de MON15985-34 fueron una
mezcla de plantas positivas y negativas dando a 1la
pariente R2 una designacién de ser heterozigotoda para el
gen cry2Ab. Todas las plantas R3 de MON15985-71 fueron
negativas y confirmaron que la pariente R2 fue negativa

también.

L3
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Genotipo: El ensayo de zigocidad con base en APCRTM
fue llevado a cabo en cinco plantas R3 MON15985-2 vy
MON15985-71. Los cebadores y técnicas fueron utilizados
como se describié previamente. Los resultades de este
ensayo dio los patrones de bandas esperadas. Toda la
progenie de MON15985-2 produjo solamente la banda unica
de 1,5 kb soportando los datos Elisa que, indicaron que
la linea MON15985-2 es positiva homozigotoda para el gen
cry2Ab. Toda la progenia de MON15985-71 produjo solamente
la banda Unica de 0,8 kb encontrada en el tipo silvestre,
soportando asi los resultados Elisa al demostrar que esta
linea es homozigotoda negativa para el gen cry2Ab. Cinco
progenies de <cada una de los catorce familias
individuales R2 de MON15985-34 fueron tamizadas lo mismo
que dando combinaciones de plantas homozigotodas,

heterozigotodas y negativas.

R4:

Cinco plantas individuvales de todas 1las tres
poblaciones R3 se les permitié auto polinizarse y fueron
cosechadas. Quince progenies R4 de cada una de las

plantas R3 ensayadas por medio de PCR™ fueron plantadas

L33
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en tarros de 4~ para confirmar los resultados sobre las
plantas R3. Asi, si los resultados en R3 PCR™ fueron
homozigotodos entonces todas las progenies R4 deberian
ser homozigotodas, lo mismo que si los resultados en R3
por medio de PCRTM eran heterozigotodos la progenie R4
deberia ser una mezcla de plantas homozigotodas,
heterozigotodas y negativas. Todas Las familias de
progenie R4 sumiziistraron los resultados esperados con
base en el ensayo PCRTM en R3. Por lo tanto, los ensayos
con base en PCR™ suministran un método durable para

genotipiar plantas en cuanto a zigocidad.

EJEMPLO 4

Este ejemplo ilustra las secuencias de ADN
flanqueadas en los extremos 5° y 3° del inserto en un

evento de algodén MON15985.

E1l ADN de MON15985 fue extraido de tejido de hojas
que fueron congeladas en nitrégeno 1liquido y molidas
hasta un polvo fino usando un mortero y un martinete.
Aproximadamente 1 g del tejido de hojas mnmolido fue
transferido a un tubo centrifugo de 13 ml y una carga de

extraccién de 6 ml (2,5 ml de carga de extraccién de

L



50

ADN (350 mM de sorbitol, 100 mM de Tris pH 7,5 mM EDTA
0,38% (P/v)de bisulfito de sodio), 2,5 ml de carga de
lisis de nacleo (200mM Tris pH 7,5, 50 mM EDTA, 2 M NacCL,
2% (p/v) CTAB), y un ml de sarcosil [5% (p/v) en
.solucién)]las muestras fueron incubadas a 65° C durante
aproximadamente 35 minutos. Cuatro y medio mililitros de
cloroformo:.alcohol isoamilo [24:1 (v/v)] a temperatura
de cuarto fueron agregados a las muestras. La suspensibén
fue mezclada durante 2 o 3 minutos, y las dos fases
fueron separadas por centrifugacién durante 15 minutos a
~ 2000 x g a 4° C. La capa acuosa (superior) fue removida
y colocada en un tubec centrifico de 13 ml. Cinco
mililitros de 100% de isopropanol fueron agregados, y los
tubos fueron mezclados por inversidén para precipitar el
ADN. E1 ADN precipitado fue bobinado en un tubo de micro
fuga que contenia 500 pl de 70% de etanol. E1 ADN fue
convertido en pepitas en un micro fuga a una wvelocidad
méxima (14000 rpm) durante 2 minutos. E1 ADN fue secado y
disuelto en carga de TE en una refrigeradora 4° C durante

la noche.

El ADN tomado del control DP50 fue extraido a partir
del tejido de semilla. E1 ADN de la semilla fue aislado

por medio de procesar la semilla hasta convertirla en
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polvo fino usando un mezclador disponible comercial.
Aproximadamente 2 g de la sem;lla procesada fue
transferido a un tubo cébnico de 50 ml, y ~ 16 ml de carga
de extraccién de CTAB [1,5% (p/v)CTAB, de 75 mM Tris pH
8,0, 100 mM EDTA pH 8,0, 1.05 M de NaCL. Y 0,75% (p/v)
PVP{MV 40000)] fueron agregados a la semilla procesada.
Las muestras fueron encubadas a 65° C durante
aproximadamente 30 minutos con mezclado intermitente y
luego se les permitidé enfriarse a temperatura de
ambiente. Un volumen igual de(~ 15 ml) de cloroformo a
temperatura ambiente: alcohol iscamilo [24:1(p/v)] fueron
agregados a las muestras. La suspensiétn fue mezclada
durante cinco minutos, y las dos fases fueron separadas
por centrifugacién a ~16500 X g durante 5 minutos a
temperatura ambiente. La capa acuosa B8superior} fue
removida y colocada en un tubo cénico de 50 ml limpio.
Aproximadamente 1 /10 en volumen (~1,5 ml) de carga de
CTAB al [10%(p/v)CTAB Y 0,7 M NaCL] y un volumen igual de
cloroformo: alcohol isoamilo [24:1 (v/v)] fueron
agregados a la fase acuosa, 1 cual fue entonces mezclada
por inversidén durante S minutos. Las muestras fueron
centrifugadas a ~16000 x g durante 5 minutos a
temperatura ambiente para separar las fases. La fase

acuosa (superior) fue removida, mezclada, con un volumen
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igual (~15 ml) de carga de precipitaci6tn CTAB [1% (p/v}]
CTAB, 50mM Tris pH 8,0 y 10 mM EDTA pH 8,0] y se les
permitié permanecer a temperatura ambiente durante
aproximadamente 1 hora. Las muestras fueron centrifugadas
a ~10000 x g hasta volverlas pepitas del ADN, el sobre
nadante fue decantado, y las pepitas fueron disueltas en
aproximadamente 2 ml de TE de alta sal({10 mM Tris-HCL pH
8,0, 10 mM EDTA pH 8,0 vy 1 M NaCL] por medio de incuﬁar a
37° C con un batido suave durante aproximadamente 2 horas
o por medio de asentarlo en un refrigerador a 4° C
durante la noche. La centrifugacién fue llevada a cabo ~
23000 x g para peletizar cualquier impureza remanente. El
sobre nadante fue removido, colocado en un tubo de 15 ml
limpio, y aproximadamente 1/10 en volumen {~150 upl) de 3M
NaOAc, PH 5,2, Y 2 volimenes (~4 ml relativo al sobre
nadante) de 100% de etanol fueron agregados al
precipitado de ADN. El precipitado de ADN fue bobinado
dentro de un tubo micro fuga que contenia aproximadamente
1 ml de 70% de etanol. El1 ADN fue peletizado en un micro
fuga a velocidad méxima (14000 rpm) durante 5 minutos
secado, y redisuelto en TE, pH, 0 en un refrigerador a 4°

€C durante la noche.
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E1l ADN de cada uno DP50 y MON15985 fue cuantificado
antes de la iniciacién del estudio dentro del estudio
para el cual ellos fueron derivados. La cuantificacién
del ADN fue conducida usando un Fluorometro Hoefer DyNA
Quant 200 usando un marcador de tamaflo molecular IX de
Boehringer Mannheim como un estidndar de calibracién de

" ADN.

El andlisis PCR de la secuencia gendémica de flanqueo
del extremo 5° del inserto que codifica la proteina
cry2hb en el evento de algoddtn MON15985 fue llevada a
cabc usando un cebador derivado’ de la secuencia de
flanqueo gentmico de 5° apareada con un segundo cebador
localizado en el inserto de ADN.cercano a2l extremo 5° en
la secuencia de promotor CaMV 35S mejorada, abarcando una
regién de 1894 (SEC ID NO:26 Y SEC ID NO:27. El anAlisis
PCR para la secuencia genémica que flanquea el extremo 3°
del inserto que codifica la proteina cry2Ab en el
evento de algodén MON 15985 se condujo utilizando un
iniciador localizado en la secuencia de poliadenilacién
NOS 3’ cerca al extremo 3° del inserto pareado con un
segundo iniciador derivado de la frecuencia de flanqueo
gendmico 3°, que abarca una regién de 763 bp (SEC ID

NO:28 Y SEC ID NO:29).
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Los ané&lisis PCR fueron conducidos usando ADN
genémico del evento de algodétn MON15985 o de la linea de
algodén transgénica DP50. El andlisis PCR fue conducido
usando 35 a 50 ng del evento de algodén MON15985 o la
linea no transgénica DP50 de la plantilla ADN genémica en
una reaccién en volumen de 50 pl que contenia una
concentracién final de 1,5 mM Mg®**, 0,2 pM de cada
cebador, 200 pM de cada Dntp, Y ,5 unidades de platino de
polimeraza de ADN Taq {(Gibco BRL). Las reacciones para
el extremo 5° del inserto fueron llevadas a cabo bajo las
siguientes condiciones de ciclado:l cicleo a 94° C a
durante 3 minutos ; 35 ciclos de 94° C durante 1 minuto,
56°C durante 1 minuto, 72°C durante 2 minutos; un ciclo
de 72°C durante 10 minutos. Las reacciones para el
extremo 3° del inserto fueron llevadas a cabo bajo 1las
siguientes condiciones de ciclado: 1 ciclo a %4°C durante
3 minutos; 35 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 53°C
durante 1 minuto, 72°C durante 45 segundos; 1 ciclo a
72°C ‘durante 10 minutos. Los productos PCR fueron
separados en un gel de agarosa al 1,0%. La electroforesis
fue cénducida durante aproximadamente 1,5 a 2 horas a 100

V y visualizado por el estafado de bromuro de etidio.
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Los productos PCR de los tamafios esperados que
contenian las secuencias de flanqueado de los extremos 5°
y 3° del inserto que codifica la proteina Cry2Ab en el
evento de algodébn MON15985 generado con dos pares de
cebadores fueron aislados por electroforesis de gel de 20
pl de los productos PCR sobre geles de agarosa al 1,0%.
Los productos de PCR que representan las secuencias de
flanqueado 5° o 3° fueron cortadas a partir de un gel y
purificadas wusando un kit QIAquick Gel Extraccién
(Qiagen) sequido por el procedimiento suministrado por el
fabricante. Para ambos analisis, los productos PCR
purificados fueron entonces secuenciades con cebadores
PCR usando la quimica de tintura determinacién. Debido a
la longitud de los productos PCR, el secuenciado fue
llevado a cabo tanto con los cebadores usados para
generar los productos lo mismo que cebadores diseiflados

internamente a la secuencia amplificada.

Los andlisis PCR fueron 1llevados a cabo sobre ADN
gendmico extraldo del evento de algodén MON15985 y 1la
linea de algoddn no trasgénico DP50 para verificar las
secuencia de flanqueado de ADN de los extremos 5° y 3°
del inserto en el evento de algoddn MON15985. La reaccién

de control no contenia ninguna plantilla de ADN lo mismo
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que la reaccién contenia un ADN de algodén no transgénico
DP50 que no genero un producto PCR como se esperaba. El
anadlisis PCR del evento de algodén MON15985 en el ADN
generQ el productc de tamafio esperado de 1984 bp
representando la secuencia de flanqueo 5° y una porcién
del extremo 5° en el inserto que codifica la proteina

Cry2Ab.

La reacciédn de control no contenia una plantilla de
ADN lo mismo que la reaccidn que contenia el ADN de
algoddn no- transgénico DP50 que no generd un producto PCR
como se esperaba.'El andlisis PCR del evento de algodén
MON15985 ADN generd el producto de tamafioc esperado de 763
bp representando 1la secuencia de flanqueo 3° y una
porcién del extremo 3° del inserto. Estos resultados
demostraron que un tamafio predicho del producto PCR es
generado desde ambos extremos del inserto que codifica el

Cry2Ab en el evento de algodén MON15985.

La secuencia de consensco representandoe la secuencia
de ADN gendmica de algoddn que flanquea el extremo 5° del
inserto, lo mismo que el ADN en el extremo 5° del
inserto, esta representada por la sec id no:ll. Los datos

de secuencia de consenso del 5° contienen 1877 bp de ADN

)
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que flanquea el inserto seguido por 390 bp de 1la
secuencia del inserto que contienen el promotor CaMV 35S
mejorado. Pares de base 362-750 muestran homologia en el
ADN de cloroplasto. La secuencia de consenso dque
representa la secuencia gendémica de algodétn que flanquea
el extremo 3° dél inserto, lo mismo que el ADN en el
extremo 3° del inserto, se representa por 1la SEC ID
NO:12. Los datos de secuencia de consenso 3° contienen
349 bp de la secuencia de inserto que contiene el extremo
3° del NOS de la secuencia de poliadenilacién 3" y la
secuencia de polienlazador seguida por 1012 bp de ADN de
algodén genbdmico que flanquea el inserto. Las secuencias
de consenso reportadas 5° y 3°° presentadas aqui son la
combinacién de reacciones de secuenciado miltiple y son
mids cortas que aquellas de los productos PCR usados para
generar las secuencias. Estos datoé delinean los extremos
5° y 3° del inserto en el evento de algodébn MON159865 y
muestran el ADN que inmediatamente flanquea el insertoc en

ambos extremos.

Estos datos demuestran que el evento de algoddtn
MON15985 contiene un inserto de ADN unico que contiene
(1) una secuencia que codifica UidA (GUS) regqulada por el

promotor 35S CaMV mejorado (carente aproximadamente de

122
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260 bp en el extremo 5°) y la secuencia NOS 3° de
poliadenilacién; y (2) una secuencia de codificacidén que
codifica el Cry2ARb regulado por el promotor 355 CaMV
mejorado y la secuencia de poliadenilacién NOS 3° (figura
1). E1 PCR y los analisis de secuencia llevados a cabo en
este ejemplo confirman que la secuencia de los extremos
5° y 3° del inserto que codifica el Cry2Ab en el evento
de algodé4n MON15985, y que verifica la secuencia del ADN

genémica que flanquea los extremos 5° y 3" del inserto.

EJEMPIO 5

Este ejemplo ilustra las caracteristicas fisicas de
las secuencias que flanquean el evento de algodé6n
MON15895, y caracteriza la naturaleza y la localizacién
fisica de las secuencias adicionales del ADN que
flanquean los extremos 5S° y 3° del ADN insertado en el
evento de algodé4n MON15985. E1 ADN gendmico fue analizado
por medio del secado Southern para determinar el numero
de evento; de insercién, el nlGmero de copias del ADN
insertado, la integridad de los promotores insertados,
las regiones de codificacién, y las secuencias de
poliadenilacidén, y la presencia o ausencia de secuencias

de estructuras de plasmidos. Todos los analisis fueron
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llevados a cabo tanto con la 1linea de algod6én DP50B
(control) y con el evento producido MON15985 novedoso
para caracterizar el ADN insertado novedoso. En adicién,
la secuencia de flanqueo del extremo 5° y del 3° “insert-
a plant uniones” 1inserto a plantas” {previamente
determinadas por el Genome Walking)fueron confirmadas por

el PCR.

El plasmido PV-GHBKl1ll, el plasmido de fuente, sirvié
como la sustancia de referencia principal en estos
anilisis. El1 plasmido, mezclado con ADN de la sustancia
de control DP50 fue usado como un indicador de tamafio y
un control de hibridizaciétn positivo en el andlisis de
secado Southern. Adicionalmente, los marcadores de tamaifio
molecular de Boehringer Mannheim [Molecular Weight
Markers 1II(23,1 Kb -0,6Kb) y IX (1,4 Kb-0,072 kb),
catalogo # 236 250 y # 1449 460, respectivamente)] y Gibco
BRL [High Molecular Weight DNA Marker (48,5 Kb-8,3 Kb) y
de escalera de 100 bp (2,1 XKb-0,1Kb), catalogo # 15618-
010 vy # 15628-019, respectivamente] fueron usados para

las estimaciones de tamafio.

El ADN genémico del evento de algodén MON15985

protegido contra insectos fue digerido con una variedad

12Y



de enzimas de restricciédn y sometido a un anélisis de
hibridizacién de secado Southern para caracterizar la
codificacién ADN del Cry2Ab y el GUS integrado dentro del

genoma del DP50B.

El ADN extraido del tejido de hoja fue utilizado
para todos los andlisis de este ejemplo excepto para
aquellas muestras no transgénicas sobre la totalidad del
cartuchc de gen iudA en el ensayo de secado probadoc con
la prueba de secuencia de poliadenilacié4n NOS 3° que fue
aislado de acuerdo con el método de Rogers y Bendich
{(1985). El1 tejido de hoja fue congelado en nitrdgeno
liquido y molido en polvo fino usando un mortero y un
martinete. Aproximadamente 1 g del tejido de hoja molido
fue transferido a un tubo centrifuga de 13 ml que
contenia 6 ml de la carga de extraccidédn [2,5 ml de carga
de extracciétn ADN (350 mM de Sorbitol, 100mM Tris pH
7,5, 5 mM EDTA), 2,5 ml de carga de lisis de nitcleo (200
mM Tris pH 7,5, 50 mM EDTA, 2 M NaCL, 2% CTAB), y 1 ml de
sarcosil {solucibénal5%)]. Las muestras fueron incubadas a
65°C durante aproximadamente 30 minutos con mezclado
intermitente. Cuatro y medioc milimetros de una mezcla de
cloroformo: alcohol isoamilo (24:1) a temperatura

ambiente fueron agregadas a las muestras. La suspensién

125



61

fue mezclada durante 2 a 3 minutos, y las dos fases
separadas por centrifugacién durante 15 minutos a ~ 100 x
g a 4°C. La capa acuosa (superior) fue removida usando
una pipeta de transferencia y colocada dentro de un tubo
centrifugo de 13 ml. Cinco mililitros de 100% de
isopropanol fueron agregados, y los tubos fueron
mezclados por inversién para precipitar el ADN. El
precipitado de ADN fue peletiado por centrifugacién a
~1000 x g durante 5 minutos a 4°C. Las pepitas fueron
lavadas con aproximadamente 1 ml de etanol al 70% y
centrifugadas durante 5 minutos adicionales a mAs o menos
100 x g a 4°C. Al ADN se le permitié cercarse a
temperatura ambiente y fue redisuelto en TE a 4°C durante

la noche.

El ADN genémico purificado fue cuantificado wusando
un Fluorémetro Hoefer DyNA Quant™ 200 (San Francisco, CA)
con un marcador IX de peso molecular Weight Marker usado

como esténdar de calibracién.

Aproximadamente 10p de ADN gendmico para el ensayo Yy
las 1lineas de control fueron usados para digerir 1la
enzima de restriccién. Durante la noche la digestién fue

llevada a cabo a 37°C de acuerdo con los fabricantes de

|26
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protocolo segin volumen total de 500 ul usando 100
unidades de enzima de restriccién. Algo de la digestién
de control fue anulados con 5 o 10 pg de PV-GHBKll. Todas
las enzimas de restriccidédn fueron compradas de Boehringer
Mannheim. Después de la digesti6tn las muestras fueron
precipitadas agregando un volumen de 1/10 (~50 pl de
NaOAc a 3M Y 2 volimenes(~1 ml en relaciédn con el volumen
de digestién original} de etanol al 100%, seguido por
incubacién a menos 20°C durante por lo menos una hora. El
ADN digerido fue pelletiado por centrifugacién, lavado
con etanol al 70%, secado al vacio durante 10 a 20
minutos, y redisuelto a temperatura ambiente sea en agua

o en TE.

Los ADN digeridos fueron separados sobre O0,8% de
geles de agarosa en una carga de TBE 1X. Una gran corrida
y una corrida corta fueron llevadas a cabo para cada
andlisis de secado Southern. La corrida larga facilita
mayormente la resolucién de un ADN de peso molecular alto
mientras que la corrida corta asegura que todos los ADN
de peso molecular pequefio fueran retenidos sobre el gel.
Las corridas tanto larga como corta involucraron una
electroforesis de 4 a 6 horas a entre con 80-85 V y una

corrida durante la neche (9 a 15 horas) a 35 38 v.



63

Después de la electroforesis, los geles fueron lavados
con 0,5 ug/ml de bromuro de etidio durante 20 a 30

minutos y fotografiados.

El ADN del plaAsmido PV-GHBKl1ll fue aislado durante la
noche con cultivos de E. coli. Las plantillas de prueba
homélogas a la reqgién de codificacién cry2AB, regién de
codificacién wuidA, el promotor CaMV 355 mejorado, la
secuencia de poliadenilizacién NOS 3° y 1la regién
completa de estructura fueron preparadas por PCR usando

el PV-GHBK1l1l como plantilla.

Aproximadamente 25 ng de cada plantilla de prueba,
excepto de la de secuencia de poliadénilizacién NOS 37,
fueron marcadas con *?p-dCTP usando un método de cebador
aleatorio (RadPrime ADN Labeling System, Life
Technologies). La secuencia de poliadenilizacién NOS 3°
fue marcada usando PCR con una plantilla NOS 3° (15 ng),
los cebadores especificos NOS 3° (0,25 uM), 1,5,mM MgCL:
3 uyM dATP, dGTP, y dTTP, 100 pCi de 3?P-dCTP y 2,5
unidades de polimeraza de ADN Taq en un volumen.final de
20 pl. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes:
1 ciclo a 94°C durante 3 minutos; 5 ciclos a 94°C durante

45 segundos, 55°C durante 30 segundos, y 72°C durante 1
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minuto;1 ciclo a 72°C durante 10 minutos. La probeta
radio marcada fue purificada usando wuna columna de

Sefadex G-50 (Boehringer Mannheim).

Los anAlisis de secado Southern (Southern, 1975)
fueron 1llevados a cabo estableciende procedimientos,
generalmente Maniatis Fritsch Sambrook (Cold Spring
Harbor). Sequido de 1la electroforesis, el gel fue
incubado en una sclucién de depurinizacién (0,125 N HCL)
durante ~10 minutos seguido por una solucién
desnaturalizante 8°,5 M NaOH, 1,5 M NaCL) durante
aproximadamente 30 minutos, Y luego una solucién
neutralizante (0,5 M Tris-HCL pH 7,1,5 M NaCL) durante
aproximadamente 30 minutos. E1 ADN de 1los genes de
agarrosa fue transferido a membranas de nailon Hybond-N™
(Amersham) usando un Turboblotter™ (Schleicher &
Schuell). E1 ADN se le permitidé transferirse durante 4
horas durante la noche (en 20X SSC) y reticulado
covalentemente con la membrana con un UV Stratalinker™
iBOO(Stratagene) posesionado par autoreticulacién. Los
secados fueron prehibridizados en un promedio de 2 horas
en Una solucién acuosa de 0,5 M de fosfato de sodio 7%
sDs (p/v), y 0,1 mg/ml DE tRNA de E. Coli. ﬁa

hibridizacién con la probeta de radio marcada fue llevada
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a cabo en una solucién fresca de pre hibridizacién
durante 14 a 21 horas aproximadamente 65°C. Las membranas
fueron lavadas aproximadamente 4 veces en una solucidn
acuosa de 0,1! (p/v) SDS y 0,IX SSC durante intervalos de
15 minutos a 65°C. Las exposiciones miltiples de los
secados fueron generados usando Kodak Biomax MS™ film en
conjunto con una pantalla de intensificacién Kodak Biomax
MS™ . Los secados fueron cortados por medio de incubar el
secadko con una SDS al 0,1% (p/v) hirviendo y

permitiéndosele enfriar a temperatura ambiente.

El ntumerc de inserto(el nitmero de sitios de
integracién del ADN transgénico introducide novedosamente
en un genoma de algodén) fue evaluadeo. El ensayo y el ADN
de control fueron digeridos con la enzima de restriccién
Scal, la cual no fractura dentroc del segmentc de ADN
usado para 1la transformacién. Esta enzima liberé un
segmento que contenia el ADN insertado y adyacente al ADN
genémico de la planta. Las muestras de la corrida corta
del plasmido DP50 fueron también digeridas coN Xbal para
linearizar el plasmido. El1 secado fue probado con 1la

referencia plasmido PV-GHBK1l.

13°
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El nimero de copias del cartucho de
transformacién insertado dentro de <cada locus fue
determinado por la digestién del ADN genbémico de ensayo
con la enzima de restriccién Sphl, una enzima que corta
soclo una vez en el segmento del ADN lineal usado para
generar el evento. El secado fue probado con el plasmido

de referencia PV-GHBKll.

La integridad de la regién de codificacién
cry2hAb fue determinada por la digestién con una enzima de
restriccién, NcolI, que fractura en los extremos 5" y 3°
de la regién de codificacién cry2Ab. E1 secado fue
probado con la longitud completa de la regién de

codificaciédn cry2Ab.

La integridad del cartucho de codificacién
cry2Ab (el promotor CaMV 355 mejorado, la regibdn de
codificacién cry2Ab, y la secuencia de
poliadenilizacién NOS 3°) fue accesada por digestiédn con
la enzima de restriccién BamHI que fractura en 1los
extremos 5° y 3° de los cartuchos cry2Ab. El secado fue

probado secuencialmente con cada elemento del cartucho.
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La integridad de la regién de codificacidén uidA
fue determinada por la digestién con las enzimas de
restriccién EcoRI v BglII que fractura en los extremos 5°
y 3° de la regién de codificacidén uidA, respectivamente.
El secado fue probado con la longitud completa de la

regidén de codificacién uidA.

La integridad del cartucho uidA (promotor CaMV 35S
mejorado, regién de codificacidén uidA, y secuencia de
poliadenilizacién NOS 3°) fue accesada por digestién con
las enzimas de restricci6étn de BamHI, y Sphl que fracturan
en los extremos 5° y 3° con el cartucho uidA. El secado
fue probado secuencialmente con cada elemento del

cartuchao.

La regién de estructura principal del plasmido esta
definida como el fragmento de restriccién KpnI de PV-
GHBK1l que no fue usado para transformar la planta. Este
consiste de un origen bacterial de replicacién, ori-pUC,
y el gen nptII bajo el control de un promotor bacterial.
Para confirmar la ausencia de la estructura principal, el
ADN gendémico fue digeride con la enzima de restriccién
Kpnl y probado con la longitud completa de la regién de

estructura principal.
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La secuencia e las uniones ADN genfmlica inserto a
planta 5° y 3° fueron determinadas como se describié
anteriormente usando el kit Clontech’s Universal Genome
Walker™ . Los cebadores fueron disefilados para verificar
estas uniones por PCR. La unién 5° fue verificada usando
un cebador disefiado para 1la secuencia de flanqueo
genémico 5° apareada con un segundo c¢ebador en el
promotor CaMV 35S mejorado del gen uidA. La unién 3° fue
verificada usandc un cebador diseflado par la frecuencia
del flanqueo gendmica de 3° con un segundo cebador
localizado en el gen cry2Ab.Los PCR fueron conducidos
usando 100 ng de ADN gendmico de hoja (1 a 2 pl) como una
plantilla, 10 pmol de cada cebador 81 pl cada uno), y PCR
Supermix (Gibco BRL cat n0. 10572-014) en un volumen de
reacciébn de 25 pl. La amplificacién de las reacciones fue
llevada a cabo bajo las siquientes condiciones de
ciclado: 1 ciclo de 94°C durante 3 minutos; 30 ciclos de
84°C durante 30 segundos, 55°C durante 1 minuto, 72°C
durante 2 minutos; 1 ciclo de 72°C durante 4 minutos. Los
productos PCR fueron separados sobre un gel de agarcsa al
18 en TAE al 1X y visualizados por manchado con bromuro

de etidio.
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Las muestras de ensayo y de ADN de control fueron
digeridas con Scal. E1l ADN de control DP50 partié con PV-
GHBK1l que también fue digerido con Scal. Ya que el Scal
no fractura dentro del plasmido, una segunda enzima, Xbal

fue agregada para linearizar el plésmido. El plasmido fue

linearizado para facilitar la migracién a través del gel

para servir como un estimador de tamafio preciso. El
secado fue probado con PV-GHBKl11l radiomarcado(figura 1},
la fuente de plasmido para el segmento de ADN lineal
usado en la transformaciétn. La corrida larga de DP50 no
produjo ninguna banda de base detectable. El plasmido PV-
GHBK11 mezclado con 'la corrida corta DP50 produjo la
banda de tamafio esperado en aproximadamente 8,7 KB, el
.tamaﬂo del plasmido completo sin ninguna banda adicional.
Las corridas larga y corta de DP50B produjeron dos bandas
aproximadamente 22 Kb y 15 Kb (muy desvanecidas). Ya dque
estas bandas estén présentes en ambos eventos MON15985 Y
EL DP50B (MON531) de control ellos estdn considerados
como bandas de fondo o de antecedente asociados con el
evento MONS31l. Los MON15985 largo y corto cada uno
producido sobre una banda no presente en ninguno de las
pistas DP50 O DPS0B en aproximadamente 9,3 Kb. Estos

resultados sugieren que el evento MON15985 del algoddn
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contiene un segmento de ADN integrado localizado sobre un

fragmento de restriccidén Scal y 9,3 Kb.

El ADN gendémico aislado del MON15985, DP50B, DP50
{contrecl no transgénicg) Y dp50 mezclado con un plasmido
PV-GHBK11l, ADN fueron digeridos con Sphl. El secado fue
probado con PV-GHBKll,el plasmido fuente para el segmento
de ADN lineal usado en esta transformacidén. La corrida
larga DPS50 no produjo ninguna banda antecedente
detectable. El plasmido PV-GHBK1l mezclado con DP50 en la
corrida corta produjo las bandas de tamafio esperado en
3,9 v 4,8 Kb; una banda dlluida adicional en 8,7 Kb en la
pista 5 es presumiblemente debida al ADN de pléasmido no
digerido. Las corridas larga y corta del DP5S0B produjeron
tres bandas en aproximadamente 6,4, 8,3, y 8,6 Kb. Ya que
estas bandas estén presentes en ambos eventos MON15985 y
el DP50B de control ellos son considerados como bandas
antecedentes asociados con el evento MON531. Las corridas
larga y corta de MON159B5 cada una produjo dos bandas no
presentes en las pistas DP50 O DP50B en aproximadamente
2,3 Kb y 3,5 Kb. Debido a que la enzima SphI corta
solamente una vez dentro del cartucho de transformacién,

el resultado sugiere que el MON15985 contiene una copia
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del ADN integrado que produce estos dos fragmentos de

restriccidn.

El ADN del ensayo, controles y control mezclado con
el plasmido PV-GHBK1l ADN fue digeridoc con Ncol para
liberar la regidén de codificacién cry2Ab y accesar el
estar intacta. El secado fue probado con una regién de
codificacién cry22b de longitud completa. Como se espero,
la corrida larga de control no transgénico DP50 y las
corridas larga y corta de control DP50B no detectables no
mostraron ninguna banda de hibridizacién detectable. E1
plasmido PV-GHBKll mezclado con DP50 en la corrida corta
produjo la banda esperada en aproximadamente 1,9 Kb que
corresponde a la regién de codificacién cry2Ab completa.
Tanto las corridas larga y corta del MON15985 también
produjeron una banda de 1,9 Kb que corresponde al tamafio
esperado de una regidén de codificacién cry2Ab intacta.
Este resultado establece que el evento MON15985 contiene
la regién de codificaci6tn CRY2Ab intacta sin ningin

fragmento detectable adicional.

El ADN de los ensayos, 'y control mezclado con
plésmido y con ADN de plasmido PV-GHBK1ll fue digerido con

BamHI el cual liberé la codificaciédn de cartucho completa
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Cry2Ab (por ejemplec la regién de codificaciédn cry2Ab, el
promotor CaMV 355 mejorado, Yy la secuencia de

poliadenilizacién NOS 3°}.

El secado fue probado con la regiétn de codificacién
cry2Ab de longitud completa. La corrida larga de control
no transgénico DP50 y la corrida larga y corta del DP50B
no usaron ningunas bandas de hibridizacién detectables.
El plasmido PV-GHBK1l mezclado con el DP 50 en la corrida
corta produjo la band; esperada de 3,2 Kb que corresponde
a la codificacidn Cry2ARb completa del cartucho. Tanto las
corridas corta y larga del MON15985 produjo una banda en
aproximadamente 4,0 Kb. Este resultado indica que el
extremo 3° del cartucho de transformacién perdidé el sitio
de restricciétn BmHI en el genoma de algodén. La secuencia
3° de la uniédn inserto a planta, previamente determinada
por el genoma caminante, fue verificada por el anélisis
PCR. 66 pares de base el extremo 3° del cartucho de
transformacién fueron mostrados como que hablan sido
eliminados, incluyendo el sitio BamHI. Los nucleéb6tidos
eliminados no incluyen ninguno de 1la secuencia de
poliadenilizacién NOS 3° asociada con el cartucho de
codificacién Cry2Ab, pero solamente con el ADN de enlace.

Estos resultados establecen que el cartucho de

13%
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codificacién Cry2Ab estéd intacto. No hay cartuchos
parciales derivados de esa codificacién Cry2Ab que fueran

detectados.

El secadeo usado anteriormente fue cortado y
reprobado con el promotor CaMV 355 mejorado de longitud
completa. La corrida larga de DP50 no produjo ninguna
banda antiantescedente detectable. E plasmido PV-GHBK11
mezclado con DP50 en la corrida corta produjo las bandas
de tamafioc esperadas en 5,5 y 3,2 Kb con ninguna banda
adicional detectable. La corrida larga y corta de DP50B
produjeron cinco bandas en aproximadamente 4,4, 5,3, 7,5,
9,4, y 22Kb. Ya que estas bandas estin presentes tanto en
el evento MON15985 y en el de controcl DP50B son
consideradas comoc bandas antecedentes asociadas con el
evento MON531. Los ensayos largos y cortos del MPN15985
ambos produjeron una banda en aproximadamente 4,0 Xb que
no estaba presente ni en el DP50 ni en la pista DPS50B.
Esto corresponde al fragmento predicho para el cartucho
de codificacién Cry2Ab dado el resultado obtenido con la
probeta de regitn de codificacién cry2Ab. Una segunda
banda en 1las pistas de MON15985 resultaron d ela
hibridizacién al promotor CaMV 35S mejorado asociado con

el cartucho de codificacién UidR (GUS) que estaba
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predicho pero no aparente en las pistas de prueba. Los
resultados de la prueba de secuencia de poliadenilizacién
Nos 3°, discutida mas abajo demuestra gque el promotor
CaMV 355 mejorado o la secuencia de este promotor
asociada con el cartucho de codificacién UidA esta
presente, pero la manga 4,4 Kb co migra con una banda de
antecedente 4,4 Kb y no es aparente. Ningin promotor

extrano fue detectado.

El secadeo usado anterlormente fue recortado vy
reprobado con la secuencia de poliadenilizacién NOS 3° de
longitud completa. La corrida larga DP50 no produjo
ninguna banda trasfondo detectable. El plasmido PV-GHBK11l
mezclado con la corrida corta DP50 produjo las bandas de
tamafic esperadas en 5,5 y 3,2 Kb sin ninguna banda
adicional detectable. La corrida larga y corta DP50B
produjo una banda en aproximadamente 1,2 Kb. Ya que esta
banda esta presente tanto en el evento MON15985 como en
el DP50B de control es considerado como un antecedente
asociado con el evento MON531. Los ensayos las corridas
larga y corta MON15985 cada una produjeron dos bandas que
no estabhan presentes en el DP50 o en las pistas DP50B o
en aproximadamente 4,0 y 4,4 Kb. La banda 4,0 Kb

corresponde al fragmento predicho para el cartucho de
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corta DP50 produjo la banda esperada de aproximadamente
1,9 Kb que corresponde a la regién de codificacién
completa uidA. Tanto la corrida larga como corta del
evento MON15985 ADN también produjo una banda de 1,9 Kb
que corresponde al tamafio esperado de una regidén de
codificacién uidA intacta. Este resultado establece que
el evento MON153985 contiene la regidén de codificacién

uidA intacta, sin ningiin fragmento adicional detectado.

El ADN de la sustancias de ensayo y control fue
digerido con BamHI y Sphl para liberar el cartucho uidA
completo (por ejemplo la regidén de codificaciédn uida, el
promotor CaMVv 35S mejorado, Yy 1la secﬁencia de
poliadenilizacién NOS 3'). El plésmido PV-GHBK1l fue
digerido con PstlI y corrido en muestras de corrida corta
DP50 después de la digestidén {(excepto para el secado de
prueba de secuencia de poliadenilizacidén NOS 3° el cual
el plasmido fue digerido con BamHI y SphI). Esto fue
hecho para mostrar el tamafio de un cartucho uidA de

longitud completa e intacta.

El secado fue probadoc con la regién de codificacién
uidA de longitud completa. Como se esperaba, la corrida

larga de control no transgénico DP50 y las corridas larga
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y corta DPS0B de control no mostraron ningunas bandas de
hibridizacién detectables. El plasmido PV-GHBK1l mezcladoc
con la corrida corta DP50 produjo la banda esperada de
2,8 Kb que corresponde al cartucho uidA completo. Tanto
las corridas larga y corta del MON15985 produjo una banda
de aproximadamente 2,5 Kb. Este resultado indica que una
porcién del cartucho uidA no estaba presente. La unién
inserto a planta 5° previamente determinada por el génoma
caminante, fue verificada por analisis PCR. Esto habia
demostrado previamente que 284 bp de la porcién 5 ° del
cartucho de transformacién fueron eliminados. Estos
resultados establecen que el cartucho uidA le falta
aproximadamente 260 bp de la secuencia de promotor 5° y
24 bp del ADN polienlazado derivado para el sitio de
clonacién miltiple del plasmido. Odell et al. (1985)
mostré que tal determinacién no debe afectar 1la
iniciacién de trascripcién precisa. Ningin cartucho
adicional parcial uidA fue detéctado con la probeta de

regién de codificaciédn uidA.

El secado usado anteriormente fue cortado vy
reprobado con el promotor CaMV 355 mejorado De longitud
completa. La corrida larga DP50 no produjo ninguna banda

de antecedentes. El plasmido PV-GHBKll mezclado con la

14|
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corrida corta DP50 produjo las bandas de tamafio esperado
en 1,5 v 2,8 Kb sin ninguna banda adicional detectada.
Las corridas larga y corta DP50B produjeron 5 bandas en
aproximadamente 4,3, 4,6, 5,0, 6,6, y 8,5 Kb. Ya que
estas bandas estan presentes tanto en el evento MON15985
Y en el control DP50B son consideradas como bandas
antecedentes asociadas con el evento MON531. los ensayos
o corridas larga y corta MON15985 cada una produjeron dos
bandas de aproximadamente 2,5 Y 1,0 Kb no presentes en
las pistas DP50 o DP50B. La banda 2,5 Kb corresponde al
fragmento pre dicho para el cartucho uidA. La banda de
1,0 Kb resulta del promotor CaMV 355 nejorado asociadeo
con el cartucho de codificacién Cry2Ab. Ningin promotoir

extrafic fue detectado.

El secado fue probado con la secuencia de
poliadenilizacién NOS 3° de 1longitud completa. La
corrida larga de DP50 no produjo ninguna banda de
antecedente detectable. El1 plasmido PV-GHBK1l mezclado
con la corrida corta DP50 produjo las bandas de tamafio
esperadas en 3,8 y 2,2 Kb sin ninguna banda adicional
detectada. En 1las corridas larga y corta del DP50B
produjeron una banda en aproximadamente 1,2 kb. Ya que

esta banda esta presente tanto en el evento 15985 y en el

[yt



79

de control DP50B se considera como antecedente asociado
con el evento MON531. Las corridas larga y corta MON15985
cada una produjeron dos bandas no presentes en las pistas
DP50 o DP50B en aproximadamente 2,5 y 2,3 Kb. La banda
2,5 Kb corresponde al fragmento predicho para el cartucho
uidA. La banda de 2,3 Kb resulta de la secuencia de
poliadenilizacién NOS 3° asociada con el cartucho de

codificaciédn Cry2Ab.

Estos resultados confirman que el cartucho uidA le
falta aproximadamente 260 bp del extremo 5° del promotor

CaMV 35S mejorado pero de otra manera esta intacto.

El ADN genbmico aislade del evento MON15985, DPS5OB,
DPS50 (control no transgénico)y DP50 mezclado con pléasmido
PV-GHBK11l ADN fue digerido con KpﬂI. El secado fue
probado con 1la secuencia de estructura completa. La
corrida larga DP50 no mostré ningunas bandas de
hibridizacién detectables. El1 plé&smido PV-GHBK1l mezclado
con el ADN DP50 produjo una banda del tamafio esperado de
2,6 Kb para la estructura completa. Las corridas larga y
corta DP50B produjeron una banda tnica en aproximadamente
22Kb. Ya que esta banda esta presente tanto en el evento

MON15985 y en el de control DP50B se considera que son

4%
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antecedentes asociados con el evento MON531. Las corridas
larga y corta MON15985 contenian la banda de antecedente
22Kb sin ninguna hibridizacibén adicional. Estos
resultados estaﬁlecen que el evento MON15985 no contiene

ninguna secuencia de estructura de pléasmido detectable.

El PCR fue llevado cabo sobre el ADN genémico para
confirmar la unién inserto a planta en las secuencias en
los extremos 5° y 3° del inserto MON15985. Como se
esperaba, las muestras no transgénicas no llevaron a un
producto PCR en el conjunto cebador 5° ni 3° que fue
usado. La muestra DP50B usada como el control no produjo
productos con ningin par de cebador como se esperaba. Un
evento diferente preparado usando la misma construccién y
seleccionando para la expresién de Cry2Ab, MON15813,
tampoco produjo productos cuando cualquier conjunto de
cebador fue usado. El1 ADN genémico MPN15985 produjo los
productos de tamafio correcto cuando el extremo 5° usando
pares de cebador y el extremo 3° con pares de cebador.
Este andlisis PCR confirmé que las secuencias de borde de

5° y 3° del MON15985.

El evento de algodén MON15985 protegido contra

insectos fue producido por una tecnologia de aceleracién

(U4
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de particulas usando un segmento de ADN de Kpnl gque
contiene un cartucho que codifica Cry2Ab Y UidA. El
evento MON15985 contiene wun inserto de ADN Wnico
localizado sobre un fragmento Scal en 9,3 Kb. Este
insecto contiene una copia completa del <cartucho
insertado el cual le falta aproximadamente 20 bp en el
extremo 5° del promotor CaMV 355 mejorado llevando la
expresién de la secuencia de codificacién UidA. El1 PCR
fue usado para verificar las secuencias de unién 5° y 3°
del inserto con el genoma dela planta lo mismo que el que
este intacto los extremos 5° y 3° del inserto. El1 evento
MON15985 no contienen ninguna secuencia de estructura d
plasmido detectable resultante del evento de
transformacién. Con base en las enzimas usadas en este
estudio, el patrén de restriccién del inserto cry2Ac no
ha cambiado por 1la insercién del ADN insertado que

comprende la secuencia de codificacidén cry2Ab.

Asi, la SEC ID NO:14, SEC ID NO:15, SEC ID NO:16,
SEC ID NO:17 Y SEC ID NO:18 y 1las secuencias que
comprenden estas secuencias, son diagnosticadas para la
insercidén que dio lugar o nacimiento al evento MON15985

del algodén. Con referencia a 1la figura 1, estas
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secuencias se han referenciado con los ntmeros 2,4,6,9 y

11 respectivamente.

Todas las publicaciones y solicitudes de patentes
mencionadas en esta especificacién son indicativas del
nivel de experticio de aquellos versados en la materia al
cual esta invencién pertenece. Todas las publicaciones y
solicitudes de patentes que se han incorporado aqui como
referencia al mismo grado que las publicaciones que cada
publicacién individual o solicitud de patente indiwvidual
fueron indicadas especifica ¢ individualmente para ser

incorporadas como referencia.

Aunque la anterior invencién ha sido descrita en algin
detalle por via de ilustracién y ejemplo para propbsito
de claridad y entendimiento, es obvio que cilertos cambio
y modificaciones pueden ser practicados dentro del

alcance de las reivindicaciones adjuntas.

b
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REIVINDICACIONES

Una planta de algodén resistente a los insectos,
o partes de ella, la semilla de dicha planta de algodén
que tiene depositada dentro que esta depositada con 1la
American Type Culture Collection bajo el nimero de

deposito PTA-2516.

@Una planta de algodén resistente a los insectos,
o partes de ella en donde el ADN que tiene por lo menos
una secuencia nucleotida seleccionada a partir del grupo
de SEC ID NO:14, SEC ID NO.15, SEC ID NO:16, SEC ID
NO:17, y SEC ID NO:18 forma parte del genoma de 1la

planta.

(::) Una planta descendiente de la planta de algodbdtn
resistente a los insectos de la reivindicacién 1 en donde
el ADN tiene por lo menos una secuencia de nucledtidos
seleccionados a partir del grupo de SEC ID NO: 14, SEC ID
NO:15, SEC ID NO:16, SEC ID NO:17, y SEC ID NO:18 forma

parte del genoma De la planta.

Y
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6.) La semilla de una planta de las reivindicaciones

1,2 o 3.

—

5. Un método para producir {na p}gt de algodén

resistente a los insectos que comprende cultivar con una
@ cualquiera de las reivindicaciones 1,2, o 3, -y
seleccionar progenie por medio de analizar al menos una
secuencia de nucleotidos seleccionada a partir del grupo
de SEC ID NO:14, SEC ID NO:15, SEC ID NO:16, SEC 1ID

NO:17, y SEC ID NQ:18.

@ Una secuencia de ADN aislada comprende la SEC ID

NO:14,1la SEC ID NO.15, SEC ID NO:16, SEC ID NO:17, o SEC

ID NO:18.

@Una secuencia de ADN_aislada comprende la SEC ID
NO:26,SEC ID NO:27, SEC ID NO:28, SEC ID NO:29, SEC ID

NO:30, SEC ID NO:31, SEC ID NO:32, SEC ID NO:33, SEC ID

NO:34, SEC ID NO:35, o SEC ID NO:36.

Un par de secuencias de ADN aisladas, cada una

comprende por 1o menos 10 nuclebtidos las cuales cuando

en un procedimiento de amplificacién de

ADN producen un diagnostico amplicon para MON15985.

/¥
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@ El par de secuencias de ADN aisladas de 1la

reivindicacién 8 en donde cada una es escogida de la SEC

ID NO:11.

El par de secuencias de ADN aisladas_de la

reivindicacién 8 en donde cada una es escogida de la SEC

ID NO:12.

11. Un método para detectar la presencia de la

inserciébn dELE9N15985 Fn el tejido de algodédn comprende:

-

(a) seleccionar un par de cebadores cada uno
comprende por lo menos 10 nucledtidos de la SEC
ID NO: o SEC ID NO:!2 en donde cada miembro del

par esta sobre lados opuestos de un diagnostico

de secuencia para dicha insercién MON15985;

'—'——-_____ N
(b) poner en contacto una muestra de dicho tejido

de algoddn con dicho par de cebadeores;
(c) llevar a cabo la amplificacibn de ADN vy

analizar para encontrar amplicon.

12. El método de la reivindicacién 11 en donde dicho par

de cebadores se selecciona a partir del grupo dque

P
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consiste de SEC ID NO:26,SEC ID NO:27, SEC ID NO:28, SEC
ID NO:29, SEC ID NO:30, SEC ID NO:31, SEC ID NO:32, SEC

ID NO.33, SEC ID NO:34, SEC ID NO:35, y SEC ID NO:36.

/13 Un método para detectar la presencia De la

insercién MON15985 en el tejido de algedéntomprende.

(a) poner en contacto una muestra de dicho tejido

de algoddn con una probeta de polinuclebdtidos

“—_—__"_——_.__~___———la

que hibridiza bajo condicione’s de hibridizacién
extringente con uno o més secuencias de ADN
seleccionadas a partir del grupo que consiste
de SEC ID NO:14, SEC ID NO:15, SEC ID NO:16,
SEC ID NQ:17, y SEC ID NO:18. SEC ID

(b) Someter la mnuestra y la probeta a condiciones
de hibridizacién extringente; )

{c) Analizar la hibridizacién de la probeta.

__:_I._f_. Un kit de deteccién de ADN que comprende una
proheta-—de polinuclebtidos que h;lbridiza baj
condiciones de hibridizacién extringente con una o
mas secuenclas de ADN seleccionadas a partir del

grupoe que consiste de SEC ID NO:14, SEC ID NO:15,

SEC ID NO:16, SEC ID NO:17, y SEC ID NO:18.

SR
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15. Un kit de deteccién de ADN que comprende un par

de cebadores cada uno de los cuales comprende por

menos 10 nucleétidos déla SEC ID NO:11, SEC ID NO:12,

donde cada uno esta sobre lados opuestos de

diagnostico de secuencia para la insercidédn MON15985.

16. El1 kit de deteccién ADN de la reivindicacidn
en donde dicho par de cebadores esta seleccionado
partir del grupo que consiste de SEC ID NO:26, SEC
NO:27, SEC ID NO:28, SEC ID NO:29, SEC ID NO:30, SEC
NO:31, SEC ID NO:32, SEC ID NO.33, SEC ID NO:34, SEC

NO:35, y SEC ID NO:36.

lo

en

un
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La presente invencién suministra plantas de algoddn,
tejidos de algoddn, y semillas de algoddn que incluyen el
evento MON15985, que confiere resistencia a los dafios del
insecto Lepidopteran. También se ha suministrado ensayos
para detectar la bresencia del evento MON15985 con base
en la secuencia de ADN de la construcciédn recombinante
insertada dentro del. genoma de algoddédn que resultd en el
evento MON15985 vy/o las secuencias genémicas dque

flanquean el sitio de insercién.

1St



