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DESCRIPCION
Suceso élite A5547-127 y métodos y kits para identificar tal suceso en muestras biolégicas
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a métodos y a kits para identificar en muestras biolégicas la presencia de material vegetal
que comprende especificamente el suceso de transformacién A5547-127, asi como plantas de haba de soja
transgénicas, material vegetal y semillas que contienen tal suceso. Las plantas de haba de soja de la invencién
combinan el fenotipo tolerante a herbicidas con un comportamiento agronémico, estabilidad genética y adaptabilidad
a diferentes trasfondos genéticos equivalente a la linea de haba de soja no transformada en ausencia de presion de
malas hierbas.

Antecedentes de la invencion

La expresion fenotipica de un transgén en una planta esta determinada tanto por la estructura del propio gen como
por su localizacion en el genoma de la planta. Al mismo tiempo, la presencia del transgén (en un ADN extrafio) en
diferentes localizaciones en el genoma influird en el fenotipo global de la planta de diferentes maneras. La
introduccién agronémica o industrialmente con éxito de un rasgo comercialmente interesante en una planta por
manipulacion genética puede ser un procedimiento laborioso que depende de diferentes factores. La transformacion
y regeneracion reales de plantas transformadas genéticamente son sélo la primera en una serie de etapas de
seleccion, que incluyen caracterizacion genética amplia, reproduccion, y evaluacion en pruebas de campo, que
conducen finalmente a la seleccion de un suceso élite.

La identificacién inequivoca de un suceso élite esta adquiriendo importancia creciente en vista de las discusiones
acerca de Nuevos Alimentos y Piensos, segregacion de productos GMO y no GMO, vy la identificacién de material
patentado. Idealmente, dicho método de identificaciéon es tanto rapido como simple, sin necesidad de un montaje
amplio de laboratorio. Adicionalmente, el método deberia proporcionar resultados que permitan la determinacion
inequivoca del suceso élite sin interpretacion de expertos, pero que soporte el escrutinio de expertos en caso
necesario.

A5547-127 se selecciond6 como un suceso élite en el desarrollo de haba de soja (Glycine max L.) resistente al
herbicida Liberty®, por transformacién de haba de soja con un plasmido que comprende el gen pat sintético que
codifica la tolerancia a la fosfinotricina y se puede vender comercialmente como haba de soja Liberty Link®. Las
herramientas para uso en métodos simples e inequivocos a fin de identificar el suceso élite A5547-127 en muestras
bioldgicas se describen en esta memoria.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a métodos para identificar el suceso élite A5547-127 en muestras bioldgicas,
métodos que estan basados en cebadores o sondas que reconocen especificamente la secuencia flanqueante 5 y/o
3’ de A5547-127.

La materia objeto de la presente invencion se define por las reivindicaciones.

De modo mas especifico, la invencion se refiere a un método que comprende amplificar una secuencia de un acido
nucleico presente en muestras bioldgicas, usando una reacciéon en cadena de la polimerasa con al menos dos
cebadores, uno de los cuales reconoce la region flanqueante de 5’ o 3’ de A5547-127, reconociendo el otro una
secuencia dentro del ADN extrafo, preferiblemente para obtener un fragmento de ADN de un tamafio comprendido
entre 100 y 500 pb. Los cebadores pueden reconocer una secuencia en la region flanqueante de 5’ de A5547-127
(SEC ID n° 1, desde la posicion 1 hasta la posicion 311) o en la regién flanqueante de 3’ de A5547-127
(complemento de SEC ID n° 2, desde la posicién 510 hasta la posicién 1880), y una secuencia en el ADN extrafio
(complemento de SEC ID n° 1, desde la posicion 312 a 810, o SEC ID n° 2, desde la posicion 1 hasta la posicion
510), respectivamente. El cebador que reconoce la regién flanqueante de 5 puede comprender la secuencia
nucleotidica de SEC ID n°® 15, y el cebador que reconoce una secuencia en el ADN extrafio puede comprender la
secuencia nucleotidica de SEC ID n° 13 descrita en esta memoria.

La presente invencién se refiere mas especificamente a un método para identificar el suceso élite A5547-127 en
muestras bioldgicas, método el cual comprende amplificar una secuencia de un acido nucleico presente en una
muestra bioldgica, usando una reacciéon en cadena de la polimerasa con dos cebadores que tienen la secuencia
nucleotidica de SEC ID n°® 15 y SEC ID n° 13 respectivamente, para obtener un fragmento de ADN de alrededor de
151 pb.

La presente invencion se refiere adicionalmente a las secuencias flanqueantes especificas de A5547-127 descritas
en esta memoria, que se pueden usar para desarrollar métodos especificos de identificacion para A5547-127 en
muestras biolégicas. Mas particularmente, la invencidn se refiere a las regiones flanqueantes de 5’ y/o 3’ de A5547-
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127 que se pueden usar para el desarrollo de cebadores y sondas especificos como se describe posteriormente
aqui. La invencion se refiere adicionalmente a métodos de identificacion para determinar la presencia de A5547-127
en muestras biolégicas basados en el uso de tales cebadores o sondas especificos. Los cebadores puede consistir
en una secuencia nucleotidica de 17 a alrededor de 200 nucleétidos consecutivos seleccionados de la secuencia
nucleotidica de SEQ ID n° 1 desde el nucleétido 1 hasta el nucledtido 311, o el complemento de la secuencia
nucleotidica de SEQ ID 2 desde el nucleétido 510 hasta el nucleétido 1880, combinados con cebadores que
consisten en una secuencia nucleotidica de 17 a alrededor de 200 nucleétidos consecutivos seleccionados del
complemento de la secuencia nucleotidica de SEQ ID No 1 desde el nucledtido 312 hasta el nucledtido 810, o la
secuencia nucleotidica de SEQ ID No 2 desde el nucledtido 1 hasta el nucleétido 510. Los cebadores también
pueden comprender estas secuencias nucleotidicas localizadas en su extremo 3’, y pueden comprender ademas
secuencias no relacionadas o secuencias derivadas de las secuencias nucleotidicas mencionadas, pero que
comprenden desemparejamientos.

La invencion se refiere adicionalmente a kits para identificar el suceso élite A5547-127 en muestras bioldgicas,
comprendiendo dichos kits al menos un cebador o sonda que reconoce especificamente la region flanqueante de 5’
0 3 de A5547-127.

El kit de la invencion puede comprender, ademas de un cebador que reconoce especificamente la region
flanqueante de 5’ 0 3’ de A5547-127, un segundo cebador que reconoce especificamente una secuencia dentro del
ADN extrafio de A5547-127, para uso en un protocolo de identificacion mediante PCR. Preferiblemente, el kit de la
invencién comprende dos cebadores especificos, uno de los cuales reconoce una secuencia dentro de la region
flanqueante de 5 de A5547-127, y reconociendo el otro una secuencia en el ADN extrafio. Especialmente, el
cebador que reconoce la region flanqueante de 5’ puede comprender la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 14, y el
cebador que reconoce el transgén puede comprender la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 13 o cualquier otro
cebador como se describe en esta memoria.

La invencién se refiere adicionalmente a un kit para identificar el suceso élite A5547-127 en muestras bioldgicas,
comprendiendo dicho kit los cebadores de la PCR que tienen la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 13 y SEC ID n°
15, para uso en el protocolo de identificacion mediante PCR de A5547-127 descrito en esta memoria.

La invencion se refiere también a un kit para identificar el suceso élite A5547-127 en muestras bioldgicas, kit que
comprende una sonda especifica que tiene una secuencia que corresponde (0 es complementaria a) una secuencia
que tiene entre 80% y 100% de identidad de secuencia con una region especifica de A5547-127. Preferiblemente, la
secuencia de la sonda corresponde a una regién especifica que comprende parte de la region flanqueante de 5’ 0 3’
de A5547-127. Muy preferiblemente, la sonda especifica tiene (o es complementaria a) una secuencia que tiene
entre 80% y 100% de identidad de secuencia con la secuencia comprendida entre el nucleétido 260 y 360 de SEC
ID n° 1, o la secuencia entre el nucledtido 460 y 560 de SEC ID n° 2.

Los métodos y kits se pueden usar para diferentes fines, tales como, pero sin caracter limitante, los siguientes:
identificar la presencia o ausencia de A5547-127 en plantas, material vegetal o en productos tales como, pero sin
caracter limitante, productos alimentarios o piensos (nuevos o elaborados) que comprenden o derivan de material
vegetal; adicional o alternativamente, los métodos y kits de la presente invencién se pueden usar para identificar
material vegetal transgénico con fines de segregacidon entre material transgénico y no transgénico; adicional o
alternativamente, los métodos y kits de la presente invencién se pueden usar para determinar la calidad (es decir, el
porcentaje de material puro) de material vegetal que comprende A5547-127.

La descripcion se refiere adicionalmente a las regiones flanqueantes de 5 y/o 3’ de A5547-127, asi como a los
cebadores y sondas especificos desarrollados a partir de las secuencias flanqueantes de 5’ y/o 3’ de A5547-127.

La descripcion también se refiere a plantas de haba de soja, sus partes, células, semmillas y plantas de progenia
que comprenden el suceso elite A5547-127. Tales plantas, sus partes, células, semillas y plantas de progenie se
pueden identificar usando los métodos como se describen aqui.

Descripcion detallada

La incorporacién de una molécula de ADN recombinante en el genoma de una planta resulta tipicamente de la
transformacion de una célula o tejido (o de otra manipulacién genética). El sitio particular de incorporacion se debe a
integracién “aleatoria”, o se encuentra en una localizacion predeterminada (si se usa un procedimiento de
integracion direccionada).

El ADN introducido en el genoma vegetal como resultado de la transformacion de una célula o tejido vegetal con un
ADN recombinante o “ADN transformante”, y que se origina a partir de tal ADN transformante, se conoce en esta
memoria como “ADN extrafio”, comprendiendo uno o mas “transgenes”. “ADN vegetal”, en el contexto de la presente
invencion, hara referencia a ADN que se origina de la planta que se transforma. EI ADN vegetal se encontrara
habitualmente en el mismo locus genético en la planta de tipo salvaje correspondiente. EI ADN extrafio puede

caracterizarse por la localizacion y la configuracion en el sitio de incorporacion de la molécula de ADN recombinante
3
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en el genoma de la planta. El sitio en el genoma vegetal en el que se ha insertado un ADN recombinante se conoce
también como el “sitio de inserciéon” o “sitio diana”. La insercion del ADN recombinante en el genoma de la planta
puede estar asociada con una supresion de ADN vegetal, denominada como “supresién del sitio diana”. Una “region
flanqueante” o “secuencia flanqueante”, tal como se usa en esta memoria, hace referencia a una secuencia de al
menos 20 pb, preferiblemente al menos 50 pb, y hasta 5000 pb del genoma de la planta, que esta localizada
inmediatamente aguas arriba de y contigua, o inmediatamente aguas abajo de y contigua, al ADN extrafio. Los
procedimientos de transformacion que conducen a integracion aleatoria del ADN extrafio daran como resultado
transformantes con regiones flanqueantes diferentes, que son caracteristicas y exclusivas de cada transformante.
Cuando el ADN recombinante se introduce en una planta por cruzamiento tradicional, su sitio de insercion en el
genoma de la planta, o sus regiones flanqueantes, no se modificaran por lo general. Una “region de insercion”, tal
como se usa en esta memoria, hace referencia a la region correspondiente a la regién de al menos 40 pb,
preferiblemente al menos 100 pb, y hasta 10000 pb, abarcada por la secuencia que comprende la region
flanqueante en direcciéon 5’ y/o en direccion 3’ de un ADN extrafio en el genoma de la planta. Teniendo en cuenta
diferencias menores debidas a mutaciones dentro de una especie, una region de insercién retendra, después del
cruzamiento en una planta de la misma especie, al menos 85%, preferiblemente 90%, més preferiblemente 95%, y
muy preferiblemente 100% de identidad de secuencia con la secuencia que comprende las regiones flanqueantes en
direccién 5’ y en direccion 3’ del ADN extrafio en la planta obtenida originalmente de la transformacion.

Un suceso se define como un locus genético (artificial) que, como resultado de manipulaciéon genética, lleva un
transgén que comprende al menos una copia de un gen de interés. Los estados alélicos tipicos de un suceso son la
presencia o ausencia del ADN extrafio. Un suceso se caracteriza fenotipicamente por la expresion del transgén. Al
nivel genético, un suceso es parte de la constitucion genética de una planta. Al nivel molecular, un suceso puede
caracterizarse por el mapa de restriccion (v.g. como se determina por transferencia Southern), por las secuencias
flanqueantes en direccion 5’ y/o en direccion 3’ del transgén, la localizacién de marcadores moleculares y/o la
configuracién molecular del transgén. Usualmente, la transformacion de una planta con un ADN transformante que
comprende al menos un gen de interés conduce a una multitud de sucesos, cada uno de los cuales es unico.

Un suceso élite, tal como se usa en esta memoria, es un suceso que se selecciona de un grupo de sucesos,
obtenidos por transformacion con el mismo ADN transformante o por retrocruzamiento con plantas obtenidas por
dicha transformacion, basado en la expresion y estabilidad del o de los transgenes y su compatibilidad con
caracteristicas agronémicas 6ptimas de la planta que comprende el mismo. Asi pues, los criterios para seleccion de
un suceso élite son uno o mas, preferiblemente dos o mas, ventajosamente la totalidad de los siguientes:

a) que la presencia del ADN extrafio no ponga en compromiso otras caracteristicas deseadas de la planta,
tales como las que se refieren a la eficiencia agronémica o el valor comercial;

b) que el suceso se caracterice por una configuracion molecular bien definida que es heredada de manera
estable y para la cual pueden desarrollarse herramientas apropiadas para el control de identidad;

c) que el o los genes de interés exhiba(n) una expresion fenotipica correcta, apropiada y estable espacial y
temporalmente, tanto en condicion heterocigdtica (o hemicigotica) como homocigética del suceso, a un nivel
comercialmente aceptable en un intervalo de condiciones ambientales en el que es probable que las plantas
portadoras del suceso se vean expuestas durante el uso agronémico normal.

Se prefiere que el ADN extrafio esté asociado con una posicion en el genoma de la planta que permita la
introgresion facil en los trasfondos genéticos comerciales deseados.

El estado de un suceso como un suceso élite se confirma por introgresion del suceso élite en diferentes trasfondos
genéticos relevantes y observando el cumplimiento con uno, dos o la totalidad de los criterios, v.g. a), b) y ¢)
anteriores.

Un “suceso élite” se refiere asi a un locus genético que comprende un ADN extrafio, que responde a los criterios
arriba descritos. Una planta, material vegetal o progenie, tal como semillas, puede comprender uno o mas sucesos
élite en su genoma.

Las herramientas desarrolladas para identificar un suceso élite o la planta, material vegetal que comprende un
suceso élite, o productos que comprenden material vegetal que comprende el suceso élite, estan basadas en las
caracteristicas gendmicas especificas del suceso élite, tales como un mapa de restriccién especifico de la regién
genomica que comprende el ADN extrafio, marcadores moleculares, o la secuencia de la o las regiones
flanqueantes del ADN extrafio.

Una vez que se han secuenciado una o ambas regiones flanqueantes del ADN extrafio, pueden desarrollarse
cebadores y sondas que reconocen especificamente esta (estas) secuencia(s) en el acido nucleico (ADN o ARN) de
una muestra por una técnica de biologia molecular. Por ejemplo, puede desarrollarse un método de PCR para
identificar el suceso élite en muestras bioldgicas (tales como muestras vegetales, material vegetal o productos que
comprenden material vegetal). Una PCR de este tipo estd basada en al menos dos “cebadores” especificos, uno de
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los cuales reconoce una secuencia dentro de la regién flanqueante de 5’ o 3’ del suceso élite, reconociendo el otro
una secuencia dentro del ADN extrafio. Los cebadores tienen preferiblemente una secuencia comprendida entre 15
y 35 nucledtidos que, en condiciones de PCR optimizadas, “reconocen especificamente” una secuencia dentro de la
region flanqueante de 5’ o 3’ del suceso élite y el ADN extrafio del suceso élite respectivamente, de tal modo que un
fragmento especifico (“fragmento de integracion” o amplicon discriminante) se amplifica a partir de una muestra de
acido nucleico que comprende el suceso élite. Esto significa que Unicamente el fragmento de integracion
direccionada, y ninguna otra secuencia en el genoma de la planta o ADN extrafio, se amplifica en condiciones de
PCR optimizadas.

Los cebadores de la PCR adecuados para la invencion pueden ser los siguientes:

- oligonucledtidos que oscilan en longitud desde 17 nt hasta alrededor de 300 nt, que comprenden una
secuencia nucleotidica de al menos 17 nucledtidos consecutivos, preferiblemente 20 nucledtidos
consecutivos, seleccionados de la secuencia flanqueante de 5’ (SEC ID n°® 1 desde el nucledtido 1 hasta el
nucleétido 311) en su extremo 3’ (cebadores que reconocen secuencias flanqueantes de 5’); u

- oligonucleétidos que oscilan en longitud desde 17 nt hasta alrededor de 300 nt, que comprenden una
secuencia nucleotidica de al menos 17 nucledtidos consecutivos, preferiblemente 20 nucledtidos
consecutivos, seleccionados de la secuencia flanqueante de 3’ (complemento de SEC ID n° 2 desde el
nucleodtido 510 hasta el nucledtido 1880) en su extremo 3’ (cebadores que reconocen las secuencias
flanqueantes de 3’); u

- oligonucledtidos que oscilan en longitud desde 17 nt hasta alrededor de 510 nt, que comprenden una
secuencia nucleotidica de al menos 17 nucleétidos consecutivos, preferiblemente 20 nucledtidos,
seleccionados de las secuencias de ADN insertadas (complemento de SEC ID n°® 1 desde el nucleétido 312
hasta el nucleétido 810) en su extremo 3’ (cebadores que reconocen ADN extrafio); u

- oligonucleétidos que oscilan en longitud desde 17 nt hasta alrededor de 300 nt, que comprenden una
secuencia nucleotidica de al menos 17 nucleétidos consecutivos, preferiblemente 20 nucledtidos,
seleccionados de las secuencias de ADN insertadas (SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1 hasta el nucleétido
509).

Por supuesto, los cebadores pueden ser mas largos que los 17 nucleétidos consecutivos mencionados, y pueden
tener una longitud de, por ejemplo, 20, 21, 30, 35, 50, 75, 100, 150, 200 nt o incluso mayores. Los cebadores
pueden consistir completamente en la secuencia nucleotidica seleccionada de las secuencias nucleotidicas
mencionadas de secuencias flanqueantes y secuencias de ADN extrafio. Sin embargo, la secuencia nucleotidica de
los cebadores en su extremo 5’ (es decir, fuera de los 17 nucleétidos consecutivos localizados en 3’) es menos
critica. De este modo, la secuencia en 5 de los cebadores puede consistir en una secuencia nucleotidica
seleccionada de las secuencias flanqueantes o ADN extrafio, segun sea apropiado, pero puede contener varios (por
ejemplo 1, 2, 5, 10 desemparejamientos). La secuencia en 5 de los cebadores puede consistir incluso
completamente en una secuencia nucleotidica no relacionada con las secuencias flanqueantes o el ADN extrafio, tal
como por ejemplo una secuencia nucleotidica que representa sitios de reconocimiento de enzimas de restriccién.
Tales secuencias no relacionadas o secuencias de ADN flanqueantes con desemparejamientos no deberian ser
preferiblemente mayores que 100, mas preferiblemente no mayores que 50 o incluso 25 nucleétidos.

Ademas, los cebadores adecuados pueden comprender o consistir en una secuencia nucleotidica en su extremo 3’
que abarca la region de unién entre las secuencias derivadas del ADN vegetal y las secuencias de ADN extrafio
(localizadas en los nucleétidos 311-312 en SEC ID n° 1, y en los nucleétidos 509-510 en SEC ID n° 2), con tal de
que los 17 nucledtidos consecutivos localizados en 3' mencionados no deriven exclusivamente del ADN extrafio o de
secuencias derivadas de la planta en SEC ID n° 1 6 2.

De este modo, los cebadores de la PCR adecuados para la invencion también pueden ser los siguientes:

- oligonucleétidos que oscilan en longitud desde 17 nt hasta alrededor de 300 nt, que comprenden una
secuencia nucleotidica de al menos 17 nucledtidos consecutivos, preferiblemente 20 nucleétidos
consecutivos, seleccionados de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 1 hasta el nucledtido 325) en su extremo 3’;
u

- oligonucledtidos que oscilan en longitud desde 17 nt hasta alrededor de 300 nt, que comprenden una
secuencia nucleotidica de al menos 17 nucledtidos consecutivos, preferiblemente 20 nucledtidos
consecutivos, seleccionados del complemento de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 495 al nucledtido 1880) en
su extremo 3’; u

- oligonucleétidos que oscilan en longitud desde 17 nt hasta alrededor de 300 nt, que comprenden una
secuencia nucleotidica de al menos 17 nucledtidos consecutivos, preferiblemente 20 nucleétidos,
seleccionados del complemento de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 295 al nucleétido 810) en su extremo 3’;
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u

- oligonucledtidos que oscilan en longitud desde 17 nt hasta alrededor de 300 nt, que comprenden una
secuencia nucleotidica de al menos 17 nucleétidos consecutivos, preferiblemente 20 nucleédtidos,
seleccionados de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 1 al nucleétido 525).

También estara inmediatamente claro para el experto que los pares de cebadores de la PCR apropiadamente
seleccionados no deberian tampoco comprender secuencias que son complementarias entre si.

Para los fines de la invencion, el “complemento de una secuencia nucleotidica representada en SEC ID n° X” es la
secuencia nucleotidica que puede derivar de la secuencia nucleotidica representada sustituyendo los nucleétidos
mediante su nucledtido complementario segun las reglas de Chargaff (A < T; G & C) y leyendo la secuencia en la
direccion 5’ a 3’, es decir, en direccion opuesta de la secuencia nucleotidica representada.

Los ejemplos de cebadores adecuados son las secuencias oligonucleotidicas de SEC ID n° 3, SEC ID n° 4, SEC ID
n°® 5 (cebadores que reconocen la secuencia flanqueante de 5’) SEC ID n° 6, SECIDn°7, SECIDn° 8, SECID n°9,
SEC ID n° 10 (cebadores que reconocen ADN extrafio para uso con los cebadores que reconocen la secuencia
flanqueante de 5’) SEC ID n° 11, SEC ID n® 12, SEC ID n° 13, SEC ID n°® 14 (cebadores que reconocen ADN extrafio
para uso con los cebadores que reconocen la secuencia flanqueante de 3') SEC ID n° 15, SEC ID n°® 16 o SEC ID n°
17 (cebadores que reconocen la secuencia flanqueante de 3’).

Otros ejemplos de cebadores oligonucleotidicos adecuados comprenden en su extremo 3’ las siguientes secuencias
o consisten en tales secuencias:

a. cebadores que reconocen la secuencia flanqueante de 5’:

- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 45 hasta el nucledtido 64

- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 22 hasta el nucleétido 41

- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 47 hasta el nucleétido 64

- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 183 hasta el nucleétido 202
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 184 hasta el nucleétido 203
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 301 hasta el nucleétido 320
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 303 hasta el nucleétido 322
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 306 hasta el nucleétido 325
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 36 hasta el nucleétido 55

- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 182 hasta el nucleétido 202
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 183 hasta el nucleétido 203
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 184 hasta el nucleétido 202
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 185 hasta el nucleétido 203
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 185 hasta el nucleétido 204
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 292 hasta el nucleétido 311
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 295 hasta el nucleétido 314
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 307 hasta el nucleétido 325
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 8 hasta el nucleétido 27

- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 10 hasta el nucleétido 29

- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 11 hasta el nucleétido 30

- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 13 hasta el nucleétido 32



10

15

20

25

30

35

ES 2369032 T3

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 20 hasta el nucledtido 41
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 35 hasta el nucledtido 54
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 37 hasta el nucledtido 55
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 66 hasta el nucleétido 85
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 67 hasta el nucleétido 86
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 68 hasta el nucleétido 87
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 181 hasta el nucleétido 202
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 182 hasta el nucleétido 203
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 184 hasta el nucleétido 204
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 185 hasta el nucledtido 202
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 186 hasta el nucledtido 204
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 186 hasta el nucledtido 203
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 248 hasta el nucledtido 267
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 249 hasta el nucledtido 268
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 290 hasta el nucleétido 309
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 291 hasta el nucleétido 311
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 293 hasta el nucledtido 311
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 294 hasta el nucledtido 314
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 301 hasta el nucledtido 322
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 303 hasta el nucledtido 320
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 305 hasta el nucledtido 322
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 308 hasta el nucledtido 325
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 11 hasta el nucledtido 29
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 36 hasta el nucleétido 54
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 41 hasta el nucleétido 61
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 43 hasta el nucledtido 64
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 66 hasta el nucleétido 86
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 67 hasta el nucleétido 85
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 67 hasta el nucleétido 87
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 68 hasta el nucleétido 86
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 69 hasta el nucleétido 87
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 180 hasta el nucleétido 197
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 183 hasta el nucledtido 204
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 187 hasta el nucledtido 204

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 200 hasta el nucleétido 219
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la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 246 hasta el nucledtido 263
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 247 hasta el nucledtido 267
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 248 hasta el nucledtido 268
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 249 hasta el nucledtido 267
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 250 hasta el nucleétido 268
la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 1 desde el nucleétido 290 hasta el nucleétido 311
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 291 hasta el nucleétido 308
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 291 hasta el nucleétido 309
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 293 hasta el nucledtido 214
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 8 hasta el nucledtido 29

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 11 hasta el nucleétido 32

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 37 hasta el nucledtido 54

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 40 hasta el nucleétido 61

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 64 hasta el nucleétido 85

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 65 hasta el nucleétido 86

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 66 hasta el nucleétido 87

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 68 hasta el nucledtido 85

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 69 hasta el nucledtido 86

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 197 hasta el nucledtido 218
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 201 hasta el nucledtido 219
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 201 hasta el nucledtido 218
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 234 hasta el nucledtido 253
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 244 hasta el nucleétido 263
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 246 hasta el nucledtido 267
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 247 hasta el nucledtido 268
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 250 hasta el nucledtido 267
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 292 hasta el nucledtido 309
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 198 hasta el nucledtido 219
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 202 hasta el nucledtido 219
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 233 hasta el nucledtido 253
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 235 hasta el nucleétido 254
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 235 hasta el nucledtido 253
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 243 hasta el nucledtido 263
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 232 hasta el nucledtido 253

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 234 hasta el nucleétido 254
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la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 242 hasta el nucleétido 263

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 233 hasta el nucleétido 254

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 234 hasta el nucleétido 255

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 294 hasta el nucleétido 215

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 247 hasta el nucleétido 266

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 248 hasta el nucleétido 266

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 249 hasta el nucleétido 266

b. cebadores que reconocen la secuencia de ADN extrafio para uso con cebadores que reconocen la secuencia
flanqueante de 5’

el complemento de la
800

el complemento de la
320

el complemento de la
322

el complemento de la
461

el complemento de la
463

el complemento de la
797

el complemento de la
799

el complemento de la
807

el complemento de la
337

el complemento de la
341

el complemento de la
344

el complemento de la
348

el complemento de la
372

el complemento de la
395

el complemento de la
397

el complemento de la
403

el complemento de la
459

el complemento de la

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1
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desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 781 hasta

el nucledtido 301 hasta

el nucledétido 303 hasta

el nucleétido 442 hasta

el nucledtido 444 hasta

el nucledtido 778 hasta

el nucledtido 781 hasta

el nucleétido 788 hasta

el nucleétido 318 hasta

el nucledtido 322 hasta

el nucledtido 325 hasta

el nucledtido 329 hasta

el nucledtido 353 hasta

el nucledtido 376 hasta

el nucledtido 378 hasta

el nucleétido 384 hasta

el nucledtido 440 hasta

el nucledtido 442 hasta

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido
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460

el complemento de la
462

el complemento de la
462

el complemento de la
464

el complemento de la
468

el complemento de la
489

el complemento de la
503

el complemento de la
511

el complemento de la
798

el complemento de la
798

el complemento de la
802

el complemento de la
806

el complemento de la
318

el complemento de la
320

el complemento de la
322

el complemento de la
336

el complemento de la
338

el complemento de la
339

el complemento de la
340

el complemento de la
342

el complemento de la
343

el complemento de la
347

el complemento de la
365

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia
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nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1
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desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

el nucledtido 444 hasta

el nucledtido 442 hasta

el nucleétido 444 hasta

el nucleétido 449 hasta

el nucledtido 470 hasta

el nucledtido 484 hasta

el nucledtido 492 hasta

el nucleétido 781 hasta

el nucledtido 778 hasta

el nucledtido 781 hasta

el nucleétido 788 hasta

el nucleétido 301 hasta

el nucledtido 303 hasta

el nucledtido 301 hasta

el nucledtido 318 hasta

el nucleétido 318 hasta

el nucledtido 320 hasta

el nucledtido 322 hasta

el nucledtido 322 hasta

el nucleétido 325 hasta

el nucleétido 329 hasta

el nucledtido 346 hasta

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucledtido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucledtido

el nucleétido

el nucledtido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido
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el complemento de la
367

el complemento de la
371

el complemento de la
396

el complemento de la
396

el complemento de la
400

el complemento de la
401

el complemento de la
404

el complemento de la
459

el complemento de la
460

el complemento de la
461

el complemento de la
463

el complemento de la
465

el complemento de la
488

el complemento de la
488

el complemento de la
504

el complemento de la
509

el complemento de la
510

el complemento de la
512

el complemento de la
580

el complemento de la
582

el complemento de la
584

el complemento de la
587

el complemento de la

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia
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nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1
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desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

el nucledtido 348 hasta

el nucledtido 353 hasta

el nucledtido 378 hasta

el nucleétido 376 hasta

el nucleétido 382 hasta

el nucledtido 382 hasta

el nucledtido 384 hasta

el nucledtido 442 hasta

el nucleétido 440 hasta

el nucleétido 444 hasta

el nucledtido 442 hasta

el nucleétido 444 hasta

el nucledtido 469 hasta

el nucledtido 470 hasta

el nucledtido 484 hasta

el nucleétido 490 hasta

el nucledtido 491 hasta

el nucledtido 492 hasta

el nucleétido 561 hasta

el nucledtido 563 hasta

el nucledtido 565 hasta

el nucledétido 568 hasta

el nucledétido 572 hasta

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido



10

15

20

25

30

35

40

45

591

el complemento de la
609

el complemento de la
659

el complemento de la
713

el complemento de la
799

el complemento de la
799

el complemento de la
805

el complemento de la
808

el complemento de la
335

el complemento de la
336

el complemento de la
338

el complemento de la
339

el complemento de la
339

el complemento de la
340

el complemento de la
342

el complemento de la
343

el complemento de la
346

el complemento de la
346

el complemento de la
349

el complemento de la
364

el complemento de la
366

el complemento de la
366

el complemento de la
368

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia
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nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1
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desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

el nucledtido 590 hasta

el nucledtido 640 hasta

el nucleétido 695 hasta

el nucledtido 782 hasta

el nucledtido 778 hasta

el nucledtido 788 hasta

el nucleétido 788 hasta

el nucleétido 318 hasta

el nucleétido 315 hasta

el nucledtido 320 hasta

el nucledétido 318 hasta

el nucledtido 322 hasta

el nucledtido 320 hasta

el nucledtido 325 hasta

el nucledtido 322 hasta

el nucleétido 329 hasta

el nucledtido 325 hasta

el nucledtido 329 hasta

el nucledtido 346 hasta

el nucledtido 348 hasta

el nucleétido 346 hasta

el nucledtido 348 hasta

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucledtido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido
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el complemento de la
370

el complemento de la
395

el complemento de la
397

el complemento de la
399

el complemento de la
401

el complemento de la
405

el complemento de la
461

el complemento de la
487

el complemento de la
505

el complemento de la
508

el complemento de la
509

el complemento de la
509

el complemento de la
510

el complemento de la
511

el complemento de la
513

el complemento de la
579

el complemento de la
581

el complemento de la
581

el complemento de la
586

el complemento de la
590

el complemento de la
592

el complemento de la
610

el complemento de la

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia
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nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1
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desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

el nucledtido 353 hasta

el nucledtido 378 hasta

el nucledtido 376 hasta

el nucleétido 376 hasta

el nucleétido 384 hasta

el nucledtido 384 hasta

el nucledtido 440 hasta

el nucleétido 466 hasta

el nucleétido 484 hasta

el nucledtido 490 hasta

el nucledétido 492 hasta

el nucleétido 491 hasta

el nucledtido 490 hasta

el nucledtido 491 hasta

el nucledtido 492 hasta

el nucleétido 561 hasta

el nucledtido 561 hasta

el nucledtido 563 hasta

el nucledétido 568 hasta

el nucledtido 572 hasta

el nucledtido 572 hasta

el nucledétido 590 hasta

el nucleétido 596 hasta

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucleétido
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613

el complemento de la
614

el complemento de la
657

el complemento de la
658

el complemento de la
660

el complemento de la
712
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713

el complemento de la
337

el complemento de la
341

el complemento de la
350

el complemento de la
363

el complemento de la
365

el complemento de la
367

el complemento de la
369

el complemento de la
371

el complemento de la
403

el complemento de la
503

el complemento de la
518

el complemento de la
511

el complemento de la
512

el complemento de la
580

el complemento de la
582

el complemento de la
582

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

ES 2369032 T3

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1

nucleotidica de SEC ID n° 1
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desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

el nucledtido 596 hasta

el nucledtido 640 hasta

el nucleétido 640 hasta

el nucledtido 640 hasta

el nucledtido 695 hasta

el nucledtido 696 hasta

el nucleétido 320 hasta

el nucleétido 320 hasta

el nucledtido 329 hasta

el nucledtido 346 hasta

el nucledtido 348 hasta

el nucleétido 346 hasta

el nucledtido 348 hasta

el nucledtido 354 hasta

el nucledtido 382 hasta

el nucleétido 482 hasta

el nucledtido 491 hasta

el nucleétido 490 hasta

el nucledtido 491 hasta

el nucleétido 563 hasta

el nucleétido 563 hasta

el nucledtido 565 hasta

el nucleétido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucledtido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido

el nucledtido

el nucleétido

el nucledtido

el nucledtido

el nucleétido

el nucleétido

el nucledtido
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615
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661
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798
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809
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589
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616
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619
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762

el complemento de la
797

el complemento de la
799

el complemento de la
805

el complemento de la
617

el complemento de la
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796
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desde

desde

desde

desde

desde

desde

desde

el nucleétido 563 hasta

el nucledtido 568 hasta

el nucledtido 562 hasta

el nucleétido 572 hasta

el nucleétido 584 hasta

el nucledtido 590 hasta

el nucledtido 590 hasta

el nucledétido 596 hasta

el nucledtido 599 hasta

el nucledtido 540 hasta

el nucledtido 779 hasta

el nucledtido 788 hasta

el nucledtido 568 hasta

el nucledtido 596 hasta

el nucledétido 599 hasta

el nucleétido 745 hasta

el nucledtido 779 hasta

el nucledtido 779 hasta

el nucleétido 786 hasta
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el nucledtido 599 hasta
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800

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 786 hasta el nucleétido
804

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 314 hasta el nucleétido
335

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 786 hasta el nucleétido
803

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 1 desde el nucledtido 786 hasta el nucledtido
806

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 296 hasta el nucleétido
315

c. cebadores que reconocen la secuencia de ADN extrafio para uso con cebadores que reconocen la secuencia
flanqueante de 3’:

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledétido 1413 hasta el nucledtido
1432

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 721 hasta el nucleétido
740

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 767 hasta el nucledtido
786

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1185 hasta el nucleétido
1204

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1332 hasta el nucleétido
1351

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 1413 hasta el nucleétido
1431

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1413 hasta el nucledtido
1433

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 503 hasta el nucleétido
522

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 507 hasta el nucleétido
526

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 721 hasta el nucleétido
739

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 722 hasta el nucleétido
741

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 721 hasta el nucleétido
741

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 770 hasta el nucleétido
789

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 775 hasta el nucleétido
794

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 1135 hasta el nucleétido
1154

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1185 hasta el nucledtido
1202
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el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 1185 hasta el nucleétido
1205

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1191 hasta el nucleétido
1210

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1332 hasta el nucleétido
1350

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledétido 1332 hasta el nucledtido
1352

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1413 hasta el nucleétido
1430

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 506 hasta el nucleétido
525

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 507 hasta el nucleétido
525

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 507 hasta el nucleétido
527

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 721 hasta el nucleétido
738

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 722 hasta el nucleétido
740

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 721 hasta el nucleétido
742

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 775 hasta el nucleétido
793

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 775 hasta el nucleétido
795

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1135 hasta el nucleétido
1153

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledétido 1135 hasta el nucledtido
1155

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1185 hasta el nucleétido
1206

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1191 hasta el nucleétido
1209

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1316 hasta el nucleétido
1335

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1325 hasta el nucleétido
1344

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1332 hasta el nucledtido
1353

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1413 hasta el nucleétido
1434

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 507 hasta el nucleétido
528

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 722 hasta el nucledtido
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739

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 725 hasta el nucleétido
742

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 730 hasta el nucleétido
749

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 770 hasta el nucleétido
787

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 770 hasta el nucleétido
791

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 771 hasta el nucleétido
792

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 775 hasta el nucleétido
792

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 775 hasta el nucleétido
796

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1153 hasta el nucleétido
1134

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 1135 hasta el nucleétido
1156

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1187 hasta el nucleétido
1206

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1191 hasta el nucleétido
1208

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1191 hasta el nucleétido
1212

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1325 hasta el nucledtido
1343

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1325 hasta el nucleétido
1345

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1367 hasta el nucleétido
1384

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1511 hasta el nucleétido
1528

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 506 hasta el nucleétido
527

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 730 hasta el nucledtido
750

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1187 hasta el nucleétido
1204

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1187 hasta el nucledtido
1205

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1249 hasta el nucleétido
1266

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1325 hasta el nucleétido
1342
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el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 1325 hasta el nucleétido
1346

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 730 hasta el nucleétido
751

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1187 hasta el nucleétido
1208

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledétido 1334 hasta el nucledtido
1353

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1334 hasta el nucledtido
1352

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1334 hasta el nucledtido
1354

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1334 hasta el nucleétido
1351

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1334 hasta el nucleétido
1355

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 754 hasta el nucleétido
771

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 842 hasta el nucleétido
863

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 732 hasta el nucleétido
751

el complemento de la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucledtido 732 hasta el nucleétido
750

d. cebadores que reconocen la secuencia flanqueante de 3’:

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 284 hasta el nucledtido 303
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 285 hasta el nucledtido 305
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 289 hasta el nucledtido 308
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 160 hasta el nucledtido 179
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 162 hasta el nucledtido 181
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 283 hasta el nucleétido 303
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 284 hasta el nucleétido 304
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 286 hasta el nucledtido 304
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 287 hasta el nucledtido 306
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 288 hasta el nucleétido 308
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 290 hasta el nucledtido 308
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 394 hasta el nucledtido 413
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 398 hasta el nucledtido 417
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 399 hasta el nucledtido 418

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 400 hasta el nucleétido 418
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la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 119 hasta el nucleétido 138
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 161 hasta el nucledtido 179
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 161 hasta el nucledtido 181
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 184 hasta el nucleétido 203
la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 192 hasta el nucleétido 211
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 193 hasta el nucleétido 212
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 195 hasta el nucleétido 214
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 241 hasta el nucleétido 260
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 283 hasta el nucleétido 304
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 286 hasta el nucleétido 303
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 286 hasta el nucleétido 306
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 287 hasta el nucledtido 304
la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 287 hasta el nucledtido 308
la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 288 hasta el nucleétido 306
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 366 hasta el nucleétido 385
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 393 hasta el nucleétido 412
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 395 hasta el nucledtido 413
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 398 hasta el nucledtido 418
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 399 hasta el nucledtido 417
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 400 hasta el nucledtido 417
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 401 hasta el nucledtido 418
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 430 hasta el nucledtido 449
la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 81 hasta el nucleétido 100

la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 90 hasta el nucleétido 109

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 159 hasta el nucledtido 179
la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 160 hasta el nucledtido 181
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 185 hasta el nucledtido 203
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 191 hasta el nucledtido 211
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 192 hasta el nucledtido 212
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 193 hasta el nucledtido 211
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 194 hasta el nucleétido 212
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 194 hasta el nucleétido 214
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 196 hasta el nucledtido 215
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 196 hasta el nucledtido 214

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 219 hasta el nucleétido 238
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la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 240 hasta el nucledtido 260
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 242 hasta el nucledtido 261
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 242 hasta el nucledtido 260
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 275 hasta el nucledtido 294
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 285 hasta el nucleétido 306
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 289 hasta el nucleétido 306
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 315 hasta el nucleétido 334
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 319 hasta el nucledtido 338
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 366 hasta el nucleétido 383
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 372 hasta el nucledtido 391
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 392 hasta el nucledtido 412
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 392 hasta el nucledtido 413
la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 394 hasta el nucledtido 412
la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 397 hasta el nucleétido 417
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 397 hasta el nucleétido 418
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 424 hasta el nucleétido 443
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 429 hasta el nucledtido 449
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 431 hasta el nucleétido 450
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 431 hasta el nucledtido 449
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 439 hasta el nucledtido 458
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 447 hasta el nucledtido 466
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 481 hasta el nucledtido 500
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 507 hasta el nucleétido 526
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 79 hasta el nucleétido 96

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 80 hasta el nucleétido 100
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 82 hasta el nucleétido 100
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 89 hasta el nucleétido 109
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 91 hasta el nucleétido 109
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 121 hasta el nucledtido 138
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 184 hasta el nucledtido 202
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 186 hasta el nucleétido 203
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 190 hasta el nucleétido 211
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 191 hasta el nucledtido 212
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 193 hasta el nucledtido 214

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 194 hasta el nucleétido 211
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la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 195 hasta el nucleétido 215
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 195 hasta el nucledtido 212
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 218 hasta el nucledtido 238
la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 220 hasta el nucleétido 238
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 221 hasta el nucledtido 238
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 239 hasta el nucleétido 260
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 241 hasta el nucleétido 261
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 277 hasta el nucleétido 294
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 282 hasta el nucleétido 303
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 314 hasta el nucledtido 334
la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 316 hasta el nucledtido 334
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 318 hasta el nucleétido 338
la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 320 hasta el nucleétido 338
la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 371 hasta el nucleétido 391
la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 391 hasta el nucleétido 412
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 395 hasta el nucleétido 412
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 396 hasta el nucledtido 417
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 423 hasta el nucledtido 443
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 430 hasta el nucledtido 450
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 432 hasta el nucledtido 449
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 438 hasta el nucledtido 458
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 446 hasta el nucledtido 466
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 448 hasta el nucleétido 466
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 449 hasta el nucleétido 466
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 481 hasta el nucleétido 498
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 481 hasta el nucledtido 499
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 482 hasta el nucledtido 500
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 508 hasta el nucledtido 526
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 79 hasta el nucleétido 100

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 83 hasta el nucleétido 100

la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 88 hasta el nucleétido 109

la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 92 hasta el nucleétido 109

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 185 hasta el nucledtido 202
la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 194 hasta el nucledtido 215

la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 217 hasta el nucleétido 238
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- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 240 hasta el nucleétido 261
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 241 hasta el nucleétido 262
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 313 hasta el nucleétido 334
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 317 hasta el nucleétido 338
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 321 hasta el nucleétido 338
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 370 hasta el nucleétido 391
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 422 hasta el nucleétido 443
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 428 hasta el nucleétido 449
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 429 hasta el nucleétido 450
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 437 hasta el nucleétido 458
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 441 hasta el nucleétido 458
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 445 hasta el nucleétido 466
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 482 hasta el nucleétido 499
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 504 hasta el nucleétido 523
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 266 hasta el nucleétido 287
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 446 hasta el nucleétido 465
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 156 hasta el nucleétido 175
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 448 hasta el nucleétido 465
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 155 hasta el nucleétido 175
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 157 hasta el nucleétido 175
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 154 hasta el nucleétido 175
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 312 hasta el nucleétido 329
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 191 hasta el nucleétido 210
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 190 hasta el nucleétido 210
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 192 hasta el nucleétido 210
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 157 hasta el nucleétido 176
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 189 hasta el nucleétido 210
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 193 hasta el nucleétido 210
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 156 hasta el nucleétido 176
- la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 155 hasta el nucleétido 176

Como se usa aqui, “la secuencia nucleotidica de SEC ID n° Z desde la posicion X hasta la posiciéon Y” indica la
secuencia nucleotidica incluyendo ambos puntos extremos nucleotidicos.

Preferiblemente, el fragmento de integracion tiene una longitud entre 50 y 500 nucleétidos, lo mas preferible entre
100 y 350 nucleodtidos. Los cebadores especificos pueden tener una secuencia que es entre 80 y 100% idéntica a
una secuencia en la region flanqueante de 5 o 3’ del suceso elite y el ADN extrafio del suceso élite,
respectivamente, con la condicién de que los desemparejamientos todavia permitan la identificacion especifica del
suceso élite con estos cebadores en condiciones de la PCR optimizadas. Sin embargo, el intervalo de
desemparejamientos permisibles se puede determinar faciimente de forma experimental, y son conocidos por una
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persona experta en la técnica.

La siguiente tabla ejemplifica los tamafios de amplicones de ADN esperados (o fragmentos de integracion) con
pares seleccionados de cebadores de la PCR.

Cebador 1 Desde la posicion Cebador 2 Hasta la posicion Longitud del
amplicon

HCA150 8 KVM173 365

HCA150 8 YTP228 402

HCA150 8 YTP220 594

HCA150 8 DPA024 736

HCA150 8 YTP245 796

DPA013 66 KVM173 365

DPA013 66 YTP228 402

DPAO013 66 YTP220 594

DPAO013 66 DPA024 736

DPA013 66 YTP245 796

DPA228 292 KVM173 365

DPA228 292 YTP228 402 110
DPA228 292 YTP220 594 302
DPA228 292 DPA024 736 444
DPA228 292 YTP245 796 504
YTP170 82 MDB687 527 445
YTP170 82 SMO022 724 642
YTP170 82 SMO024 1215 1133
YTP227 237 MDB687 527 290
YTP227 237 SMO022 724 487
YTP227 237 SMO024 1215 978
MDB688 377 MDB687 527 150
MDB688 377 SMO022 724 347
MDB688 377 SMO024 1215 838
KVM175 476 MDB687 527 51
KVM175 476 SMO022 724 248
KVM175 476 SMO024 1215 739

La deteccion de los fragmentos de integracion se puede producir de diversas maneras, por ejemplo via estimacion
del tamafio tras el analisis en gel. Los fragmentos de integracion también se pueden secuenciar directamente. Otros
métodos especificos de secuencias para la deteccion de fragmentos de ADN amplificados son también conocidos en
la técnica.
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Dado que la secuencia de los cebadores y su localizacion relativa en el genoma son Unicos para el suceso élite, la
amplificacion del fragmento de integracion ocurrirda solamente en muestras bioldgicas que comprendan (el acido
nucleico de) el suceso élite. Preferiblemente, cuando se realiza una PCR para identificar la presencia de A5547-127
en muestras desconocidas, se incluye un control de un conjunto de cebadores con los cuales puede amplificarse un
fragmento comprendido dentro de un “gen constitutivo de mantenimiento” de la especie vegetal del suceso. Los
genes constitutivos de mantenimiento son genes que se expresan en la mayoria de los tipos de células y que estan
implicados con las actividades metabdlicas basicas comunes a todas las células. Preferiblemente, el fragmento
amplificado a partir del gen constitutivo de mantenimiento es un fragmento que es mayor que el fragmento de
integracion amplificado. Dependiendo de las muestras a analizar, pueden incluirse otros controles.

Los protocolos de PCR estandar se describen en la técnica, por ejemplo en “PCR Applications Manual” (Roche
Molecular Biochemicals, 22 edicion, 1999). Las condiciones 6ptimas para la PCR, incluyendo la secuencia de los
cebadores especificos, se especifican en un “Protocolo de identificacion mediante PCR” para cada suceso élite. Sin
embargo, debe entenderse que puede ser necesario ajustar cierto niumero de pardmetros en el protocolo de
identificacion mediante PCR a las condiciones especificas del laboratorio, y pueden modificarse ligeramente para
obtener resultados similares. Por ejemplo, el uso de un método diferente para la preparacién de ADN puede requerir
el ajuste de, por ejemplo, la cantidad de cebadores, la polimerasa y las condiciones de hibridaciéon utilizadas.
Andlogamente, la seleccion de otros cebadores puede dictar otras condiciones oOptimas para el protocolo de
identificacion mediante PCR. Estos ajustes seran sin embargo evidentes para una persona experta en la técnica, y
se detallan adicionalmente en los manuales actuales de la aplicacién de la PCR tales como el citado anteriormente.

De modo alternativo, se pueden usar cebadores especificos para amplificar un fragmento de integracién que puede
ser usado como una “sonda especifica” para identificar A5547-127 en muestras bioldgicas. La puesta en contacto de
un &cido nucleico de una muestra bioldgica con la sonda, en condiciones que permiten la hibridacién de la sonda
con su fragmento correspondiente en el acido nucleico, da como resultado la formacion de un hibrido acido
nucleico/sonda. La formacién de este hibrido puede detectarse (v.g. por marcacién del acido nucleico o la sonda),
con lo cual la formacién de este hibrido indica la presencia de A5547-127. Tales métodos de identificacion basados
en hibridacion con una sonda especifica (sea sobre un soporte en fase sélida o en solucién) han sido descritos en la
técnica. La sonda especifica es preferiblemente una secuencia que, en condiciones optimizadas, se hibrida
especificamente a una region dentro de la regién flanqueante de 5 o 3’ del suceso élite y que comprende también
preferiblemente parte del ADN extrafio contiguo a la misma (en lo sucesivo referida como “regidon especifica”).
Preferiblemente, la sonda especifica comprende una secuencia de una longitud comprendida entre 50 y 500 pb,
preferiblemente de 100 a 350 pb, que es al menos 80%, preferiblemente entre 80 y 85%, mas preferiblemente entre
85 y 90%, de modo especialmente preferible entre 90 y 95%, y muy preferiblemente entre 95 y 100% idéntica (o
complementaria) a la secuencia nucleotidica de una regidén especifica. Preferiblemente, la sonda especifica
comprendera una secuencia de alrededor de 15 a alrededor de 100 nucledtidos contiguos idénticos (o
complementarios) a una region especifica del suceso élite.

Un “kit”, tal como se usa en esta memoria, hace referencia a un conjunto de reactivos con el fin de llevar a cabo el
método de la invencién, mas particularmente, la identificacion del suceso élite A5547-127 en muestras biologicas.
Mas particularmente, una realizacion preferida del kit de la invencion comprende al menos uno o dos cebadores
especificos, como se han descrito anteriormente. Opcionalmente, el kit puede comprender ademas cualquier otro
reactivo descrito en esta memoria en el protocolo de identificacion mediante PCR. Alternativamente, de acuerdo con
otra realizacion de esta invencién, el kit puede comprender una sonda especifica, como se ha descrito
anteriormente, que se hibrida especificamente con el acido nucleico de las muestras bioldgicas para identificar la
presencia de A5547-127 en ellas. Opcionalmente, el kit puede comprender ademas cualquier otro reactivo (tal como,
pero sin caracter limitante, tampdn de hibridacién, marcador) para la identificacion de A5547-127 en muestras
bioldgicas, usando la sonda especifica.

El kit de la invencidn puede usarse, y sus componentes pueden ajustarse especificamente, para los fines de control
de calidad (v.g., pureza de lotes de semillas), deteccion del suceso élite en material vegetal o material que
comprende o deriva de material vegetal, tal como, pero sin caracter limitante, productos alimentarios o piensos.

Tal como se usa en esta memoria, “identidad de secuencia”, con relacién a secuencias nucleotidicas (ADN o ARN),
hace referencia al numero de posiciones con nucleétidos idénticos dividido entre el nimero de nucleétidos en la mas
corta de las dos secuencias. La alineacién de las dos secuencias nucleotidicas se realiza mediante el algoritmo de
Wilbur y Lipmann (Wilbur y Lipmann, 1983, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 80: 726) usando un tamafo de ventana de 20
nucleodtidos, una longitud de palabra de 4 nucledtidos, y una penalizacion por salto de 4. El analisis asistido por
ordenador y la interpretacién de los datos de secuencia, incluyendo la alineacion de las secuencias como se ha
descrito anteriormente, pueden, v.g., realizarse convenientemente usando los programas del IntelligeneticsTM Suite
(Intelligenetics Inc., CA) o el paquete de software de andlisis de secuencias del Genetics Computer Group (GCG,
Centro de Biotecnologia de la Universidad de Wisconsin). Las secuencias se indican como “esencialmente similares”
cuando dichas secuencias tienen una identidad de secuencia de al menos alrededor de 75%, de modo particular al
menos alrededor de 80%, de modo mas particular al menos alrededor de 85%, de modo muy particular alrededor de
90%, en especial alrededor de 95%, y de modo mas especial alrededor de 100%. Esta claro que cuando se dice que
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las secuencias de ARN son esencialmente similares o tienen cierto grado de identidad de secuencia con secuencias
de ADN, la timidina (T) en la secuencia de ADN se considera igual a uracilo (U) en la secuencia de ARN.

El término “cebador”, tal como se usa en esta memoria, abarca cualquier acido nucleico que es capaz de cebar la
sintesis de un acido nucleico naciente en un proceso dependiente de un molde, tal como PCR. Tipicamente, los
cebadores son oligonucledtidos de 10 a 30 nucleédtidos, pero pueden emplearse secuencias mas largas. Los
cebadores pueden proporcionarse en forma bicatenaria, aunque se prefiere la forma monocatenaria. Las sondas se
pueden usar como cebadores, pero estan disefiadas para unirse al ADN o ARN diana y no precisan ser usadas en
un proceso de amplificacion.

El término “reconocimiento”, tal como se usa en esta memoria cuando se hace referencia a cebadores especificos,
se refiere al hecho de que los cebadores especificos se hibridan especificamente a una secuencia de acido nucleico
en el suceso élite en las condiciones expuestas en el método (tales como las condiciones del protocolo de
identificacion mediante PCR), con lo que la especificidad esta determinada por la presencia de controles positivos y
negativos.

El término “hibridacién”, como se usa en esta memoria cuando se hace referencia a sondas especificas, se refiere al
hecho de que la sonda se une a una region especifica en la secuencia de acido nucleico del suceso élite en
condiciones de restriccion estandar. Condiciones de restriccion estandar, tal como se usan en esta memoria, hace
referencia a las condiciones para hibridacion descritas aqui, o a las condiciones de hibridaciéon convencionales como
se han descrito por Sambrook et al., 1989 (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicién, Cold Spring Harbour
Laboratory Press, NY) que, por ejemplo, pueden comprender las etapas siguientes: 1) inmovilizar fragmentos de
ADN genomico vegetal en un filtro, 2) prehibridar el filtro durante 1 a 2 horas a 42°C en formamida al 50%, 5X SSPE,
2X reactivo de Denhardt y 0,1% de SDS, o durante 1 a 2 horas a 68°C en 6X SSC, 2X reactivo Denhardt y 0,1% de
SDS, 3) afiadir la sonda de hibridacion que ha sido marcada, 4) incubar durante 16 a 24 horas, 5) lavar el filtro
durante 20 min a temperatura ambiente en 1X SSC, 0,1% de SDS, 6) lavar el filtro tres veces durante 20 min, cada
una a 68°C en 0,2X SSC, 0,1% de SDS, y 7) exponer el filtro durante 24 a 48 horas a pelicula de rayos X a —70°C
con un filtro intensificador.

Como se usa en esta memoria, una muestra bioldgica es una muestra de una planta, material vegetal o productos
que comprenden material vegetal. El término “planta” tiene por objeto abarcar tejidos de la planta de haba de soja
(Glycine max), en cualquier etapa de su madurez, asi como cualesquiera células, tejidos u érganos tomados de o
derivados de cualquier planta de este tipo, incluyendo sin limitacién cualesquiera semillas, hojas, tallos, flores,
raices, células individuales, gametos, cultivos de células, cultivos de tejidos o protoplastos. “Material vegetal”’, como
se usa en esta memoria, hace referencia a material que se obtiene o se deriva de una planta. Productos que
comprenden material vegetal se refieren a alimentos, piensos u otros productos que se producen usando material
vegetal o pueden estar contaminados con material vegetal. Se entendera que, en el contexto de la presente
invencion, tales muestras biolégicas se ensayan para determinar la presencia de acidos nucleicos especificos para
A5547-127, lo que implica la presencia de acidos nucleicos en las muestras. Asi, los métodos a que se hace
referencia en esta memoria para identificar el suceso élite A5547-127 en muestras bioldgicas se refieren a la
identificacion en muestras bioldgicas de acidos nucleicos que comprenden el suceso élite.

Tal como se usa en esta memoria, “que comprende” debe interpretarse como especificacién de la presencia de las
caracteristicas, entidades completas, etapas, reactivos o componentes indicados a los que se ha hecho referencia,
pero no excluye la presencia o adicién de una o mas caracteristicas, entidades completas, etapas o componentes, o
grupos de los mismos. Asi, v.g., un acido nucleico o proteina que comprende una secuencia de nucleotidos o
aminoacidos puede comprender mas nucledtidos o aminoacidos que los citados actualmente, es decir, estar
incluido(a) en un acido nucleico o proteina mayor. Un gen quimérico que comprende una secuencia de ADN que
esta definida funcional o estructuralmente puede comprender secuencias de ADN adicionales, etc.

La presente invencién también se refiere al desarrollo de un suceso élite A5547-127 en haba de soja para las
plantas que comprenden este suceso, la progenie obtenida de estas plantas y a las células vegetales, o material
vegetal derivado de este suceso. Las plantas que comprenden el suceso élite A5547-127 se obtuvieron como se
describe en el ejemplo 1.

Las plantas de haba de soja o material vegetal que comprende A5547-127 se pueden identificar segun el protocolo
de identificacion mediante PCR descrito para A5547-127 en el Ejemplo 2. De forma breve, ADN genémico de haba
de soja presente en la muestra bioldgica se amplifica mediante PCR usando un cebador que reconoce
especificamente una secuencia en la secuencia flanqueante de 5 o 3' de A5547-127, tal como el cebador con la
secuencia de SEC ID n°:15, y un cebador que reconoce una secuencia en el ADN extrafio, tal como el cebador con
la secuencia de SEC ID n°: 13. Los cebadores de ADN que amplifican parte de una secuencia endégena de haba de
soja se usan como control positivo para la amplificacion mediante PCR. Si con la amplificacion mediante PCR el
material produce un fragmento del tamafio esperado, el material contiene material vegetal procedente de una planta
de haba de soja que posee el suceso élite A5547-127.
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Las plantas que poseen A5547-127 se caracterizan por su tolerancia a glufosinato, que en el contexto de la presente
invencioén incluyen aquellas plantas que son tolerantes al herbicida LibertyTM. La tolerancia a LibertyT'vI se puede
ensayar de diferentes maneras. El método de la pintura de la hoja, como se describe aqui, es el mas util cuando se
requiere la discriminacion entre plantas resistentes y sensibles, sin exterminar a las sensibles. Como alternativa, la
tolerancia se puede ensayar mediante aplicacion por pulverizacion de LibertyTM. Para mejores resultados, los
tratamientos de pulverizacién se deberian hacer entre las etapas V3 y V4 de la hoja. Las plantas tolerantes se
caracterizan por el hecho de que la pulverizacion de las plantas con al menos 200 gramos de ingrediente
activo/hectarea (g.i.a./ha) preferiblemente 400 g.i.a./ha, y posiblemente hasta 1600 g.i.a./ha (4X la tasa de campo
normal), no extermina las plantas. Se deberia aplicar una aplicacién difundida a una tasa de 28-34 oz de Liberty M
Es mejor aplicar un volumen de 20 galones de agua por acre usando una boquilla de tipo ventilador plano mientras
se tiene cuidado de no dirigir directamente aplicaciones de pulverizacion al verticilo de las plantas para evitar la
quemadura del tensioactivo en las hojas. El efecto herbicida deberia aparecer en 48 horas, y ser claramente visible
en 5-7 dias.

Las plantas que poseen A5547-127 se pueden caracterizar ademas por la presencia en sus células de fosfinotricina
acetil transferasa, como se determina mediante un ensayo de PAT (De Block et al, 1987).

Las plantas que poseen A5547-127 también se caracterizan por tener caracteristicas agronémicas que son
comparables a variedades de haba de soja comercialmente disponibles en los Estados Unidos de Ameérica, en
ausencia de presion de malas hierbas y uso de LibertyT"’| para el control de malas hierbas. Se ha observado que la
presencia de un ADN extrafio en la regidon de insercion del genoma de la planta de haba de soja descrito aqui
confiere caracteristicas fenotipicas y moleculares particularmente interesantes a las plantas que comprenden este
suceso. Mas especificamente, la presencia del ADN extrafio en esta region particular en el genoma de estas plantas
da como resultado plantas que presentan una expresion fenotipica estable del gen de interés sin comprometer
significativamente ningun aspecto del comportamiento agronémico deseado de las plantas.

Los ejemplos siguientes describen la identificacion del desarrollo de herramientas para la identificacion del suceso
élite A5547-127 en muestras bioldgicas.

A no ser que se sefiale de otro modo, todas las técnicas de ADN recombinante se llevan a cabo de acuerdo con
protocolos estandar como se describen en Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22
edicion, Cold Spring Harbour Laboratory Press, NY, y en los volimenes 1 y 2 de Ausubel et al. (1994) Current
Protocols in Molecular Biology, Current Protocols, USA. Materiales y métodos estandar para el trabajo molecular con
plantas se describen en Plant Molecular Biology Labfax (1993) por R.D.D. Croy, publicado por BIOS Scientific
Publications Ltd. (Reino Unido) y Blackwell Scientific Publications, Reino Unido.

En la descripcion y los ejemplos, se hace referencia a las secuencias siguientes:

SECIDn° 1: secuencia nucleotidica que comprende una region flanqueante de 5’ de A5547-127
SEC ID n° 2: secuencia nucleotidica que comprende una regién flanqueante de 3’ de A5547-127
SECID n° 3: cebador HCA150
SECID n° 4: cebador DPA013
SECID n°5: cebador DPA228
SEC ID n° 6: cebador KVM173
SECIDn°7: cebador YTP228
SEC ID n° 8: cebador YTP220
SECID n°9: cebador DPA024
SEC ID n° 10: cebador YTP245
SECID n° 11: cebador YTP170
SECID n°12: cebador YTP227
SECID n°13: cebador MDB688
SEC ID n°® 14: cebador KVM175
SEC ID n°® 15: cebador MDB687
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SEC ID n° 16: cebador SMO022
SECID n° 17: cebador SMO024
SEC ID n° 18: cebador 1 para la amplificacién del fragmento de control
SEC ID n° 19: cebador 2 para la amplificacion del fragmento de control

Breve descripcién de los dibujos

Los Ejemplos siguientes, que no tienen por objeto limitar la invenciéon a las realizaciones especificas descritas,
pueden comprenderse en asociacion con la Figura adjunta, que se incorpora en esta memoria como referencia, en la
cual:

Fig 1: Representacion esquematica de la relacion entre las secuencias nucleotidicas citadas y los cebadores.
Barra negra: ADN extrafio; barra clara: ADN de origen vegetal; las cifras bajo las barras representan
posiciones nucleotidicas; (c) se refiere al complemento de la secuencia nucleotidica indicada.

Fig. 2: Protocolo de identificacion mediante PCR desarrollado para A5547-127. Secuencia de carga del gel: Linea
1: muestra de ADN procedente de plantas de haba de soja que comprenden el suceso transgénico A5547-
127; linea 2: muestra de ADN procedente de una planta de haba de soja transgénica que no comprende el
suceso élite A5547-127; linea 3: muestras de ADN de control procedentes de plantas de haba de soja de
tipo salvaje; linea 4: sin control de molde; linea 5: marcador de peso molecular.

Ejemplos
1. Identificacion de las regiones flanqueantes del suceso élite A5547-127

Se desarrolld haba de soja resistente a los herbicidas por transformacién de haba de soja con un vector que
comprende la secuencia codificante de un gen pat que codifica la enzima fosfinotricin-acetil-transferasa, bajo el
control del promotor constitutivo 35S del virus del Mosaico de la Coliflor.

El suceso élite A5547-127 se selecciond basandose en un procedimiento extenso de seleccion basado en la
expresion y estabilidad satisfactorias del gen de resistencia a los herbicidas y su compatibilidad con caracteristicas
agronomicas éptimas.

La secuencia de las regiones que flanquean el ADN extrafio en el suceso A5547-127 se determiné usando el
método térmico asimétrico entrelazado (TAIL-)PCR descrito por Liu et al. (1995), Plant J. 8(3): 457—463). Este
método usa tres cebadores anidados en reacciones sucesivas junto con un cebador degenerado arbitrario mas corto
de tal modo que las eficiencias de la amplificacién de los productos especificos e inespecificos pueden controlarse
térmicamente. Los cebadores especificos se seleccionaron para hibridarlos al limite del ADN extrafio y basandose
en sus condiciones de hibridacion. Una pequefia cantidad (5 pl) de productos de la PCR impurificados, secundarios
y terciarios, se analizaron en un gel de agarosa al 1%. El producto de la PCR terciario se usé para la amplificacion
preparativa, se purificd y se secuencié en un secuenciador automatico usando el kit de ciclo DyeDeoxy Terminator.

1.1. Regién flanqueante derecha (5)

El fragmento identificado por comprender la regién flanqueante de 5 obtenido por el método de TAIL-PCR se
secuencié completamente (SEC ID n° 1). La secuencia entre el nucledtido 1 y 311 corresponde a ADN vegetal,
mientras que la secuencia entre el nucleétido 312 y 810 corresponde a ADN extrafo.

1.2. Regidn flanqueante izquierda (3’)

El fragmento identificado por comprender la region flanqueante de 3’ obtenido por el método de TAIL-PCR se
secuencié completamente (SEC ID n° 2). La secuencia entre el nucleétido 1 y 509 corresponde a ADN extrafio,
mientras que la secuencia entre el nucleétido 510 y 1880 corresponde a ADN vegetal.

2. Desarrollo de un protocolo de identificacion mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa
2.1. Cebadores

Se desarrollaron cebadores especificos que reconocen secuencias dentro del suceso élite. Mas particularmente, se
desarrollé un cebador que reconoce una secuencia dentro de la region flanqueante de 5 de A5547-127. Se
selecciond luego un segundo cebador dentro de la secuencia del ADN extrafio, de tal modo que los cebadores
abarcan una secuencia de alrededor de 150 pb. Se encontré que los siguientes cebadores proporcionan resultados
particularmente claros y reproducibles en una reaccion de PCR sobre ADN de A5547-127:
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MDB687: 5'- TgT.ggT.TAT.ggC.ggT.gCC.ATC -3 (SEC ID n°: 15)
(diana: ADN vegetal)

MDB688: 5-TgC.TAC.Agg.CAT.CgT.ggT.gTC-3 (SEC ID n°: 13)
(diana: ADN de inserto)

En el coctel de PCR se incluyen preferiblemente cebadores dirigidos a una secuencia enddgena. Estos cebadores
sirven como control interno en muestras desconocidas y en el control positivo de ADN. Un resultado positivo con el
par de cebadores endégenos demuestra que existe abundante ADN de calidad adecuada en la preparacion de ADN
gendémico para generar un producto de la PCR. Se seleccionaron los cebadores enddgenos para reconocer un gen
constitutivo de mantenimiento en Glycine max:

SOYO01: 5-gTC.AgC.CAC.ACA.gTg.CCT.AT-3’ (SEC ID n®: 20)
(localizado en el gen de actina 1 de Glycine max (Acceso J01298))

SOY02: 5-gTT.ACC.gTA.CAg.gTC.TTT.CC-3’ (SEC ID n®: 21)
(localizado en el gen de actina 1 de Glycine max (Acceso J01298))

2.2. Fragmentos amplificados

Los fragmentos amplificados esperados en la reaccién de PCR son:

para el par de cebadores SOY01-SOY02: 413 pb (control endégeno)
para el par de cebadores MDB688-MDB687: 151 pb (suceso élite A5547-127)
2.3. ADN molde

Se preparé ADN molde a partir de un bocado de hojas de acuerdo con Edwards et al. (Nucleic Acid Research, 19, p
1349, 1991). Cuando se usa ADN preparado con otros métodos, debe realizarse una prueba de ensayo usando
cantidades diferentes de molde. Usualmente 50 ng del ADN gendémico de molde proporciona los mejores resultados.

2.4. Controles positivo y negativo asignados

Para evitar resultados positivos o negativo falsos, se determind que deberian incluirse los controles positivo y
negativo siguientes en un experimento de PCR:

- Control de Mezcla Maestra (control negativo de ADN). Este es una PCR en la cual no se afade cantidad
alguna de ADN a la reaccion. Cuando se observa el resultado esperado, sin productos de PCR, esto indica
que el coctel de PCR no estaba contaminado con ADN diana.

- Un control positivo de ADN (muestra de ADN gendmico que se sabe contiene las secuencias transgénicas).
La amplificaciéon con éxito de este control positivo demuestra que la PCR se realizdé en condiciones que
permiten la amplificacion de las secuencias diana.

- Un control de ADN de tipo salvaje. Este es una PCR en la cual el ADN molde proporcionado es ADN
gendémico preparado a partir de una planta no transgénica. Cuando se observa el resultado esperado, a
saber, ausencia de amplificacion de un producto de PCR transgénico pero amplificaciéon del producto de
PCR enddgeno, esto indica que no existe amplificacion de fondo del transgén detectable en una muestra de
ADN gendémico.

2.5. Condiciones de PCR
Se obtuvieron resultados 6ptimos en las condiciones siguientes:
- la mezcla de PCR para reacciones de 25 ul contiene:
2,5 ul de ADN molde
2,5 ul de Tampon de Amplificacion 10x (suministrado con Taq polimerasa)
0,5 pl de dNTP’s 10 mM
0,5 nl de MDB688 (10 pmoles/pl)
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0,5 ul de MDB687 (10 pmoles/pl)
0,25 pl de SOYO01 (10 pmoles/pl)
0,25 pl de SOY02 (10 pmoles/ul)
0,1 ul de Taq ADN polimerasa (5 unidades/pl)

agua hasta 25 pl;

- el perfil de termociclacion a seguir para resultados 6ptimos es el siguiente:

4 min a 95°C
Seguido de: 1 min a 95°C

1 min a 57°C

2 mina 72°C

durante 5 ciclos
Seguido de: 30sa92°C

30sab57°C

1 mina72°C

durante 25 ciclos
Seguido de: 5 minutos a 72°C

2.6. Analisis en gel de agarosa

Para visualizar 6ptimamente los resultados de la PCR, se determiné que entre 10 y 20 ul de las muestras de PCR
deberian aplicarse sobre un gel de agarosa al 1,5% (tampon Tris—borato) con un marcador de peso molecular
apropiado (v.g. ladder de 100 pb de PHARMACIA).

2.7. Validacion de los resultados

Se determindé que los datos procedentes de muestras de ADN de plantas transgénicas dentro de un experimento
PCR individual y un céctel de PCR individual no deberian ser aceptables a no ser que 1) el control positivo de ADN
muestre los productos de la PCR esperados (fragmentos transgénicos y enddgenos), 2) el control negativo de ADN
es negativo para la amplificaciéon de PCR (ausencia de fragmentos), y 3) el control de ADN de tipo salvaje muestra el
resultado esperado (amplificacion de fragmentos endogenos).

Cuando se sigue el Protocolo de Identificacion mediante PCR para A5547-127 como se describe anteriormente, las
lineas, que muestran cantidades visibles de los productos de PCR transgénicos y enddgenos de los tamarios
esperados, indican que la planta correspondiente, a partir de la cual se prepar6é el ADN genémico de molde, ha
heredado el suceso élite A5547-127. Las lineas que no muestran cantidades visibles de ninguno de los productos de
PCR transgénicos, y que muestran cantidades visibles del producto de PCR endégeno, indican que la planta
correspondiente, a partir de la cual se prepar6 el ADN gendmico de molde, no comprende el suceso élite. Las lineas
que no muestran cantidades visibles de los productos de PCR enddgenos y transgénicos, indican que la calidad y/o
cantidad del ADN gendmico no permitié la generacion de un producto de PCR. Estas plantas no pueden puntuarse.
La preparacion del ADN gendmico deberia repetirse y tiene que realizarse un nuevo experimento de la PCR, con los
controles apropiados.

2.8. Uso del protocolo discriminante de PCR para identificar A5547-127

Antes de intentar escrutar materiales desconocidos, tiene que realizarse una operacién de prueba, con todos los
controles apropiados. El protocolo desarrollado podria requerir la optimizaciéon para componentes que puedan diferir
entre distintos laboratorios (preparacién del ADN molde, Tag ADN—polimerasa, calidad de los cebadores, dNTP’s,
termociclador, etc.).

La amplificaciéon de la secuencia enddgena juega un papel fundamental en el protocolo. Es preciso alcanzar
condiciones de PCR y de termociclacion que amplifiquen cantidades equimolares tanto de la secuencia endégena
como de la transgénica en un molde de ADN genémico transgénico conocido. Siempre que no se amplifique el
fragmento enddgeno direccionado, o siempre que las secuencias seleccionadas como dianas no se amplifiquen con
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las mismas intensidades de tincién con bromuro de etidio, tal como se juzga por la electroforesis en gel de agarosa,
puede ser necesaria la optimizacion de las condiciones de la PCR.

Se ensayd material de hojas de Glycine max de varias plantas, algunas de las cuales comprendian A5547-127, de
acuerdo con el protocolo descrito anteriormente. Las muestras procedentes del suceso élite A5547-127 y
procedentes de Glycine max de tipo salvaje se tomaron como controles positivo y negativo, respectivamente.

La Figura 2 ilustra el resultado obtenido con el protocolo de identificacion mediante PCR del suceso élite para
A5547-127 sobre varias muestras de plantas de haba de soja (lineas 1 a 14). Se encontré que las muestras en las
linea 1 contenian el suceso élite, dado que se detecto la banda de 185 pb, mientras que las muestras en las lineas
2, 3y 4 no comprenden A5547-127. La linea 2 comprende otro suceso élite de haba de soja, la linea 3 representa un
control de Glycine max no transgénico; la linea 4 representa la muestra de control negativo (agua), y la linea 5
representa el marcador de peso molecular (100 pb).

3. Uso de un fragmento de integracion especifico como sonda para la deteccion de material que comprende
A5547-127

Se obtiene un fragmento de integracion especifico de A5547-127 por amplificacién de PCR usando los cebadores
especificos MDB687 (SEC ID n° 15) y MDB688 (SEC ID n° 13), o mediante sintesis quimica, y se marca. Este
fragmento de integracion se usa como sonda especifica para la deteccion de A5547-127 en muestras bioldgicas. Se
extrae el acido nucleico de las muestras de acuerdo con procedimientos estandar. Este acido nucleido se pone
luego en contacto con la sonda especifica en condiciones de hibridacién que estan optimizadas para permitir la
formacion de un hibrido. La formacion del hibrido se detecta luego para indicar la presencia del acido nucleico de
A5547-127 en la muestra. Opcionalmente, el acido nucleico existente en las muestras se amplifica usando los
cebadores especificos antes de la puesta en contacto con la sonda especifica. Alternativamente, el acido nucleico se
marca antes de la puesta en contacto con la sonda especifica, en lugar del fragmento de integracion.
Opcionalmente, la sonda especifica se fija a un soporte sélido (tal como, pero sin caracter limitante, a un filtro, una
tira o perlas), antes del contacto con las muestras.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Bayer BioScience N.V. Marc, De Beuckeleer

<120> Suceso élite A5547-127 y métodos y kits para identificar tal suceso en muestras bioldgicas
<130> BCS 05-2009

<150> EP05075846.5

<151> 2005-04-11

<150> US60/670.414

<151> 2005-04-12

<160> 19

<170> Patentln version 3.3

<210> 1

<211> 810

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia nucleotidica que comprende una region flanqueante de 5’ de A5547-127
<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (1)..(311)

<223> secuencia flanqueante de 5’
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<220>
<221> caracteristica diversa
<222> (312)..(810)

<223> secuencia de ADN insertada

<400> 1

gtcatcgtcg tcgegetgga gttettgtgg tgececgetggt cgeactggag tttgggtgtt
gttgttcatg cttgcgctgce taatcccectt ttgtatgcga aaatcgggtt tgggtcgggt
cgggtcagcc caacacgacc taatttgtgt tacgaaaatt tcaacaaaaa aaaaaagtta
tcttccgceca ttatcgecat tccgeccacga tcattaagge tatggeggec gcaatggege
cgccatatga aacccgcaat gccatcgcta tttggtggcea tttttccaaa aacccgcaat
gtcataccgt catcgttgtc agaagtaagt tggccgcagt gttatcactc atggttatgg
cagcactgca taattctctt actgtcatgc catccgtaag atgcttttct gtgactggtg
agtactcaac caagtcattc tgagaatagt gtatgcggcg accgagttgc tcttgccegg
cgtcaatacg ggataatacc gcgccacata gcagaacttt aaaagtgctc atcattggaa
aacgttcttc ggggcgaaaa ctctcaagga tcttaccgct gttgagatce agttcgatgt
aacccactcg tgcacccaac tgatcttcag catcttttac tttcaccagce gtttctgggt
gagcaaaaac aggaaggcaa aatgccgcaa aaaagggaat aacgccaggg ttttcccagt
cacgacgttg taaaacgacg gccagtgaat tcccatggag tcaaagattc aaatagagga
cctaacagaa ctcgccgtaa agactggcga

<210> 2

<211> 1880

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia nucleotidica que comprende una region flanqueante de 3’ de A5547-127

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (1)..(509)

<223> secuencias de ADN insertada
<220>

<221> caracteristicas misc.

<222> (510)..(1880)

<223> secuencias de ADN flanqueante de 3’
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<400> 2
cttttaaatt aaaaatgaag ttttaaatca atctaaagta tatatgagta aacttggtct
gacagttacc aatgcttaat cagtgaggca cctatctcag cgatctgtct atttcgttca

tccatagttg cctgactccce cgtecgtgtag ataactacga tacgggaggg cttaccatct

ggccccagtg ctgcaatgat accgcgagac ccacgctcac cggctccaga tttatcagea

ataaaccagc cagccggaag ggccgagegce agaagtggtce ctgcaacttt atccgectce

atccagtcta ttaattgttg ccgggaagct agagtaagta gttcgccagt taatagtttg
cgcaacgttg ttgccattgc tacaggcatc gtggtgtcac gctcgtegtt tggtatggct
tcattcagct ccggttccca acgatcaagg cgagttacat gatcccccat gttgtgcaaa
aaagcggtta gctccttcgg tcctccgatg gcaccgecat aaccacaatt taacaacttt
ataaatgact tagtatatta gcaatttatc ttgtcacatg cacatatttt ataactataa
taggagtttg agtttaaatg atgtaatgaa ttttggattg catgttgttt tgtactatat
tggtagcttt ttccaatgaa gtgttaaatt tgtatttttc atattcaggg tcacgtttga
ccttctctag tcactgecct aattaagccc tttctcttge actcttgatg cttacttaac
ctgggcatca ggcatatgta atgttatcaa tcaaactatc acgtttcatg catttattaa
tcttcattga tgcccttgte tegetettge cectttttce aatttatgcet tcaaatcttt
gacatgttcc atgtccttat tecttttcte tgtaactgtt cattttcgtt atgaaccatg
aagataaact actattgtta aagtctcggt tcaaatttaa cttttctgct tttccccata
taattgaata agacttggtc gtggttgttc tcattgcata tacctttatt atatgcatag
aagtgatttt tttgcctaac ttgtacattt ttttatggca gtgatganga tgtagagagg
cttatcgagc ttgtgaaggg aatttcttgc aagattaatc taatctcatt caatccgcac
agtggatcat tcttcaaacc aaccaaatat gaaaggatga ttgaattccg aaatacattg
gctggggcag gattgatagt atttttaaga cttagtagag gtgatgatca attggcttcc
tgtggtcaat tgggtaagcc tggcaccatt caagctccat ttcttcgtgt accagagcaa
ttccaaatgg caattggaag ttcaacttga ttctttgtgg aggttctgtg gcaaattgat
cttacagtta ttaacgaaga attatatagg acacttgtgg tgggggtagc tagggatgac
ttcatactga caatgcaaga ccaagagcta aattaggggg atgtctgtct gttttcatat
tgtacttttc cattttacag ttaattgata tatttttttt tattaatgtg acggatccag
attacttact ggctaagaaa taagaaataa aaatgattta aatatatttt tagtcgaagt
ctgtattttt tagtttccca aattaaaatt tgcatttttt aatctctcat ttataaaatg
cctttttaag ttcttcttag ctgatttttg gcaacttgga tgcacaatgt gcaactatcg
taacaatatt tttcttgaaa tttaaagaga ctaaaatata tgttttacca taacactcat
gttagtaaaa ccattatttg

<210> 3

<211> 21
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<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador HCA150
<400> 3

tegtegegcet ggagttettg t 21
<210> 4

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador DPA013
<400> 4

tcatgcttge gcetgctaate ¢ 21
<210> 5

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador DPA228
<400> 5

acccgcaatg tcataccgtc 20
<210> 6

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador KVM173
<400> 6

tgctgccata accatgagtga 21
<210> 7

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
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<223> cebador YTP228
<400> 7

atcttacgga tggcatgacag 21
<210> 8

<211> 27

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador YTP220
<400> 8

aactggatct caacagcggt aagatcc
<210> 9

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador DPA024
<400> 9

gttttacaac gtcgtgactgg 21
<210> 10

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador YTP245
<400> 10

ggcgagttct gttaggtecct ¢ 21
<210> 11

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador YTP170
<400> 11

agtgaggcac ctatctcagc g 21
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<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador YTP227
<400> 12

agcaataaac cagccagecg g 21
<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador MDB688
<400> 13

tgctacaggc atcgtggtgtc 21
<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador KVM175
<400> 14

gcaaaaaagc ggttagctcct 21
<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador MDB687
<400> 15

tgtggttatg gcggtgccatc 21
<210> 16

<211> 20

<212> ADN
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<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador SMO022
<400> 16

aaggtcaaac gtgaccctga 20
<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador SMO024
<400> 17

gaagaatgat ccactgtgcg 20
<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador 1 para la amplificacion de fragmento de control endégeno
<400> 18

tgtgottatg gcggtgccatc 21
<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador 2 para la amplificaciéon de fragmento de control endégeno
<400> 19

tgctacaggc atcgtggtgtc 21
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar el suceso élite A5547-127 en muestras bioldgicas, método el cual comprende detectar
una region de ADN especifica de A5547-127 que comprende una parte de la region de ADN flanqueante de 5 0 3
del suceso élite A5547-127 y una parte de la region de ADN extrafio del suceso élite A5547-127 contigua con ella,
con un cebador o sonda, en el que dicha regién de ADN flanqueante de 5 comprende la secuencia nucleotidica de
SEC ID n° 1 desde el nucledtido 1 hasta el nucleétido 311, dicha regién de ADN extrafio contigua a dicha region
flanqueante de 5’ comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 1 desde el nucledtido 312 hasta el nucledtido
810, dicha regién de ADN flanqueante de 3' comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el
nucleotido 510 hasta el nucleétido 1880, y dicha region de ADN extrafio contigua a dicha region flanqueante de 3’
comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1 hasta el nucleétido 509.

2. El método de la reivindicacién 1, comprendiendo dicho método amplificar un fragmento de ADN de entre 100 y
500 pb a partir de un acido nucleico presente en dichas muestras biol6gicas usando una reaccién en cadena de la
polimerasa con al menos dos cebadores, reconociendo uno de dichos cebadores la region flanqueante de 5’ o 3’ de
A5547-127, teniendo dicha region flanqueante de 5’ la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 1
hasta el nucleétido 311, y teniendo dicha regién flanqueante de 3’ la secuencia nucleotidica del complemento de
SEC ID n° 2 desde el nucledtido 510 hasta el nucleétido 1880, reconociendo el otro cebador de dichos cebadores
una secuencia en el ADN extrafio que tiene la secuencia nucleotidica del complemento de SEC ID n°® 1 desde el
nucledtido 312 hasta el nucledtido 810, o la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 1 hasta el
nucleotido 509, respectivamente.

3. El método de la reivindicacion 2, en el que dicho cebador que reconoce la region flanqueante de 5’ consiste en
una secuencia nucleotidica de 17 a 200 nucleétidos consecutivos seleccionados de la secuencia nucleotidica de
SEC ID n® 1 desde el nucleétido 1 hasta el nucleétido 311, o dicho cebador que reconoce la regién flanqueante de 3’
de A5547-127 consiste en una secuencia nucleotidica de 17 a 200 nucleétidos consecutivos seleccionados de la
secuencia nucleotidica del complemento de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 510 hasta el nucleétido 1880, y dicho
cebador que reconoce la secuencia en el ADN extrafio consiste en 17 a 200 nucleétidos consecutivos seleccionados
de la secuencia nucleotidica del complemento de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 312 hasta el nucleétido 810 o la
secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1 hasta el nucledtido 509, respectivamente.

4. El método de la reivindicacion 2, en el que dicho cebador que reconoce la regidn flanqueante de 5’ comprende en
su extremo 3’ terminal una secuencia nucleotidica de al menos 17 nucleétidos consecutivos seleccionados de la
secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 1 hasta el nucleétido 311, o dicho cebador que reconoce
la region flanqueante de 3’ de A5547-127 comprende en su extremo 3’ terminal una secuencia nucleotidica de al
menos 17 nucledétidos consecutivos seleccionados de la secuencia nucleotidica del complemento de SEC ID n° 2
desde el nucleétido 510 hasta el nucleétido 1880, y dicho cebador que reconoce una secuencia en el ADN extrafio
comprende en su extremo 3’ al menos 17 nucledtidos consecutivos seleccionados de la secuencia nucleotidica del
complemento de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 312 hasta el nucleétido 810 o la secuencia nucleotidica de SEC ID
n° 2 desde el nucledtido 1 hasta el nucleétido 509, respectivamente.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que dichos cebadores comprenden la secuencia de SEC ID n°® 13 y SEC ID
n° 15, respectivamente.

6. El método de la reivindicacion 5, método el cual comprende amplificar un fragmento de alrededor de 151 pb
usando el protocolo de identificacién de A5547-127.

7. Un kit para identificar el suceso élite A5547-127 en muestras biolégicas, comprendiendo dicho kit un conjunto de
al menos dos cebadores como se describe en las reivindicaciones 2 a 5.

8. Un cebador para uso en un protocolo de identificacion mediante PCR de A5547-127, que tiene una secuencia
que, en condiciones optimizadas de PCR, reconoce especificamente una secuencia en la regién flanqueante de 5’ o
3’ de A5547-127, teniendo dicha region flanqueante de 5 la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el
nucleétido 1 hasta el nucledtido 311, y teniendo dicha regién flanqueante de 3’ la secuencia nucleotidica del
complemento de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 510 hasta el nucleétido 1880, y comprendiendo dicho cebador en
su extremo 3’ terminal una secuencia nucleotidica de al menos 17 nucleétidos consecutivos seleccionados de la
secuencia nucleotidica de dicha region flanqueante de 5’ o el complemento de dicha region flanqueante de 3'.

9. El cebador de la reivindicacion 8, en el que dicho cebador consiste en una secuencia nucleotidica de 17 a 200
nucleotidos consecutivos seleccionados de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 1 hasta el
nucleétido 311 o del complemento de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 510 hasta el nucleétido 1880.

10. El cebador de la reivindicacion 8, en el que dicho cebador comprende en su extremo 3’ terminal una secuencia
nucleotidica de al menos 17 nucledtidos consecutivos seleccionados de la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1
desde el nucledtido 1 hasta el nucleétido 311 o del complemento de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 510 hasta el
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nucleétido 1880.
11. Un cebador que comprende en su extremo 3’ terminal la secuencia de SEC ID n° 13.
12. Un cebador que comprende en su extremo 3’ terminal la secuencia de SEC ID n° 15.

13. El método de la reivindicacién 1, método el cual comprende hibridar un &cido nucleico de muestras bioldgicas
con dicha sonda que reconoce ademas especificamente el ADN extrafio contiguo a la regién de ADN flanqueante de
5 0 3’ de A5547-127, en el que dicha regién de ADN extrafio comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1
desde el nucledtido 312 hasta el nucleétido 810, o de SEC ID n°® 2 desde el nucleétido 1 hasta el nucleétido 509.

14. El método de la reivindicacion 13, en el que la sonda tiene al menos 80% de identidad de secuencia con dicha
region de ADN especifica de A5547-127, o su complemento.

15. El método de la reivindicacién 13 6 14, en el que la sonda tiene al menos 80% de identidad de secuencia con
SEC ID n°® 1 desde el nucledtido 260 hasta 360, o con SEC ID n° 2 desde el nucledtido 460 hasta 560, o el
complemento de dichas secuencias.

16. Un kit para identificar el suceso élite A5547-127 en muestras biolégicas, comprendiendo dicho kit una sonda
como se describe en la reivindicacién 13 a 15, en el que dicha sonda tiene al menos 80% de identidad de secuencia
con la regién de ADN especifica de A5547-127 de la reivindicacion 1.

17. Una sonda para la identificacion del suceso élite A5547-127 en muestras biologicas mediante hibridacion de una
region de ADN especifica de A5547-127 como se describe en la reivindicacion 1, en la que dicha sonda tiene una
secuencia que reconoce dicha region de ADN especifica de A5547-127 que comprende parte de la region
flanqueante de 5 o 3’ de A5547-127 y parte del ADN extrafio contiguo a ella, en la que dicha region de ADN
flanqueante de 5’ tiene una secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 1 hasta el nucleétido 311,
dicha region de ADN flanqueante de 3’ tiene la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 510 hasta
el nucleétido 1880, y dicha region de ADN extrafio tiene una secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 1 desde el
nucleétido 312 hasta el nucleétido 810 o la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1 hasta el
nucleétido 509, respectivamente, en la que dicha sonda tiene al menos 80% de identidad de secuencia con dicha
region de ADN especifica.

18. La sonda de la reivindicacion 17, que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEC ID n° 1 desde el
nucledtido 260 hasta 360, o con SEC ID n° 2 desde el nucleétido 460 hasta 560, o el complemento de dichas
secuencias.

19. Una sonda para uso en la hibridacion de una region de ADN especifica de A5547-127 como se describe en la
reivindicacion 1, cuya secuencia tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEC ID n° 1 desde el nucledtido
260 hasta 360, o con SEC ID n° 2 desde el nucleétido 460 hasta 560, o el complemento de dichas secuencias.

20. Un método para confirmar la pureza de las semillas, método el cual comprende la deteccion de una region de
ADN especifica de A5547-127 que comprende una parte de la regién de ADN flanqueante de 5’ 0 3’ del suceso élite
A5547-127 y una parte de la region de ADN extrafio del suceso élite A5547-127 contigua a ella, con un cebador o
sonda que reconoce especificamente la region de ADN flanqueante de 5 o 3’ de A5547-127, en muestras de
semillas, en el que dicha region de ADN flanqueante de 5 comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1
desde el nucledtido 1 hasta el nucleétido 311 contigua a la secuencia nucleotidica de SEC ID n°® 1 desde el
nucledtido 312 hasta el nucleétido 810 del ADN extrafo, y en el que dicha regidon de ADN flanqueante de 3
comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 510 hasta el nucledtido 1880 contigua a la
secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1 hasta el nucledtido 509 del ADN extrafio.

21. Un método para identificar semillas en busca de la presencia de A5547-127, método el cual comprende la
deteccion de una regidon de ADN especifica de A5547-127 que comprende una parte de la region de ADN
flanqueante de 5’ o 3’ del suceso élite A5547-127 y una parte de la region de ADN extrafio del suceso élite A5547-
127 contigua a ella, con un cebador o sonda que reconoce especificamente la region de ADN flanqueante de 5’ 0 3’
de A5547-127, en muestras de lotes de semillas, en el que dicha region de ADN flanqueante de 5 comprende la
secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucledtido 1 hasta el nucleétido 311 contigua a la secuencia
nucleotidica de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 312 hasta el nucledtido 810 del ADN extrafio, y en el que dicha
region de ADN flanqueante de 3’ comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 510 hasta
el nucledtido 1880 contigua a la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1 hasta el nucleétido 509
del ADN extrafio.

22. Un amplicén discriminante que identifica especificamente el suceso élite A5547-127 de haba de soja, amplicén el
cual se puede obtener a partir de una muestra de acido nucleico que comprende dicho suceso élite usando una
reaccion en cadena de la polimerasa con al menos dos cebadores, reconociendo uno de dichos cebadores la region
flanqueante de 5’ de A5547-127, teniendo dicha regién flanqueante de 5’ la secuencia nucleotidica de SEC ID n° 1
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desde el nucledtido 1 hasta el nucledtido 311, o la region flanqueante de 3’ de A5547-127, teniendo dicha region
flanqueante de 3’ la secuencia nucleotidica del complemento de SEC ID n° 2 desde el nucledtido 510 hasta el
nucleotido 1880, reconociendo el otro cebador de dichos cebadores una secuencia en el ADN extrafio que tiene la
secuencia nucleotidica del complemento de SEC ID n° 1 desde el nucleétido 312 hasta el nucleétido 810, o la
secuencia nucleotidica de SEC ID n° 2 desde el nucleétido 1 hasta el nucledtido 509, respectivamente.
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Fig. 1
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Fig. 2
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