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DESCRIPCION
Método para la deteccioén cualitativa y cuantitativa de trigo comuan
Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a un método que detecta especificamente trigo comdn que usa un procedimiento
operativo de PCR. La presente invencion se refiere especificamente a un método para la deteccidén especifica
cualitativa y/o cuantitativa de trigo comun existente en una mezcla de interés, p.ej., una materia prima alimenticia o
un alimento procesado. La presente invencion se refiere, ademas, a un método que puede determinar si el trigo
existente en una mezcla de interés es trigo comun o es un trigo distinto de trigo comun, por ejemplo trigo duro, y que
puede detectar la presencia tanto de trigo comin como de trigo no comun. La presente invencion se refiere, ademas,
a un conjunto de cebadores, una sonda de acidos nucleicos y un kit de deteccion para usar en los métodos de
deteccion mencionados.

Antecedentes de la técnica

Los consumidores tienen gran interés en las regulaciones acerca del etiquetado de alimentos y de sistemas junto a
una serie de asuntos relacionados con la seguridad de los alimentos. El etiquetado de los alimentos ha llegado a ser
un asunto esencial en cuanto permite a los consumidores que evallen y seleccionan por si mismos la calidad de los
alimentos. El trigo se convierte en una diversidad de productos mediante varios procesos y también se distribuye en
el mercado. El etiquetado de macarrones. que es un producto tipico, esta regulado por las Normas de Etiquetado de
la Calidad de Alimentos Procesados y las Normas de Etiquetado de las Calidad de los Macarrones, y las
expresiones “sémola de trigo duro”, “harina de trigo duro”, “farina de trigo fuerte” y “harina de trigo fuerte” se exponen
en orden descendente de contenido de las harinas de trigo utilizadas como materia prima. Con exclusion de
estudios de rastreo de procedimientos de produccién, no existe tecnologia alguna que sea capaz de discriminar
cualitativa y/o cuantitativamente trigo comun de trigo duro en tales alimentos de trigo procesados, y existe la
exigencia del desarrollo de una tecnologia tal..

Hasta la fecha, se han formulado métodos para la deteccion especifica y altamente sensible de trigo empleando
diversas tecnologias. Estos métodos pueden clasificarse, basicamente, en métodos que utilizan como diana de
deteccion la proteina que deriva del trigo o el DNA existente en la muestra de interés.

Los métodos para la deteccion de la proteina pueden ser puestos de ejemplo por métodos electroforéticos, métodos
de transferencia western y métodos inmunoquimicos, y por métodos que son combinaciones de los precedentes. En
particular. los métodos ELISA han disfrutado de amplia aceptacion comercial debido a la disponibilidad del equipo
periférico y de reactivos.

No obstante, los linajes del trigo comun y del trigo duro comparten una comunidad muy fuerte y sus respectivos
componentes constituyentes son, por tanto, también bastante similares. La proteina no es, en este caso, una
excepcion y si bien existen diferencias en las proporciones de componentes proteinicos, casi no hay diferencias en
los tipos de proteinas presentes en estos trigos. Por consiguiente, es bastante dificil discriminar entre trigo comun y
trigo duro utilizando los niveles de proteinas.

Por otra parte, se han ideado también diversas tecnologias para la deteccion especifica de trigo empleando PCR,
que es una tecnologia de amplificacion técnica. Sin embargo, el analisis de DNA o de genes del trigo no siempre es
totalmente adecuado y esto ha hecho bastante problematico el desarrollo de un método de ensayo 6ptimo.

El Documento No Patente 1, indica un método de deteccién de trigo que emplea PCR y que considera objetivo el
gen Wx-D1 codificado en el genoma D del trigo. Este método de ensayo es capaz de la deteccién con muy alta
especificidad de trigo comun y es 6ptimo para el ensayo de productos de trigo procesados tales como harinas de
vegetales, de granos y harinas de trigo. El trigo duro, que carece del genoma D, no es detectado por este método de
ensayo

El Documento de Patente 1, por otra parte, describe un método basado en PCR que detecta cualitativa y/o
cuantitativamente trigo, y que tiene como objetivos el gen de la almidéon sintetasa Il (SSIl) codificado en los
genomas A, B y D del trigo. Este método de deteccion hace blanco en una regiéon comun de SSII A, By D, y es
capaz de la deteccion especifica y altamente sensible de trigo. Un conjunto de cebadores que discrimina
especificamente SSII-D esta descrito en el Documento de Patente 1, pero la especificidad no esta, necesariamente,
asegurada y por tanto es inadecuado también para medidas cuantitativas.

El Documento No Patente 2, indica que el genoma de partida sufre un desdoblamiento fisico en las etapas de
tratamiento de alimentos de intensidad media o alta, tales como el calentamiento. Cuando la region diana de la
amplificacion de PCR existente en el genoma del trigo es grande, el acontecimiento de desdoblamiento en ese lugar
ocasionado por la etapa de tratamiento puede evitar que el valor medido por PCR cuantitativa exprese el contenido
real de trigo. Como resultado de ello, debe idearse una estrategia para reducir la posibilidad de que la regién diana
de la PCR sufra fragmentacion incluso cuando el genoma de trigo haya estado sometido a fragmentacion debida a la
aplicacién al mismo de un tratamiento de intensidad media o alta.
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Por consiguiente, existe el deseo de un método capaz de la deteccion altamente especifica y altamente sensible de
trigo comun existente en una materia prima alimenticia o en un producto alimenticio procesado. Ademas, dado que
todavia no existe un método adecuado para discriminar cualitativa y/o cuantitativamente entre trigo comun y un trigo
no comun, y detectarlos, por ejemplo, trigo duro, en una materia prima alimenticia o en un alimento procesado,
existe la exigencia del desarrollo de un método tal de deteccion

Documento de Patente 1: Solicitud de Patente japonesa abierta a la inspeccion publica, No. 2009-5588.

Documento No Patente 1: lida, M. et al., Development of taxon-specific sequences of common wheat for the
detection of genetically modified wheat. J. Agric. Food Chem., 53(16):6294-300, 10 Agosto (2005).

Documento No Patente 2: Yoshimura, T. et al., Comparative studies of the quantification of genetically modifies
organisms in foods processed from maize and soy using trial producing. J. Agric. Food Chem., 53(6):2060-9, marzo
23 (2005).

Descripcion de la invenciéon

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un método especifico y altamente sensible para detectar
cualitativa y/o cuantitativamente trigo comun en el trigo presente en una muestra de interés, p.ej., una materia prima
alimenticia o un alimento procesado. Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método que puede
discriminar y detectar cualitativa y/o cuantitativamente entre trigo comun y trigo no comun, p.ej., trigo duro,
existente en una materia prima alimenticia o un alimento procesado.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un conjunto de cebadores, una sonda de acidos nucleicos y un
kit de deteccion que puede emplearse en los métodos de deteccién mencionados que utilizan un procedimiento
operativo de PCR.

Como resultado de investigaciones intensas y extensas con objeto de conseguir estos objetos, los inventores
presentes han descubierto una secuencia de acidos nucleicos especifica en la almidén sintetasa II-D ubicada en el
genoma D del trigo (abreviatura: SSII-D) y han descubierto también que podia conseguirse la deteccion especifica y
de alta sensibilidad, de trigo comin en el trigo de una muestra de interés, disefiando un conjunto de cebadores
basado en esta secuencia de acidos nucleicos y llevando a cabo un procedimiento operativo de PCR utilizando este
conjunto de cebadores. Ademas, con objeto de descubrir una sonda de acidos nucleicos eficaz para poner en
practica un procedimiento operativo de PCR cuantitativa, los presentes inventores han disefiado una sonda de
acidos nucleicos especial que procede del interior de la secuencia de acidos nucleicos de la region acotada por esta
sonda situada sobre el gen SSII-D.

Los presentes inventores descubrieron también que era “posible discriminar entre trigo comun y trigo no comun,
p.ej. trigo duro, existente en una muestra de interés, combinando el método de deteccion de trigo comun
mencionado, con un método para detectar una amplia gama de trigos mediante la deteccion especifica y altamente
sensible de una region comun de la SSIl ubicada en los genomas A, B y D del trigo, y llevando a cabo una
comparacion relativa y/o una comparacion absoluta de los resultados obtenidos mediante estos métodos.

El genoma del trigo se compone de tres genomas designados A, B y D, y cada uno de ellos posee siete
cromosomas. El trigo comun es un hexaploide AABBDD vy el trigo duro es un tetraplode AABB. Hasta la fecha, se
sabe que un gran numero de genes del trigo son idénticos y también se ha acumulado informacién acerca de la
conformacion de estos genes, pero esta informacién no siempre es totalmente adecuada.

Entre lo precedente, la presente invencion se ha enfocado en particular sobre la almidén sintetasa Il (abreviada
como SSII-A, SSII-B y SSII-D) cuya conformacion ha sido determinada en cada uno de los genomas A, By D. Se ha
indicado que estas SSlIs estan codificadas sobre el brazo corto del cromosoma 7 existente en cada uno de los
genomas A, B y D del trigo (Shimbata, T. et al., Mutations in wheat starch synthase Il genes and PCR-based
selection of a SGP-1 null line Theor. Appl. Genet., 111(6): 1072-9, Oct. (2005).

Existen diferencias sutiles entre las secuencias de bases de la SSII codificadas en los genomas individuales A, B y
D, y asimismo es posible discriminar especificamente cada uno de SSII-A, B y D. mediante el proceso de disefio del
conjunto de cebadores. Sintetizando esta informacion, se llegé a la conclusion de que podria ser posible detectar
especificamente el grupo de trigo comun, que tiene el genoma D, descubriendo una secuencia de bases
caracteristica que pusiera de manifiesto diferencias sutiles entre SSII-A, SSII-B y SSII-D.

Asi pues, se consiguiot la deteccion de trigo comun existente en un muestra de interés, seleccionando una secuencia
de bases caracteristica de SSII-D, ubicada en el genoma D presente en el trigo comun pero que no tiene reaccion
cruzada con otras plantas ni con el trigo duro, que carece del genoma D, disefiando una sonda de acidos nucleicos y
un conjunto de cebadores que complementariamente se hibridan a esta secuencia de acidos nucleicos, y poniendo
en practica un procedimiento operativo de PCR utilizando lo precedente. Ademas, se consiguié la capacidad de
discriminar cualitativa y/o cuantitativamente entre trigo comun y trigo no comun, p.ej., trigo duro, en el trigo existente
en una muestra de interés, llevando a cabo el procedimiento operativo de PCR antes indicado; poniendo en practica
un método desarrollado previamente, es decir, un procedimiento operativo de PCR dirigido hacia la regidon comun
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de SSII-A, B y D, en la misma muestra; y realizando una comparacion relativa y/o una comparacion absoluta de la
expresion del producto de amplificacion de PCR por medio de estos dos procedimientos operativos de PCR,

Por consiguiente, la presente invencion es un método para detectar la presencia de trigo comun en una muestra de
interés, en donde el método incluye poner en practica un procedimiento operativo de PCR que usa un cebador que
consiste en la secuencia de bases expuesta por SEQ ID NO:5 y un cebador que consiste en la secuencia de bases
expuesta por SEQ ID NO:6, con un acido nucleico extraido de la muestra de interés, que se utiliza como molde; y
detectar la presencia de un producto de amplificacion de PCR. En este método, puede confirmarse la presencia de
un producto de amplificacion de PCR por métodos conocidos, por ejemplo, mediante una técnica de electroforesis, y
confirmarse después la presencia de trigo comun al observar el producto de amplificacién de PCR.

La presente invencion se dirige también a un método para detectar cualitativa y/o cuantitativamente la presencia de
trigo comun llevando a cabo un procedimiento operativo de PCR cuantitativa utilizando el conjunto de cebadores
antes descrito y una sonda de acidos nucleicos especifica. La presente invencioén, por tanto, es un método para
detectar cualitativa y/o cuantitativamente la presencia de trigo comun en una muestra de interés, poniendo en
practica un procedimiento operativo de PCR cuantitativa que usa un cebador que consiste en la secuencia de bases
expuesta en SEQ ID NO:5, un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:6, y una
sonda de acidos nucleicos que tiene la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11, con un acido nucleico
extraido de la muestra de interés, que se emplea como molde.

En una realizacion de este método segun la presente invencion, la sonda de acidos nucleicos que consiste en la
secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO: 11, es especificamente una sonda de acidos nucleicos marcada y la
presencia de trigo comun puede detectarse cualitativa y/o cuantitativamente obteniendo una curva de amplificacion
durante la realizaciéon de la PCR, monitorizando una sefial que corresponde a la cantidad de producto de
amplificacion y generada por la sonda de acidos nucleicos marcada.

En una realizacién del método descrito en esta memoria, se lleva a cabo preliminarmente un procedimiento
operativo de PCR cuantitativa sobre muestras tipo diluidas en serie, obteniendo curvas de amplificacion; se
determina un ciclo umbral (valor Ct) estableciendo un umbral adecuado; después se construye una curva de
calibracion en funcion de la cantidad inicial de molde; y se determina la cantidad inicial de molde existente en una
muestra de interés utilizando la curva de calibracion. Por consiguiente, una realizacién adicional es la deteccion
cuantitativa, cuando se lleva a cabo el procedimiento operativo de PCR cuantitativa antes citado, de la presencia de
trigo comun utilizando una curva de calibraciéon construida con anterioridad.,

La presente invencion se dirige también a un conjunto de cebadores que comprende un cebador que consiste en la
secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:5 y un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta por
SEQ ID NO: 6, a una sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta por SEQ ID NO:
11, y a una sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases indicada en SEQ ID NO: 11, tiene un
extremo 5’ terminal modificado por un fluoréforo, y posee un extremo 3’ terminal modificado por un desactivador de
fluorescencia (quencher).

La presente invencion es también un método para detectar la presencia de trigo comun y/o un trigo diferente de
trigo comun, existente en una muestra de interés. que comprende

(1) Preparar una muestra de acidos nucleicos extrayendo un acido nucleico procedente de la muestra de interés;

(a) detectar la presencia de trigo comin poniendo en practica un procedimiento operativo de PCR
cuantitativa que utiliza esta muestra de acidos nucleicos, un cebador que consiste en la secuencia de bases
expuesta en SEQ ID NO: 5, un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO: 6 y una
sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO: 11, y obtener una curva
de amplificacion monitorizando una sefial que corresponde a la cantidad de producto de amplificacion que ha sido
generado por la sonda de acidos nucleicos, y

(b) detectar la presencia de trigo poniendo en practica un procedimiento operativo de PCR cuantitativa que
utiliza la muestra de acidos nucleicos mencionada, un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en
SEQ ID NO: 9, un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:10, y una sonda de
acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO: 13, y obtener una curva de
amplificacién monitorizando una sefal que corresponde a la cantidad de producto de amplificacién que ha sido
generado por la sonda de acidos nucleicos, y

(2) comparar los resultados de (a) con los resultados de (b).

En una realizaciéon del método mencionado, se lleva a cabo preliminarmente una PCR cuantitativa sobre muestras
tipo diluidas en serie para obtener curvas de amplificaciéon, se determina un valor Ct estableciendo un umbral
adecuado; después, por anticipado, se construye una curva de calibracion en funcion de la cantidad inicial de
molde; y se determina la cantidad inicial de molde existente en una muestra de interés usando esta curva de
calibracion.
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Por consiguiente, en una realizacion del método mencionado, (1) en (a), se obtiene una curva de amplificacion
monitorizando una sefial que corresponde a la cantidad de producto de amplificacién que ha sido generado por la
sonda de acidos nucleicos y la presencia de trigo comun se detecta cuantitativamente utilizando una curva de
calibraciéon que ha sido construida por anticipado, y en (b) se obtiene una curva de amplificacion monitorizando una
sefial que corresponde a la cantidad de producto de amplificacion que ha sido generado por la sonda de acidos
nucleicos y se detecta cuantitativamente la presencia de trigo usando una curva de calibraciéon que ha sido
construida por adelantado; y (2) se compara el valor cuantitativo de (a) con el valor cuantitativo de (b).

En este método, por ejemplo, cuando se detecta la presencia de trigo comun en (a) y se compara este valor
cuantitativo con el valor cuantitativo de trigo procedente de (b) y el valor cuantitativo de (a) < el valor cuantitativo de
(b), puede deducirse entonces que esta diferencia es debida a trigo no comun existente en la muestra de interés.
Ademas, cuando no se detecta en (a) un producto de amplificacion de PCR mientras que se detecta en (b) un
producto de amplificacion de PCR, esto confirma que no esta presente en la muestra de interés trigo comun, al
tiempo que esta presente un trigo no comun, p.ej., trigo duro.

Con respecto a la ejecucion especifica del método mencionado para detectar la presencia de trigo comun y/o trigo
no comun, ambas sondas, la sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID
NO: 11 y la sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO: 13, pueden
ser sondas de acidos nucleicos marcadas. Mas especificamente la sonda de acidos nucleicos que consiste en la
secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO: 11 puede ser una sonda de acidos nucleicos modificada en su
extremo 5’ terminal por un fluoréforo y modificada en su extremo 3’ terminal por un desactivador de fluorescencia.,
y la sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta por SEQ ID NO: 13 puede ser una
sonda de acidos nucleicos modificada en su extremo 5’ terminal por un fluoréforo y modificada en su extremo 3’
terminal por un desactivador de fluorescencia

La presente invencion se dirige también a los siguientes kits para realizar los métodos de deteccién mencionados: (i)
un kit de deteccion de trigo comin que comprende on conjunto de cebadores con un cebador que consiste en la
secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:5 y un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en
SEQ ID NO:6; (ii) un kit de deteccion de trigo comun que comprende un conjunto de cebadores con un cebador que
consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO: 5 y un cebador que consiste en la secuencia de bases
expuesta en SEQ ID NO: 6 y una sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en
SEQ ID NO: 11, que esta modificada en su extremo 5’ terminal por un fluoréforo, y que estd modificada en su
extremo 3’ terminal por un desactivador de fluorescencia; y /iii) un kit de deteccion de trigo comun que comprende
un conjunto de cebadores con un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:5 y un
cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:6, una sonda de acidos nucleicos que
consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11, que esta modificada en su extremo 5’ terminal por un
fluoréforo, y que esta modificada en su extremo 3’ terminal por un desactivador de fluorescencia, un conjunto de
cebadores con un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:9 y un cebador que
consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:10, y una sonda de acidos nucleicos que consiste en la
secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:13 que esta modificada en su extremo 5’ terminal por un fluoréforo y
que esta modificada en su extremo 3’ terminal por un desactivador de fluorescencia.

La presencia de trigo comun en una muestra de interés puede detectarse cualitativa y/o cuantitativamente con alta
especificidad y alta sensibilidad, por el método de deteccion de trigo comun de la presente invencion. Ademas,
puede llevarse a cabo con el método de la presente invencién una discriminacion muy exacta de si el trigo de una
muestra de interés es trigo comun, o es un trigo no comun, tal como trigo duro, o ambos. El método de la presente
invencion puede detectar también cuantitativamente el trigo comun y/o trigo no comun, p.ej., trigo duro existente en
una muestra de interés.

El método de la presente invencion es util como un método para identificar el trigo presente en una muestra de
interés, p.ej., en un alimento procesado, y es Util como método para discriminar entre si este trigo es trigo comun, o
es un trigo no comun ( trigo duro es un ejemplo tipico), o ambos, y es util como método de deteccion de los mismos.

El método de la presente invencion puede ser conveniente, rapida y muy exactamente puesto en practica utilizando
el conjunto de cebadores de la presente invencion, la sonda de acidos nucleicos de la presente invencion, y el kit de
la presente invencién que comprende lo precedente.

Descripcion breve de los dibujos
La FIG. 1 es una fotografia que muestra el limite de deteccién de trigo comun por PCR

La FIG. 2 muestra una evaluacioén (correlaciéon entre el nimero de ciclos de PCR para alcanzar la linea umbral y el
logaritmo del DNA de molde) del conjunto de cebadores 3 (SSII-D1769U/1889L,:SEQ ID NOS:5/6) y la sonda de
acidos nucleicos SSII-D1797T (SEQ ID NO:11) para la deteccion de trigo comun en la PCR cuantitativa.

La FIG. 3 expone una evaluacion (especificidad para trigo comun del conjunto de cebadores y la sonda de acidos
nucleicos) del conjunto de cebadores 3 (SSII-D1769U/1889L:SEQ ID NOS:5/6) y la sonda de acidos nucleicos
SSII-D1797T (SEQ ID NO:11) para la deteccion de trigo comudn en la PCR cuantitativa.
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La FIG.4 expone los resultados de la PCR cuantitativa sobre soluciones mixtas de DNA genémico de trigo comun y
DNA gendémico de trigo duro en diferentes razones de mezcla, utilizando el conjunto de cebadores 5
(SSII-A3118U/3231L:SEQ ID NOS: 9/10) y la sonda de acidos nucleicos SSII-Aex7-T82 (SEQ ID NO:13) para la
deteccion de trigo.

La FIG. 5 muestra los resultados de la PCR cuantitativa llevada a cabo utilizando el conjunto de cebadores 5
(SSII-A3118U/3231L: SEQ ID NOS:9/10) y la sonda de acidos nucleicos SSII-Aex7-T82 (SEQ ID NO:13) para la
deteccion de trigo y que usa DNAs de molde preparados extrayendo el DNA gendmico de harina de trigo comun y de
harina de trigo duro mezcladas en proporciones diferentes.

La FIG. 6 expone los resultados de la PCR cuantitativa sobre soluciones mixtas de DNA gendmico de trigo comun y
DNA gendmico de trigo duro en diferentes razones de mezcla, apropiadas, que utiliza el conjunto de cebadores 3
(SSII-D1769U/1889L: SEQ ID NOS:5/6) y la sonda de acidos nucleicos SSII-D1797T (SEQ ID NO:11) para la
deteccion de trigo comun.

La FIG. 7 expone los resultados de la PCR cuantitativa llevada a cabo utilizando el conjunto de cebadores 3
(SSII-D1769U/1889L: SEQ ID NOS:5/6) y la sonda de acidos nucleicos SSII-D1797T (SEQ iD NO:11) para detectar
trigo comun y que utiliza DNAs de molde preparados extrayendo el DNA gendmico de harina de trigo comun y harina
de trigo duro mezcladas en proporciones diferentes, apropiadas.

La FIG. 8 muestra la conexion obtenida de los resultados de la FIG. 6, entre la proporcion de mezcla de trigo comun
y el nimero de ciclos de PCR para alcanzar la linea umbral; y

La FIG 9 muestra la conxién obtenida de los resultados de la FIG 7, entre la proporcion de mezcla de trigo comun y
el numero de ciclos de PCR para alcanzar la linea umbral.

Modo mejor para llevar a cabo la invencion

En la presente invencion, trigo se refiere a todo trigo cultivado como trigo comestible, con inclusion de trigos
comunes, que poseen una estructura gendmica hexaploide AABBDD, y trigos de dos granos (principalmente trigo
duro), que son tetraploides AABB. Los trigos comunes pueden clasificarse, por ejemplo, en los trigos comunes en
general y de uso amplio, asi como también el trigo compacto (T. compactum) y el trigo espelta (T. spelta). Ademas
del trigo duro, también esta clasificado como trigo de dos granos, por ejemplo, el trigo forrajero (T. dicoccum).

La presente invencion es util para discriminar entre trigo comun y trigo de dos granos, p.gj., trigo duro, en muestras
diversas de interés, p.ej., materias primas alimenticias y alimentos procesados.

Sigue una descripcion detallada de la muestra de interés empleada por la presente invencion, la extraccion de acido
nucleico (por ejemplo DNA) de la muestra de interés. la preparacion de la muestra de acidos nucleicos, la secuencia
de bases diana de la deteccion, el conjunto de cebadores, la sonda de acidos nucleicos, las condiciones de la PCR
y el procedimiento operativo de la PCR cuantitativa.

La muestra de interés es una muestra de interés que permite la extraccion de un acido nucleico, p.e., DNA genémico
o uno de sus fragmentos, que se origina de la muestra de interés, pero que, por otra parte, no esta particularmente
limitado. Por ejemplo, puede utilizarse como la muestra de interés una planta, una materia prima, un material
presente en una etapa de tratamiento, o un alimento procesado.

Ejemplos de ellos son semillas recientes, semillas secas, polvos tales como harina de trigo débil, productos semi-
procesados tales como sémolas. y alimentos que han sido cocinados con calor, tales como pastas y tallarines. Si es
necesario, estas muestras de interés pueden emplearse procesadas en una forma adaptada para la extraccion del
acido nucleico, por ejemplo, por pulverizacion.

No hay limites especificos para el contenido de trigo de la muestra de interés; sin embargo, la presencia/ausencia de
trigo en la muestra de interés puede discriminarse y medirse cuantitativamente la presencia de trigo en la presente
invencion cuando la solucién de muestra de acido nucleico preparada extrayendo acido nucleico de la muestra de
interés contiene al menos 10 ppm y, preferiblemente, no menos que 50 ppm de acido nucleico derivado de trigo.

Ademas, en comparacion con productos bioldgicos tales como proteinas, el acido nucleico es relativamente estable
a tratamiento fisico, tal como el empleo de calor o presion, y es posible una buena deteccion incluso cuando el acido
nucleico esta presente en microcantidades en un producto procesado que ha sido sometido a un tratamiento tal.

La exposicion precedente significa que sera posible obtener datos basicos para detectar una mezcla de trigos no
pretendida por el fabricante, existente en diversos productos alimenticios.

El acido nucleico que procede de la muestra de interés es, preferiblemente, DNA gendmico de una planta presente
en la muestra de interés. No hay limitaciones particulares sobre el método de extracciéon de acido nucleico de la
muestra interés y puede utilizarse cualquier método o cualquier kit en tanto en cuanto el método asegure una calidad
suficiente para someter al procedimiento operativo de PCR. Por ejemplo, puede utilizarse el método CTAB o puede
utilizarse un kit comercial, p.ej., un QIAGEN Plant mini Kit (de Quiagen GmbH).
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.Estos métodos pueden modificarse también segun sea necesario. El acido nucleico extraido por estos métodos es
preservado, deseablemente, en un estado apropiado para usar como molde en el procedimiento operativo de PCR;
por ejemplo, se disuelve preferiblemente en un tampdn adecuado y se guarda a temperaturas bajas. Procediendo de
este modo, puede prepararse una solucion de acido nucleico que sera la muestra de acido nucleico, por ejemplo,
una soluciéon de DNA molde.

La concentracion y pureza del acido nucleico obtenido pueden analizarse midiendo la absorbancia en 230, 260, 280
y 320 nm, empleando un espectrofotometro. La solucion de acido nucleico utilizada para llevar a cabo el
procedimiento operativo de PCR, se ensaya preferiblemente como que tiene una razén de absorbancias de 260/230
nm de al menos 2,0 y una razén de absorbancias de 260/280 nm en torno a 1,8

En este caso, existe el riesgo de mezcla de RNA dado que la razon de 269/280 nm se aproxima a 2,0 y debido a
este hecho debe tenerse precaucion al analizar la concentracién de DNA.

Con objeto de evaluar el DNA extraido, el desarrollo de la PCR puede ser comprobado utilizando electroforesis en
gel de agarosa y un conjunto de cebadores complementario de un gen, especifico de la especie, del vegetal que
constituye la muestra de interés.

Un gran ndmero de genes han sido identificados a medida que los métodos de determinacién de las secuencias de
bases de DNA han sido mejorados, y hasta la fecha han sido publicadas ampliamente bases de datos muy grandes
de secuencias de bases, por organizaciones tales como el Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI)
del Instituto Nacional de la salud, y el Banco de Datos de DNA de Japén (DDBJ) del Instituto Nacional de Genética.
Estas bases de datos o una secuencia de bases adquirida y analizada durante experimentos de laboratorio, pueden
emplearse para la secuencia de bases de DNA del trigo que sera el objetivo de la deteccion. Por regla general, el
DNA de vegetales, con inclusiéon del trigo, esta compuesto de DNA gendémico, DNA de cloroplastos, y DNA
mitocondrial. EI DNA gendmico se encuentra en la células como solamente un conjunto Unico en el nicleo, mientras
que, por el contrario, el DNA de los cloroplastos y el DNA mitocondrial tienen varios entre células y tejidos debido a
que dependen del numero de organulos particulares presentes en una célula.

A fin de conseguir los objetos de la presente invencion, fue necesario seleccionar, como la diana de deteccién, una
secuencia de bases de DNA que fuera especifica del DNA existente en el genoma D del trigo y para el cual se habia
determinado el nimero de copias existente en el DNA del genoma D del trigo. Utilizando la secuencia de bases
seleccionada como datos basicos, puede disefiarse un conjunto de cebadores y una sonda de acidos nucleicos, bien
adecuados para un método de deteccién que se basa en la PCR.

Varias condiciones estan impuestas en el disefio de conjuntos de cebadores. Asi pues, aun cuando puede utilizarse
cualquier conjunto de cebadores que puede amplificar especificamente la secuencia de bases de DNA que es el
objetivo de la amplificacion, dado que el DNA gendmico existente en la muestra de interés sufre fragmentacion
durante las etapas de tratamiento cuando la muestra de interés es un alimento procesado, el conjunto de cebadores
se disefia, deseablemente, para proporcionar un producto de amplificacion de PCR de 80 a 500 bp y mas
preferiblemente, de 80 a 150 bp. aproximadamente. Con objeto de obtener un producto de amplificacion de PCR
adecuado, la secuencia de bases de la sonda de acidos nucleicos utilizada para la PCR cuantitativa y el conjunto de
cebadores deben satisfacer varias obigaciones. La sonda de acidos nucleicos utilizada en la PCR cuantitativa se
disefia, deseablemente, para que tenga, aproximadamente una Tm 10°C mayor que el valor de la Tm del
correspondiente conjunto de cebadores y una longitud de aproximadamente 18 a 25 bases con objeto de que
retenga el efecto de desactivacion fluorescente.

Los presentes inventores, teniendo en cuenta los enfoques indicados, han descubierto una secuencia de bases
especifica.

En este caso, la secuencia de bases de SEQ ID NO:5 es la secuencia en las posiciones 1769 a 1791 del gen SSII.D
del trigo; la secuencia de bases de SEQ ID NO:6 es una secuencia complementaria a las posiciones 1889 a 1865
del gen SSII-D del trigo; y éstas forman un conjunto de cebadores. Ademas, la secuencia de bases de SEQ ID
NO:11 es la secuencia en las posiciones 1797 a 1819 del gen SSII-D del trigo.

Auln mas, la secuencia de bases de SEQ ID NO:9 es la secuencia en las posiciones 3118 a 3136 del gen SSII-A del
trigo; la secuencia de bases de SEQ ID NO:10 es una secuencia complementaria a las posiciones 3231 a 3211 del
gen SSII-A del trigo y éstas forman un conjunto de cebadores. La secuencia de bases de SEQ ID NO:13 es la
secuencia en las posiciones 3161 a 3185 del gen SSII-A del trigo.

La PCR puede llevarse a cabo usando el conjunto de cebadores disefiado procediendo como antes y empleando
como molde &acido nucleico extraido de la muestra de interés, o la PCR cuantitativa puede llevarse a cabo usando
el conjunto de cebadores disefiado procediendo como antes, acido nucleico extraido de la muestra de interés, como
molde,. y también una sonda de acidos nucleicos

La ejecucion del procedimiento operativo de PCR y el procedimiento operativo de la PCR cuantitativa puede utilizar
el equipo habitual de que se dispone en el comercio y puede emplear varios métodos conocidos y modificaciones
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de los mismos. No existen limitaciones particulares sobre el procedimiento operativo especifico utilizado durante la
ejecucion del procedimiento operativo de la PCR o del procedimiento operativo de la PCR cuantitativa.

La presente invencion se dirige a un método para detectar la presencia de trigo comun existente en una muestra de
interés, en donde el método comprende llevar a cabo un procedimiento operativo de PCR utilizando como molde , un
acido nucleico extraido de la muestra de interés, un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en
SEQ ID NO:5, y un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:6, y detectar la
presencia de un producto de amplificacién de PCR.

Para llevar a cabo el procedimiento operativo de PCR, puede prepararse una solucion de reaccion PCR mezclando
cantidades apropiadas de, por ejemplo, cada uno de los reactivos siguientes: el conjunto de cebadores, el acido
nucleico que sirve de molde, un tampoén adecuado tal como Tris-HCI, dNTP, cloruro potasico, cloruro magnésico y
una DNA sintetasa resistente al calor.

La reaccion PCR se compone de las tres etapas siguientes: desnaturalizacion térmica del DNA de molde, hibridacion
de extremos complementarios (reasociacion) del DNA de molde con el conjunto de cebadores, y una reaccion de
sintesis de DNA llevada a cabo por la DNA sintetasa resistente al calor. Debido a que cada una de estas etapas
requiere diferentes temperatura y distintos tiempos, estas condiciones se establecen en intervalos adecuados
tomando en consideracion la secuencia de bases de la region que ha de ser amplificada y su longitud. Las
condiciones especificas de las etapas de la reaccion PCR no estan limitadas particularmente, y la reacciéon PCR
puede llevarse a cabo, por ejemplo, manteniendo durante 10 minutos a 95°C, repitiendo luego 35 a 40 ciclos donde
1 ciclo consiste en 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C, y 1 minuto a 72°C, manteniendo durante 7 minutos a
72°C una vez completado el ciclo, y manteniendo después a 4°C.

Esta reaccién puede llevarse a cabo empleando el equipo instrumental habitual de que se dispone en el comercio,
que incluye también equipo para llevar a cabo la PCR cuantitativa.

No hay limitaciones particulares en la presente invencion en cuanto a la deteccién del producto de amplificacion de
PCR, pero la deteccién del producto de amplificacién de PCR se lleva a cabo, tipicamente, mediante un método
electroforético o un método de deteccion de fluorescencia. Por ejemplo. el producto de amplificacion de PCR que
procede de la muestra de interés puede someterse a electroforesis en gel de agarosa, si es necesario en
combinacion con un testigo negativo, un testigo positivo y un marcador, y la electroforesis se sigue luego por tincion
con un intercalador tal como bromuro de etidio, y deteccidn por exposicion a luz ultravioleta.

En este caso. la observacion de una banda del producto de amplificacion de PCR significa, entonces, que se
encuentra presente trigo comun en la muestra de interés.

La presente invencion se dirige también a un método para detectar cualitativa y/o cuantitativamente la presencia de
trigo comun en una muestra de interés, en donde se pone en practica un procedimiento operativo de PCR
cuantitativa empleando como molde un acido nucleico extraido de la muestra de interés y usando un cebador que
consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:5, un cebador que consiste en la secuencia de bases
expuesta en SEQ ID NO:6, y una sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en
SEQ ID NO:11.

Este procedimiento operativo de la PCR cuantitativa denota, generalmente, la ejecucién de una serie de reacciones
con objeto de cuantificar la cantidad de un acido nucleico empleado como molde, por ejemplo ,la cantidad de un
DNA de molde, en la solucién de reaccion al comienzo de la reaccién de amplificacion de PCR. Puede utilizarse
especificamente un procedimiento operativo de PCR en tiempo real como el procedimiento operativo de la PCR
cuantitativa. Puede emplearse un intercalador en el procedimiento operativo de la PCR cuantitativa o una sonda
marcada fluorescente. Cuando se emplea una sonda marcada fluorescente, esta sonda induce variaciones de las
sefiales en correspondencia con el nimero de moléculas de producto de amplificacién producidas mediante la
reaccion de amplificacion de PCR.

Se prefiere para la presente invencion, el empleo de una sonda marcada fluorescente, y es mas preferido el uso del
método de la sonda TagMan. La sonda de acidos nucleicos que consiste en SEQ ID NO:11 y la sonda de acidos
nucleicos que consiste en la secuencia de bases de SEQ ID NO:13, pueden incorporarse en sondas TagMan que
pueden causar las variaciones de las sefiales a que se ha aludido antes. Para esta sonda de acidos nucleicos se
utiliza habitualmente DNA.

Se usa la sonda de acidos nucleicos descrita precedentemente, doblemente marcada con un fluoréforo y un
desactivador de fluorescencia (quencher) (una sustancia que posee actividad de desactivacion fluorescente)), para
llevar a cabo el método de la sonda TagMan. En general el extremo 5’ terminal de la sonda de acidos nucleicos se
modifica con un fluoréforo y el extremo 3’ terminal se modifica con un desactivador de fluorescencia. El fluoréforo
puede ser puesto de ejemplo por FAM, HEX, TET y FITC, mientras que el desactivador de fluorescencia puede ser
puesto de ejemplo por TAMRA, Eclipse y DABCYL. No existen limitaciones particulares en cuanto al fluoréforo y el
desactivador de fluorescencia, y puede hacerse uso de una seleccion adecuada de fluoréforos y desactivadores de
fluorescencia que se ajusta a la ejecucion del método de la sonda TagMan.
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Dependiendo de la reaccion de amplificacion de PCR, la sonda TagMan mencionada se somete a digestion por
DNA polimerasa y la fluorescencia de la solucion de reaccion de la PCR queda aumentada por la liberacion del
fluoréforo. Se obtiene una curva de amplificacién monitorizando la intensidad de la sefial detectada debida a la
fluorescencia que resulta. Un aumento de fluorescencia es, entonces, un indicador que expresa el grado de
aumento del producto de amplificacion de PCR. Esto hace posible una deteccion sencilla y conveniente, en tiempo
real, del estado de la amplificacion durante la PCR.

Para realizar el procedimiento operativo de la PCR cuantitativa, el procedimiento operativo de la PCR cuantitativa
se lleva a cabo previamente sobre muestras tipo diluidas en serie para obtener curvas de amplificacion; se
determina un ciclo umbral (valor Ct) estableciendo un umbral adecuado; luego, por anticipado, se construye una
curva de calibracién en funcion de la cantidad inicial de molde; y se determina la cantidad inicial de molde de la
muestra de interés utilizando esta curva de calibracion. Asi pues, se determina el valor Ct para la muestra de interés
del mismo modo que para las muestras tipo y entonces puede determinarse la cantidad inicial de molde haciendo
uso de la curva de calibracion

Para llevar a cabo el procedimiento operativo de la PCR cuantitativa, puede prepararse una solucién de reaccion
PCR mezclando cantidades apropiadas de, por ejemplo, cada uno de los reactivos siguientes: el conjunto de
cebadores, la sonda de acidos nucleicos, el acido nucleico que sirve de molde, un tampén adecuado, dNTP, cloruro
potasico, cloruro magnésico y una DNA sintetasa resistente al calor. Las condiciones de reaccion para realizar el
procedimiento operativo de la PCR cuantitativa, pueden establecerse del mismo modo descrito anteriormente para el
procedimiento operativo de PCR. Ademas, puede utilizarse el equipo instrumental conocido para la puesta en
practica del procedimiento operativo de la PCR cuantitativa.

La presente invencion se dirige, ademas, a un método de deteccién que combina el método descrito anteriormente
para detectar la presencia de trigo comun existente en una muestra de interés que usa un procedimiento operativo
de PCR cuantitativa, con un método de detecciéon de una amplia variedad de trigos, que usa un procedimiento
operativo de PCR cuantitativa.

Este es un método para detectar la presencia de trigo comun y/o de un trigo no comdn en una muestra de interés, y
comprende especificamente:

(1) preparar una muestra de acido nucleico extrayendo un acido nucleico de la muestra de interés, y

(a) detectar cuantitativamente la presencia de trigo comun por puesta en practica de un procedimiento
operativo de PCR cuantitativa que utiliza esta muestra de acido nucleico, un cebador que consiste en la secuencia
de bases expuesta en SEQ ID NO:5, un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:6,
y una sonda de acidos nucleicos marcada que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11,
obtener una curva de amplificacion monitorizando una sefial que corresponde a la cantidad de producto de
amplificacion que ha sido generado por esta sonda de acidos nucleicos marcada, y detectar cuantitativamente la
presencia de trigo comun usando una curva de calibracién que ha sido construida por anticipado, y

(b) detectar cuantitativamente la presencia de trigo por puesta en practica de un procedimiento operativo de
PCR cuantitativa que utiliza la muestra de acido nucleico mencionada, un cebador que consiste en la secuencia de
bases expuesta en SEQ ID NO:9, un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:10, y
una sonda de acidos nucleicos marcada que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:13, obtener
una curva de amplificacion monitorizando una sefial que corresponde a la cantidad de producto de amplificaciéon que
ha sido generado por la sonda de acido nucleico marcada y usar una curva de calibracién que ha sido construida
por anticipado, y

(2) comparar los resultados de (a) con los resultados de (b).

Por ejemplo, la muestra de acido nucleico preparada extrayendo acido nucleico de la muestra de interés, puede
dividirse en dos; por ejemplo, puede dividirse en al menos dos volumenes iguales, y estos pueden someterse,
respectivamente, a las reacciones de la PCR cuantitativa indicadas en (a) y (b) anteriores.

Por ejemplo, se confirma la presencia de trigo comun en el método precedente cuando se detecta la presencia de
trigo comun en (a) y el valor cuantitativo no difiere del valor cuantitativo para el trigo en (b). Ademas, por ejemplo,
cuando se detecta la presencia de trigo comun en (a) y, comparando su valor cuantitativo con el valor cuantitativo
del trigo en (b) se encuentra que el valor cuantitativo en (a) < valor cuantitativo en (b), puede suponerse que esta
diferencia esta originada por trigo no comun existente en la muestra de interés y puede asumirse la presencia en la
muestra de interés de ambos, trigo no comudn y trigo comun. Ademas, cuando, por ejemplo, no se detecta un
producto de amplificacién de PCR en (a) mientras que se detecta un producto de amplificacion de PCR en (b), esto
confirma que no esta presente trigo comun en la muestra de interés y que se encuentra presente en la muestra de
interés un trigo no comun, por ejemplo, trigo duro.

Utilizando este método, puede detectarse cuantitativamente la presencia de trigo comun y trigo no comun en la
muestra de interés, mediante un calculo matematico que usa las curvas de calibraciéon que han sido construidas al
mismo tiempo



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 500 940 T3

El kit de la presente invencion puede ser utilizado como un kit de reactivos para poner en practica el procedimiento
operativo de PCR o el procedimiento operativo de la PCR cuantitativa en los métodos de la presente invencion. El kit
de la presente invencion puede incluir también varios reactivos optimizados para la puesta en practica de la PCR y
reactivos para la deteccion

El kit de la presente invencion, debido a que puede detectar indicios de trigo y/o trigo comin hace posible adquirir no
solamente datos sobre si hay trigo presente en una muestra de interés, sino que también hace posible determinar la
presencia/ausencia de trigo comin y la presencia/ausencia de trigo duro, y sus cantidades respectivas.. Como
consecuencia de ello, puede exponerse una clasificacion de las harinas de trigo de partida empleadas en un
producto que hace uso de trigo duro, p.ej., macarrones.

Ejemplos

La presente invencion se describe mas especificamente en los ejemplos que siguen, pero la presente invencion no
se limita a esos ejemplos.

1. Método de construccion de un conjunto de cebadores para detectar trigo comun y una sonda de acidos nucleicos
para cuantificacion.

< Seleccion de genes diana>

ElI DNA gendmico del trigo esta compuesto, en general, por tres tipos de genomas, designados respectivamente A, B
y D. El trigo comun es un hexaploide que posee el genoma AABBDD, mientras que el trigo duro es un tetraploide
que tiene el genoma AABB. La almidoén sintetasa Il, que es el gen diana de la presente invencion, esta ubicado
sobre el brazo corto de cada cromosoma 7 en los genomas A, B y D del trigo; estos genes son abreviados,
respectivamente, como SSII-A, SSII-B y SSII-D (Shimbata, T et al., Mutations in wheat starch synthase Il genes and
PCR-based selection of a SGP-1 null line. Theor. Appl. Genet., 111(6): 1072-9, Oct. 2005.

Se llegd a la conclusion de que los objetos de las presentes tareas podian conseguirse si pudiera formularse un
método de deteccion de trigo comun basado en PCR, usando estos genes como los genes diana, y usando un
conjunto de cebadores que se hibridara especificamente con una secuencia de bases sobre el genoma D, y se
seleccion6 como el gen diana de deteccion el SSII-D (gen de Triticum aestivum SSII-D de la almidén sintetasa II-D,
cds. completo. No. de catalogo AB201447, longitud total de 7010 bp) (SEQ ID NO:12).

< Disefio de un conjunto de cebadores especifico para SSII-D>

Usando como diana el gen SSII-D, se llevo a cabo una investigacion usando el soporte légico de ingenieria genética
Primer Express ver. 2.0.0 (de Applied Biosystems Inc.) para secuencias de bases que pudieran ser candidatos de
cebadores. Deben ser satisfechas una diversidad de condiciones, p.ej., contenido por CG, valor Tm, longitud de las
secuencias de bases y longitud del producto de PCR, con objeto de disefiar un cebador éptimo. Se selecciond,
como resultado, una pluralidad de secuencias de bases de candidatos de cebadores. Las secuencias de bases
seleccionadas fueron reducidas, mediante una busqueda BLAST, a cebadores que tuvieran un alto potencial para
reconocer, especificamente, SSIl de trigo, y finalmente fueron seleccionados cuatro conjuntos de cebadores. Los
valores Tm de estos cuatro conjuntos de cebadores fueron calculadas tedricamente partiendo de la secuencia de
bases y se utilizaron como indice para establecer la temperatura de reasociacion 6ptima en las reacciones PCR.
Estos cuatro conjuntos de cebadores son el SEQ ID NO1y SEQ ID NO:2, el SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4, el SEQ
ID NO:5y SEQ ID NO:6, y el SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8, indicados en la Tabla 2 que figura mas adelante.

< Disefio de una sonda de acidos nucleicos especifica de SSII-D para PCR cuantitativa >

Si bien varios procedimientos operativos de PCR cuantitativa han sido indicados ya, se usé el procedimiento
operativo de la sonda TaQMan, que es un tipo de procedimiento operativo de PCR cuantitativa, debido a la extensa
disponibilidad de equipo analitico y de reactivos para la reaccion. Se disefié una sonda de acidos nucleicos que
correspondia a cada conjunto de cebadores usando Primer Express ver. 2.0.0 (de Applied Biosystems Inc,).

Con respecto a los compuestos de marcado para las sondas de acidos nucleicos, se usé el FAM (de Applied
Biosystems Inc) para el fluoréforo y se uso el TAMRA (de Applied Biosystems Inc,) para el desactivador de
fluorescencia.

2. Extraccion del DNA utilizado como molde en la PCR

Se prepararon muestras de DNA de molde usando semillas procedentes de varias plantas. Las especies de plantas
se exponen en la Tabla 3 que figura mas adelante.

La superficie de las semillas del trigo, otras plantas Poaceae, plantas Fabaceae, y asi sucesivamente, se lavé con
una solucion al 1,0% del tensioactivo SDS seguido de lavado a fondo con agua destilada y después se sometio a
liofilizacion. Estas semillas fueron molidas finamente utilizando un aparato Multi-Beads Shocker (de Yasui Kikai
Corporation) o un molino ultracentrifugo (de Retsch).
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Se extrajo el DNA gendmico de cada muestra molida usando un kit DNA Plant Mini (de QIAGEN). El procedimiento
de extraccion se llevd a cabo usando un método tomado de la publicacion DNA Plant Mini Handbook, al que se
habian afadido algunas modificaciones. Asi, la muestra molida se suspendidé en una solucién mixta de solucion
tampon APl y RNase A y Proteinase K y esta solucion se mantuvo durante 2 horas en una capa de reaccion
calentada a 37°C. Después de esto, se llevo a cabo el procedimiento operativo segun el Handbook.

Para la Proteinase K, se afadid 5 pl de una solucion de Proteinase K (de TAKARA BIO INC.) de 20 mg/ml, por 0,1 g
de la muestra molida. Esta cantidad de adicién puede cambiarse a una cantidad mas apropiada dependiendo del
tipo y de la condicién de las semillas.

El DNA extraido se sometié a medida de la absorbancia en 230, 260, 280 y 320 nm usando un espectrofotdémetro,
con objeto de determinar su pureza y su concentracion y se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Esto
fue seguido por la adiciéon de agua pura o tampo6n TE para diluir a 20 ng/ul obteniendo la solucién de DNA de molde
para la PCR.

3. PCR y método de deteccion del producto d amplificacion de PCR

AmpliTag (marca comercial registrada), Gold DNA Polymerase (de Applied Biosystems Inc.) y los reactivos
proporcionados con ello se usaron para la PCR, y se preparé una solucion de reaccion PCR con la composicion que
sigue.

Asi, se preparé una solucién mezclando a fondo 2,5 ul de tampén Il de PCR, 2,5 pl de mezcla de dNTP 2 mM, 1,5 pl
de cloruro magnésico 25 mM, 0,125 ul de AmpliTaq Gold DNA Polymerase 5 unidades/ul, 2 pl de conjunto de
cebadores 2,5 uM y 13,875 pl de agua estéril, y esta solucion se llevo a un total de 25 ul mediante la adicion de 2,5
ul de la solucion de DNA de molde de 20 ng/pl.

Se us6 un aparato 2720 Thermal Cycler (de Applied Biosystems Inc.) para el dispositivo de amplificacion de PCR, y
se emplearon las condiciones de reaccidon expuestas en la Tabla 1 que figura seguidamente. La temperatura de
reasociacion se basoé en el valor Tm de los cebadores individuales, determinado mediante el procedimiento operativo
de célculo descrito previamente. y se confirmé experimentalmente con objeto de establecer la temperatura 6ptima
para cada conjunto de cebadores utilizado en la PCR

Para llevar a cabo la electroforesis del producto de amplificacién de PCR, se mezclaron cantidades apropiadas de la
solucion de reaccion PCR y de un tampodn de carga, y esta mezcla se cargo en un gel de agarosa al 3%.

Después de la electroforesis se llevo a cabo tincidn con bromuro de etidio y se evalué la presencia/ausencia de trigo
comun en la muestra confirmando un producto de amplificaciéon de PCR de tamafio éptimo debido al conjunto de
cebadores particular. La validez de la PCR se comprobé también en este punto, basandose en la
presencia/ausencia de bandas de amplificacion para el testigo negativo y el testigo positivo.

Tabla 1. Condiciones de reaccion de la PCR

primera etapa comienzo de la reaccién 95°C 10 minutos
desnaturalizacion 95°C 30 segundos
segunda etapa reasociacion 55°C, 60°C, o 30 segundos
(40 ciclos) 56°C*
extension 72°C 30 segundos
tercera etapa extension 72°C 7 minutos
cuarta etapa almacenamiento 4°C -

* la temperatura de reasociacion (hibridacion de acidos nucleicos) variaba con el conjunto de cebadores utilizado, y
la temperatura de reasociacion se fij6 en 55°C para el conjunto de SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2, el conjunto de SEQ
ID NO:3y SEQ ID NO:4 y el conjunto de SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8, a 60°C para el conjunto de SEQ ID NO:5y
SEQ ID NO:6, y a 56°C para el conjunto de SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:10 (refiérase a la Tabla 2 que figura mas
adelante)

4. Deteccion de trigo comun mediante los conjuntos de cebadores individuales

Los conjuntos de cebadores 1 a 4, que habian sido disefiados usando el SSII-D (SEQ ID NO:12) codificado en el
genoma D del trigo como la secuencia parental, y el conjunto de cebadores 5, que se disefié usando el SSII-A (SEQ
ID NO:14) codificado en el genoma A del trigo como la secuencia parental, se exponen en fia Tabla 2 que figura
seguidamente.
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La secuencia de bases de SEQ ID NO:1 es la secuencia en las posiciones 4015 a 4037 del gen SSII-D del trigo; la
secuencia de bases de SEQ ID NO:2 es la secuencia complementaria a las posiciones 4142 a 4122 del gen SSII-D
del trigo; la secuencia de SEQ ID NO:3 es la secuencia en las posiciones 4469 a 4487 del gen SSII-D del trigo; la
secuencia de SEQ ID NO:4 es la secuencia complementaria a las posiciones 4555 a 4531 del gen SSII-D del trigo;
SEQ ID NO:7 es la secuencia en las posiciones 937 a 955 del gen SSII-D del trigo; y SEQ ID NO: 8 es la secuencia
complementaria a las posiciones 1080 a 1061 del gen SSII-D del trigo. Las secuencias de SEQ ID NO:9 y SEQ ID
NO:10 corresponden. respectivamente, a las secuencias de la SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4 descritas en la
Solicitud de Patente Japonesa abierta a la inspeccion publica, No. 2009-5588

Tabla 2
Conjunto de SEQID Nombre de la Secuencia de
cebadores NO: secuencia bases
1 1 SSII-D4015U 5-CAA CAT CCG CAA ATA GTG AGC AT-3
2 SSII-D4142L 5-GGC TAG GTC GGG CTC TAT GAG-3
2 3 SSII-D4469U 5-TCC TCG ACC TCC CAT TCC A-3’
4 SSII-D4555L 5-CCG GTG TTAGTT CTATGATGATTC G-3'
3 5 SlII-D1769U 5-CAC CAT CAG TGA AGG AAT GAA TG-3’
6 SSII-D1889L 5-GGC GAT ATT TGG TAC CTA ATT GAA G-3’
4 7 SSII-D937U 5-TCC GTT GTC CCA GCT GAG A-3’
8 SSII-D1080L 5-TGG CTT TGG AGC TTC TTC GA-3’
5 9 SSIIA3118U 5-GGA TGG AAATCT GGT GTT T-3
10 SSII-A3231L 5-ACC ATA ATG GAC CGA GTG TAC-3’

Se realizo la PCR segun el procedimiento operativo descrito anteriormente en “3. PCR y método de deteccion del
producto de amplificacion de PCR” usando esos conjuntos de cebadores y muestras de DNA de molde obtenidas
como se ha descrito anteriormente, procedentes de plantas diferentes. Los resultados de la presencia/ausencia de
un producto de amplificaciéon de PCR de tamafio éptimo, se indican por + y — en la Tabla 3 para cada conjunto de
cebadores
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Tabla 3
Muestra de Region de Conjunto de cebadores
las especies | No. | produccion de las
de plantas especies de
plantas 1 2 3 4 5
1 Japoén + + + + +
trigo 2 Japoén + + + + +
comun 3 Estados Unidos + + + + +
4 Canada + + + + +
5 Australia + + + + +
6 Canada + + - + +
trigo
duro 7 Canada + + _ + +
8 Estados Unidos + + . + +
9 Japoén _ _ _ _ _
cebada
10 Japon _ _ _ _ _
11 Japon _ _ _ _ _
12 Canada _ _ _ _ _
centeno
13 Alemania . _ _ _ _
alforfén 14 Japén - - - - -
arroz 15 Japon _ _ _ _ _
maiz 16 Estados Unidos _ _ _ _ _
soja 17 Japon _ _ _ _

El conjunto de cebadores 3 (SSII-D1769U/1889L:SEQ ID NOS:5/6) proporciond un producto de amplificacion de
PCR de la longitud deseada solamente con las muestras de trigo comun y no proporcioné producto de amplificacion
de PCR con ninguna de las otras especies de plantas, es decir, trigo duro, cebada, centeno, alforfén, arroz, maiz y
soja. Como resultado, se puso de manifiesto que este conjunto de cebadores reconoce especificamente trigo
comun.

Por otra parte, los otros conjuntos de cebadores, proporcionaron también un producto de amplificacién de PCR con
las muestras de trigo duro.

5. Evaluacion del limite de deteccion de la PCR

El limite de deteccion semicuantitativa de DNA para el trigo comun se examiné por PCR utilizando el conjunto de
cebadores 3 (SSII-D1769U/1889L:SEQ ID NOS: 5/6), que proporciond una deteccion especifica, excelente, del trigo
comun. Usando una solucién de DNA de esperma de salmon como la reserva de dilucion, DNA gendmico extraido
de trigo comun se diluyé en serie para proporcionar 20 ng/ul, 10 ng/ul, 1 ng/ul, 0,1 ng/ul, 50 pg/ul, 10 pg/ul y 1 pg/ul.
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Se llevé a cabo PCR usando 2,5 pl de la solucién mencionada como la solucion de DNA de molde y empleando el
procedimiento operativo descrito anteriormente en “3, PCR y método de deteccion del producto de amplificacion de
PCR” y 5,0 ul de la solucion de PCR se someti6 a electroforesis. Los resultados de la deteccion se exponen en la
FIG. 1.

El limite de deteccion para el conjunto de cebadores 3, utilizando una solucién de DNA de trigo comin como molde,
fue 50 pg/ul. Esto puso de manifiesto que podia detectarse DNA gendmico de trigo comun usando el conjunto de
cebadores 3 con una alta sensibilidad de 50 pg/ul, por PCR.

6. Confirmacion de la deteccion especifica de trigo comun por PCR cuantitativa

Se investigd la aptitud para detectar especificamente trigo comudn en la PCR cuantitativa utilizando el conjunto de
cebadores 3 (SSII-D1769U/1889L:SEQ ID NOS: 5/6), que detecta especificamente trigo comudn, y una sonda de
acidos nucleicos en combinacién con ese conjunto.

Los DNAs extraidos de un total de cinco muestras de interés, a saber, trigo comun, trigo duro, cebada, arroz y
alforfon, se utilizaron como los moldes de DNA. La validez de la PCR cuantitativa se confirmé en este caso por la
presencia/ausencia de una sefial de amplificacion empleando como blanco agua estéril exenta de DNA de molde.

Se uso para la PCR cuantitativa la TagMan Universal PCR Master Mix (de Applied Biosystems Inc.) y se prepar6 una
solucion de reaccion PCR cuantitativa con la composicion que sigue. Asi , se prepard una solucion mezclando a
fondo 12,5 pl de TagMan Universal PCR Master Mix (2X), 0,5 ul de conjunto de cebadores 25 uM, 0,5 ul de sonda
de acidos nucleicos 10 uM, y 9 ul de agua estéril, y esta solucion se llevé a un total de 25 pul mediante la adicion a la
misma de 2,5 pl de la solucion de DNA de molde. Se emplearon las soluciones siguientes para la solucion de DNA e
de trigo empleada como molde:: soluciones de DNA de trigo preparadas por dilucion en serie, usando una solucién
de DNA de esperma de salmén como diluyente, de DNA gendmico del trigo para proporcionar 29 ng/ul, 10 ng/ul,
1 ng/ul, 0,1 ng/ul, 50 pg/ul. 10 pg/ul, y 1 pg/ul. Se usé una solucion de DNA diluida a 10 ng/ul con una solucion de
DNA de esperma de salmon, para el trigo duro, cebada, arroz y alforfén. La sonda de acidos nucleicos que se
empled en esta PCR cuantitativa se expone en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencia de la sonda de acidos nucleicos

SEQ ID NO: Nombre de la secuencia Secuencia de bases

11 SSII-D-1797T 5-TAC CCG ATC GAC CGT TTT GCC CA-3’

El extremo 5’ de esta sonda de acidos nucleicos se modificé con FAM y su extremo 3’ se modific6 con TAMRA.

La PCR cuantitativa se llevo a cabo en el, presente caso utilizando un Rotor-Gene 3000 (de Corbett Research)
como el equipo instrumental para realizar la PCR cuantitativa, pero los mismos resultados han sido obtenidos
utilizando un equipo de realizacion de PCR cuantitativa procedente de otras firmas.

Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: la solucion de reaccion se mantuvo durante 10 minutos a 95°C,
después de lo cual se repitieron 45 ciclos donde 1 ciclo consistia en 15 segundos a 95°C y 30 segundos a 60°C. La
cantidad de fluorescencia de cada pocillo de reaccién se midié continuamente con el transcurso del tiempo durante
el proceso de la reaccién, y como resultado pudieron determinarse tubos en que habia habido un aumento de fla
cantidad de fluorescencia una vez completada la reaccién, analizando la variacién con respecto al tiempo de la
cantidad de fiuorescencia de cada tubo de reaccion. La sonda de acidos nucleicos que se ha hibridado con la
secuencia de bases diana, se degrada durante la etapa de la reaccion de extension de DNA y, acompafiando a este
hecho, la base marcada fluorescente es liberada, y la cantidad de fluorescencia aumenta a medida que progresa la
reaccion de amplificacion de la PCR. Por tanto, un aumento en la cantidad de fluorescencia significa que esta
teniendo lugar una reaccion de amplificacion de PCR.

La FIG, 2 proporciona los resultados de una PCR cuantitativa llevada a cabo utilizando DNA extraido de trigo comun
para el molde. Las flechas de la figura indican las curvas de amplificacion de la PCR cuantitativa obtenidas usando
las diferentes concentraciones del DNA de molde. Se observaron sefiales de amplificacion excelentes para la
combinacién del conjunto de cebadores 3 con la sonda de acidos nucleicos con SEQ ID NO:11, y el limite de
deteccion fue 50 pg/ul. EI nimero de ciclos requerido para que estas sefiales de amplificacion alcancen la linea
umbral, residia en una relacion lineal con el logaritmo de la concentracion de DNA de molde y. por tanto se puso de
manifiesto de este modo que tenia lugar una PCR cuantitativa totalmente adecuada.

Ademas, la FIG. 3 expone los resultados de PCR cuantitativa con DNAs de molde extraidos de trigo comun, trigo
duro, cebada, arroz y alforfén. Aun cuando se obtuvo una sefial de amplificacion para el trigo comun, no se obtuvo
una amplificacion de sefial para el trigo duro, la cebada, el arroz y el alforfon.
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Los resultados expuestos en las FIGS. 2 y 3, muestran que la combinacion de conjunto de cebadores/sonda de
acidos nucleicos antes indicada, puede proporcionar una deteccidon cuantitativa de trigo comun apropiada y
altamente sensible.

7. Confirmacion de la deteccion especifica de trigo comun y trigo duro mediante la combinacion de dos tipos de
PCR cuantitativa.

Se confirmé si el trigo comun vy el trigo duro de una mezcla podia cuantificarse, cada uno, llevando a cabo sobre la
misma muestra, una PCR cuantitativa utilizando un conjunto de cebadores que detecta especificamente DNA de
trigo y una sonda de acidos nucleicos que reconoce especificamente esa secuencia de bases y una PCR
cuantitativa que utiliza un conjunto de cebadores que detecta especificamente DNA de trigo comun y una sonda de
acidos nucleicos que reconoce especificamente esa secuencia de bases.

Para las PCRs cuantitativas, se puso en practica una PCR cuantitativa segun el procedimiento operativo
anteriormente descrito, utilizando el conjunto de cebadores 5 (SSII-A3118U/3231L:SEQ Id BOS:9/10), que detecta
especificamente DNA de trigo, y la sonda de acidos nucleicos indicada mas adelante SSII-A ex7-T82 que
correspondia a este conjunto de cebadores, y se realizé una PCR cuantitativa segun el procedimiento operativo
antes descrito que usa el conjunto de cebadores 3 (SSII-D1769U/1889L:SEQ ID NOS:5/6), que detecta
especificamente DNA del trigo comun, y la sonda de acidos nucleicos con SEQ ID NO:11 (SSII-D-1797T).

Se prepararon como muestras los dos tipos siguientes de soluciones de DNA de molde.

(1) “Muestras de soluciones de DNA mixtas” preparadas mezclando una solucion de DNA genémico de trigo
comun y una solucion de DNA gendmico de trigo duro, para proporcionar razones de 100:0, 50:50, 5:95, 0,5:99,5,
0,25:99,75 y 0:100 para la razon volumétrica, llevandose la concentracion total de DNA a 20 ng/pl.

(2) “ Muestras de harinas mixtas” preparadas mezclando harina de trigo comun y harina de trigo duro, para
obtener razones de 100:0, 50:50, 5:95, 0,5:99,5, 0,25:99,75 y 0:100 para la razén de masas, extrayendo de ellas el
DNA gendmico; y ajustando la concentracion de DNA a 20 ng/pl.

La sonda de acidos nucleicos que se empled para la cuantificacion del DNA del trigo se indica en la Tabla 5.

Tabla 5. Secuencia de la sonda de acidos nucleicos

SEQ ID NO: Nombre de la secuencia Secuencia de bases

13 SSII-A ex7-T82 5-CTC CTG CCT GTC TAT CTG AAAGCAT-3’

El extremo 5’ de esta sonda de acidos nucleicos se modificé con FAM y su extremo 5’ ae modific6 con TAMRA.

Los resultados de la PCR cuantitativa que detecta especificamente DNA de trigo, se exponen en las FIGS. 4y 5. La
FIG. 4 expone los resultados del uso de ,as “muestras de solucione de DNA mixtas” como DNA de molde, mientras
que la FIG. 5 expone los resultados del uso de las “muestras de harinas mixtas” como DNA de molde. Las flechas
de las figuras indican las curvas de amplificaciéon de la PCR cuantitativa, obtenidas para las diferentes
concentraciones de DNA de molde. Segun los resultados de las FIGS. 4 y 5 se apreciaron sefiales s de amplificacion
excelentes para todos los DNAs de molde utilizando la combinacién de conjunto de cebadores 5 y la sonda de
acidos nucleicos con SEQ ID NO:13, y estas sefiales de amplificacion fueron indicadas para trazar la misma curva”.

Los resultados de la PCR cuantitativa que detecta especificamente DNA de trigo comun, se exponen en las FIGS. 6
y 7. La FIG. 6 expone los resultados del uso de las “muestras de soluciones de DNA mixtas” como DNA de molde,
mientras que la FIG. 7 expone los resultados del uso de las “muestras de harinas mixtas” como DNA de molde. Las
flechas de las figuras indican las curvas de amplificacion de la PCR cuantitativa obtenidas para las diferentes
concentraciones de DNA de molde. Segun los resultados indicados en las FIGS. 6 y 7, se observaron sefiales de
amplificacion excelentes utilizando la combinacién de conjunto de cebadores 3 y la sonda de acidos nucleicos con
SEQ ID NO:11 para las muestras con razones de mezcla de trigo comun: trigo duro de 100:0, 50:50. 5:95, 0,5:99,5
y 0,25:99,75, y se puso de manifiesto que una muestra con una mayor concentracion de trigo comun daba una sefial
de amplificacion mayor y resultaba en un incidente mas rapido de la curva de amplificacion ascendente. Sin
embargo, no se obtuvo sefial de amplificacion con la muestra de trigo comun: trigo duro de razén de mezcla 0:100.

Utilizando los resultados indicados en las FIGS. 6 y 7, se prepararon graficas, expuestas respectivamente en las
FIGS. 8 y 9, representando la proporcion de trigo comun de la mezcla en el eje horizontal y representando el Ct (el
ciclo umbral, o el niumero de ciclos para alcanzar la linea umbral) en el eje vertical. En ambas FIGS. 8 y 9, se ha
puesto de manifiesto que el valor Ct habia experimentado una disminucién proporcional a medida que aumentaba la
razéon de mezcla del trigo comdn en el DNA de molde y, por tanto, que el trigo comun podia determinarse
cuantitativamente.
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Texto libre del listado de secuencias

SEQ ID NO:1 : Cebador de la PCR
SEQ ID NO:2 : Cebador de la PCR
SEQ ID NO:3 : Cebador de la PCR
SEQ ID NO:4 : Cebador de la PCR
SEQ ID NO:5 : Cebador de la PCR
SEQ ID NO:6 : Cebador de la PCR
SEQ ID NO:7 : Cebador de la PCR
SEQ ID NO:8 : Cebador de la PCR
SEQ ID NO:9 : Cebador de la PCR
SEQ ID NO:10 : Cebador de la PCR

ES 2 500 940 T3

SEQ ID NO:11 : Sonda de acido nucleico para la PCR, modificada: 1-FAM-a, 23-a-TAMRA
SEQ ID NO:12 : Secuencia del gen de wSSII-D de Triticum aestivum

SEQ ID NO:13 : Sonda de acido nucleico para la PCR, modified: 1-FAM-a, 25-a-TAMRA
SEQ ID NO:14 : Secuencia del gen de wSSII-A de Triticum aestivum

Listado de Secuencias

<110> Incorporated Administrative Agency National Agriculture and Food Research Organization;

Nippon Flour Mills Co., LTD.;
Nisshin Seifun Group Inc.

<120> Método para la deteccioén cualitativa y cuantitativa de trigo comun

<130> Y1R-0704

<150> JP2009-289340
<151> 2009-12-21

<160> 14

<210>1

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la PCR

<400> 1
caacatccge asatagtgag cat
<210> 2
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la PCR

<400> 2

ggctaggteg ggctctatga g

<210> 3

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

23

21
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<220>
<223> Cebador de la PCR

<400> 3

tcotaegacet cccatteca

<210> 4

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la PCR

<400> 4

ceggtgttag ttoetatgatg attceg

<210>5

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la PCR

<400> 5
caccatcagt gaaggaatga atg
<210> 6
<211> 25
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la PCR

<400> 6

ggegatattt ggtacctaat tgaag

<210>7

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la PCR

<400> 7

tecegttgtece cageotgaga

<210> 8

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la PCR

ES 2 500 940 T3
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<400> 8

tgéétttgga gcttcttcoga

<210>9

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la PCR

<400> 9
ggatggaaat ctggtgttt

<210> 10

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la PCR

<400> 10
accataatgg accgagtgta ¢

<210> 11

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<221> base_modificada

<223> Sonda para la PCR, 1-FAM-a, 23-a-TAMRA
<400> 11
tacccgateg acegttttge cea
<210> 12
<211> 7010
<212> DNA

<213> Triticum aestivum

<220>
<221> CDS

<222> unién(236..499, 604..1309, 1398..1462, 2363..2440, 2530..2640, 2738..2782, 3163..3336, 6054..7010)

<223> gen de la wSSII-D de Triticum aestivum para almidén sintasa 1I-D, cds completo.

<400> 12

18

20

19

21

23



gggggeegtt
gctegeggeco
gtecagtceca
gecgecgeget
gteggoggte
acgcaggcgg
gacgeegtygg
gaagaaggac
cggtggegee
gagatcatcg
caggtcgegg
gggccgtcee
coggtgaacy
cccacgecey
aacaaagcta
gceagotacca
coegoegtagt
agegacgtygg
aaggcetettt
tacattggtt
gogggotoct
atgaacgtgy
acctetteag
aacattgtgt
aaagagagga
gttcgaataa
ttgtcatact
aacgctectta
ggttgetgag
atttcacaaa
cgatagaccey
ctatcttcaa
gatcaattta
aacagtagat
atgcaatttt
ttttgggagt
gacgctetta
gtagaaatta
tagaatcatg
gaaatgatcc
cgatgtcgga
aggggagcty
gtcectgeagg
ttcattgacg

¢gtacgtacc
atttettcgg
geocactgec
ctgggeggac
goegtacgooyg
gcgagggtga
cogeogoage
gcggggateg
gccaccaagg
tegtectoget
agcgaaggga
cgdcggcage
goegagaacaa
cacgegagad
acgtcgeete
tttcecatcag
ccggctcaaa
aacaagaact
cgeegectge
tocgaggageo
ttgaacacca
teghegtgge
totetetbee
tgcataggtyg
catcgtgtta
tatcagtgag
coetcegtaa
tagtagttta
gectactggg
gaaggaggcet
ttttgeoccaa
ttaggtacea
tcaacattte
gtttgtaatyg
gattgggage
tggcttgtga
ctagttecag
gaagtggaaa
gacttggcta
tttctatett
gtocgaaaat
aaattttatt
atatggaagt
ctocctotett
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cgocccctegt
cctgacccog
accgcegetac
caacccogoga
catcctteoct
gogeogcagec
gcacggoteg
acgacgooge
tagttagtta
cacgaattgt
taeccgtcaag
gaggcaggac
atctaccgge
ccatcoegteyg
googooegacy
cgacaaggeg
tttegagtec
gaagaagggt
agcecccoget
cgtggaggcee
ccagaatcac
tgctgagtgt
tgttgttcat
gtetgggaga
tggtactaca
tagtataatyg
attaatataa
cagacggagt
tgggggaggg
gataaccaca
cgtoegggttt
aatategeoca
cggttaatagg
tagatgatgg
tagtttegeg
gagagggttt
taaagagtaa
atagttatgg
gactttgata
aggttgtggt
actacaaggc
gcttattgte
gaattatttc
cocgacacegt

gtaaagcoge
ttegtttace
tctccactce
accgtaccat
cgogetcegeg
agcacacygec
cgacggaget
cgcgtecgtyg
tgaccaagtt
ttatttatac
acgctcgacc
gecgecogte
ggcggcggcy
acccagaaca
agcatagecy
cocggagtocy
tcggectetyg
geggtegttyg
gtacaagaaqg
aaggatgatg
gactecggac
teteocotggt
aaaactttge
tgttgegggt
agectttoatt
ttattaagtyg
gagcegtttag
agagtattte
ggtttgaaac
ccatcagtga
accogoeceta
gegecegtgt
tttectateat
ataaatgtat
gtteggttag
tggggagtta
actattttet
tatcatataa
atctgaaatt
accaaggtat
tgctggacag
ataataaatc
catgcttata
caggaagaca
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cgeegtogte
cccacacaga
cactgacace
ctecccgecee
tcagectcee
ggggcecggea
gtggeggege
aggcagaccd
atgacgegtg
aaaacgcacg
gocgacgcoge
cgccgagtat
cgactaaaga
gagcaccggt
aggcegegge
ttgteccage
ctcaegggte
tcgaagaage
acctttggga
gecgggetgt
ctttggcagg
gcaaaacagyg
togaattact
getetgecea
taactctgtt
caagacatga
attactactt
atagccaace
aagtggtggt
aggaatgaat
tagatccogaa
gtgtatttat
attcactgta
gttgtcgage
agecatcaaa
acttteggga
gcaggcatoo
accatatatt
ttaaattiga
ggggactatg
gtaagcaaaa
aatttttaag
tcgatggagt
tttatggggg

gcogteecec
gcacactcca
acctecogect
gatccatgtc
ccgggagatc
ggttgcacty
tegeagecgg
gcgcactaag
cgogegaceto
cocgegtgtg
ggaaggcgyc
gaacggcatg
cagegggety
gaacggtgaa
tteggattco
tgagaagacg
tgacactgtc
tcoaaagoca
tttcaagaaa
cgcagatgat
ggagaatgte
catggacatt
cataagaaca
aggectttgge
gggtccatat
aagtgttett
tagtgatcta
ctggaggtta
tagcagoeag
gtegggtace
taagtagtte
actactggat
attgttagta
ttteatttca
accccagaat
ttcagttaga
caattattet
attcaaaate
tgataattga
aagaagcceta
atgcaatcga
tgtttttttt
tgattttgtyg
cagcagacag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
leg0
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640



gttaatctte
actgactggc
gttetgeaag
acaattatgt
ctaataacat
taatctattg
ccatgttctc
atatacactc
aatattattg
tgcggeggty
gecacteogtge
cggtcecatta
ttictetagt
tatgatgget
tgtcacgegt
ttgetgttgt
ggcattgtat
ctetetattt
aataaaaatg
acgocctaaa
g99aggaggayg
cacctecget
caaagoggeoa
ccgeaaatag
aceeottggag
coggacegtt
ccatagateg
tcececegeeg
cgcactagga
gagcocctceg
accteogttce
gaggatcacc
tcataocogac
aagacggact
tactgataag
gtgggaccca
gcaagccatg
tacgaatgga
ttetgtattt
tgagtecatt
ctecgacatt
tatgactact
tcaaattett
ttggtogtgt
¢tteaatgac
tcgeoteotgey
atgaacattg
gtgccattte
aatggtgggt
tcgtettaac
aattcctteg
gttgotagtt
gegettgggy
caetgaactit
cctgecatggt
tttttaccte
tccattctte
goecotgtaga
tgtacgaccoe
accaggttgt
gggggcttea
tegacaacat
actteteocet
agctgggect
ggcagaagyy

tatatgttgg
atatgattac
gcecgetgttyg
gtatgeatat
ttcaatacct
cactgatgaa
ttecaccgega
ctactttcat
gtccatcatt
tececttatgy
ctgtectatct
tggtgataca
ctctactatt
tatgaaagtt
gttcactttyg
gtgoecatacg
tcecegtotat
acatgtggge
atggoctggy
cattaatcce
ggtatgtatg
tcaacacggce
acgtegttgt
tgageatgee
ctgecacaagt
atagaagect
tgecgecate
cgaagetgea
ggtectecte
cgagctocot
cgtggecteyg
gcatgttcat
ggegtogeac
tatttgtatce
tgggacccac
cacacagtac
tcageagtct
aagtgcatca
tacaactgeg
cttttetggt
gocaattogg
aggtattgga
aacatttgoeg
acactgaatt
ttgeettigg
caagaggatt
agttttttga
aaacatatgt
ttcagctagy
tgettggtiyg
atcaagttat
gettggagte
tegektttge
ctggactaag
tcgaaaaaaa
aaagttatat
ggtactceogt
tgaattoceg
cgtgggtggt
cgtggtgage
cgacatcata
ggagtggaac
gaggacgotyg
gcaggtecge
cgtggagata

ES 2 500 940 T3

tgtttgattg
acattttatt
aggtatctet
atttcaacag
tacatgeaca
caattatctt
attgatttgy
ccaatttaga
tttattecte
ggatggaaat
gaaagcatat
taacatecget
tactocacat
atagtettat
gtgattacag
gtgcatttte
agetgttaga
cccacttgte
gtettgaaaa
ctatgcactt
cttatatcct
cagegectto
catgaccatce
cetettgtee
tgtgaccate
acttgggage
gdaaaccaac
atacatgeoccg
taagectage
acgtcggetg
gagacatctce
ccatgtgaac
tgttcecteta
ccttgggtca
acgccacact
ttagecagag
taacggctac
tactgoatgce
agcatcaaag
geggtgggtyg
tgcogaacca
tgagggacat
aagegettea
tcteoaggteg
tecagetaac
tggatcacgg
tcocgetettce
ctckccatgg
aacagggtgc
atttggaagg
tagacggatc
actatttggeo
tcaatttgta
tagaaaaaaa
aatgagaaca
acaacactga
tgggctaatt
ttcacegaght
gaacacgcca
ccocgggtace
cggcagaacyg
ccagaggtgy
gactocggea
gcegacgtge
atcgocggacy

cactgataaa
ttttcaggaa
ccaactcaat
atacataatc
tttggtcaag
gatgatectt
aaatageaatt
tattttcogta
tataatttge
ctggtgttta
tacagggacc
caccaggttc
tgtttgagga
agaggtaaat
ttgtagacta
cgtatgtagg
cegtgeoctac
aacctatgac
tgggaccetog
catgtettgt
ttgetcocaag
atgatggeccc
caccaaccca
tttcecectog
geotgegteg
ccatacctcec
tteoteoctete
agttggecat
accttttece
cagttgoctyg
ctcgaccteoce
cgaatcatca
ttccecoeaa
teggtteaat
aagaccttte
agagaacatyg
aaacaacgga
gagagoeaga
tgtacataty
gctcaaagac
tattgaagty
aaaggatctc
tgatttcecat
cttetegtet
gecatttgeg
gcagacgoge
ccgaagagcac
togecocage
caccttegga
aacacaacaa
sagtgtgatg
taggtcgett
ttttgttgtt
ttctocteca
tocgtggeaa
catgeegaat
ctttaetette
tgectgagea
actacttege
tgtgggaget
actggaagac
acgcoccacct
agcggeagtg
cgectgetegg
ccatgooctg
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ctgagaacaa
attatgaage
tgacaaccta
tcttgtgaag
cgttatgatt
gttacttcat
tccacctgeo
cttggeatat
aggttecatyg
ttgcaaatga
atggtitgat
cttttetoct
aactaaacgy
goaccagtgyg
tgaaaaacgyg
agtcaaacgt
gtogecattg
ataaataaat
caggtatget
gtatgtgtgt
gotaccatec
aggtgctcoeg
acacacaaaa
tacccaaaca
cetcatagag
ctgcacatec
cttetoccac
ggecctattc
ctcaccaatt
ccgoctoaac
cattccacac
tagaactaac
geogtgtoge
ggetatttot
tttctectac
agettgttgg
tatggtgtca
gccaggttte
ccgaaccaaa
aceccaatag
gtgaggtcag
ataaatattg
ctecccetaga
aaatecgeat
tageaaattt
tagacaaggt
ttgtgatcett
catagatgoc
Ccaagaagttg
cagtctttga
aatcctactg
goeatecoge
atgtgtittt
taatgateac
gtttaageac
tacatgettt
atgttgecatg
ctacetggaa
cgecggecty
gaagacggty
ccgeggeate
caagtecggac
caaggaggoc
cttcatcgge
gatcgtgage

gecaaggeot
guatgatttt
ttaccactat
tgcatatata
taacttetga
aegttatgttt
acaaacaata
catcceatta
gcacgtteca
ttgguacacyg
gcagtacact
aatcttgatt
gttgoaaaat
tgettgaact
gtgcaaaaac
tgoctatgtyg
ggccocacacga
ggaaatttat
ggtagccage
gtetgtgtgg
tcaacaagee
caccatoget
tectcaacat
tgtcttgata
cccgacctag
tcctctttece
toctggoogtt
cocaattgot
gecaagttggg
totgatceag
gtggectgge
accggagagg
gtcataatat
ttetectgte
coegttgataa
tgocacgteg
cgtgagegtt
tgecaccagtt
gtgaacatgyg
aagctattge
ttgettgtge
caatgtteoat
tcagagacac
atgtagetca
tteatatgge
cttedgeoaca
attacgagtt
ttgttetcetg
cgtagtttgg
aggcaaagct
gtacaatgec
tctgtgetaa
agtaatgtaa
atacagttet
caceggtgea
gagteagttat
cagggecgtyg
cacttcagac
azgatggegg
gagggagget
gtoaacggea
ggctacacca
ctgoageygeg
cgectggacg
caggacgtgc

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
342¢0
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
462¢
4680
4740
4300
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
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25

<210> 14
<211> 6898
<212> DNA

<213> Triticum aestivum

<220>
<221> CDS

<222> unién(247..510, 602..1307, 1396..1460, 2277..2354, 2444..2554, 2652..2696, 3080..3253, 5942..6898) <223>
gen de la wSSII-A de Triticum aestivum para la almidoén sintasa II-A, cds completo.

<400> 14

21

agctggtgat gcotgggeacce gggogccacg acctggagag catgetgcocag cacttegage 6600
gggagcacca cgacaaggtg cgegggtaggg tggggttete cgtgegectg geogeacegga 6660
tcacggeggg ggoggacgeg ctocteatge ccotcccggtt cgagecgtge gggetgaace 6720
agotctacge catggoctad ggeaccegtce cogtogtgea cgoccgtegge ggoctcaggg 6780
acacegtgec geoecgttogac ccocctteaace actceggget cgggtggacyg ttegaccegeg 6840
cocgaggogea caagetgatc gaggcgcteg ggeactgect cegeacctac cgagacttca 6900
aggagagctyg gagageccte caggagogeg geatgtcgoa ggacttcage tgggagcacy 6960
cogocaaget ctacgaggac gtoctegtea aggecaagta ccagtggtga 7010

<210> 13

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> base_modificada

<223> Sonda para la PCR, 1-FAM-a, 25-a-TAMRA

<400> 13
ctectgectg tctatctgaa agceat 25



gggggeegtt
getegeggee
cagtccagcece
ccgcegetcetyg
gocgecatgt
cccgggagat
aggctgcact
cgogeegecy
cgogcacgoc
cgegtgegec
ggtcgeggag
gocggeacog
ggtgaacggt
cgcacccgca
caaagctaac
agctaccatt
gcegtegtee
cgatgttgaa
ggctettteg
cattggette
gggcetecettt

gaacgtggte
ctcttecagte

cattgtgttg
agagaggaca
tegaataata
gttagagtat
gggggtttge
acgccatcag
gtttacctge
goocagcacca
atggtitgcta

cgtacgtace
atttececogg
cactgacgec
ggcggaggac
cgteggoggt
cacgcaggcy
ggccgeegtg
ggaagaagga
geggtggoege
tcgagatcag
cggagggatc
coggoacega
gagaacaaat
cgegogoocs
gtegectege
tecatcagtyg
ggctcaaatt
cetgaactga
ccgectgcag
gaggagccceg
gaacatcacc
gtegtggety
tcteottecoyg
cataggtggt
tcgtgttatg
tcagtgattg
ttcatagecca
aaaaagtggt
tgaagggaat
cetgtagate
gtgtgtgtat
teatattcac
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cgccecctegt
cctgacceeg
gcgetactec
caacccgcge
cgcgtccgec
ggcgagggtyg
gcegoogeag
cgegagggtce
cgecaccaag
cteacgaatt
cegteaagac
ggcaggacge
ctaccggegy
atcegtegac
cgoagacgag
acaaggogec
tegtggtcto
agaagggtgc
cccecogetgt
tggaggcecaa
agaaccatga
ctgaatgtte
ttgttcataa
cttggagatg
gtactgcagy
gcataatgtt
accctggagg
ggttagcagt
gagtgtcggy
cgaataagta
ttatagtact
tgtaattgtt

gtaaagecge
tgaegtttace
ceactccege
atcgtaccat
gcgtecttod
agcgegougc
cgeacggete
gacgacgacy
gtagttggtt
gtttctacaa
getegatege
cgecegteca
cggcggegeg
ccagaacaga
catageccgag
ggagtccgtt
ggcttctget
ggtcatcgtec
acaagaagac
ggatgatgge
tteoggaccet
toectggtge
aactttgete
ttgegggtge
ctttcactta
attaagtgeca
ttaggttgtt
cggattteac
tacccgatcg
gttecctateo
ggatgatcaa

agtaaacagt
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cgecgtoegte
decacagagca
tgecaccacc
ggucegeceo
tegegetoge
gaccecacgo
gcgacggagg
cogegteoge
cgttatgact
aacgcacgcqg
gacgccgegg
cogagtatga
accaaagaca
gtaccagtga
gtegtggete
gtadcagecy
cecaggcetgg
gaagaagetc
ctttgggact
tgggetgttg
ttggcagggg
aaaacaggca
gaatcactca
tetgeccaag
actctgttga
agacatgaaa
ggggcctact
aaataaggag
accgttttge
tcagttaagt
tttatcaaca

ggatgtttgt

gcoogtoeoac
cactccagte
tccgectgeg
gatcccggeo
ctcecgecetec
cggggecggce
tgtggecgey
gaggcagecac
tgetgtatgg
ctegbgtgra
aaggtggege
acggcacgad
gcgggotgeco
acggtgaaaa
cggattccge
agaagocgec
acattgacag
caaacccaaa
tcaagaaata
cagatgatge
agaacgtcat
tggacattac
taagaacaaa
gctttggcaa
gtecatatgt
gtgttettet
gggtgeggga
gctgataacc
ccgacgtcag
accaaatatc
tttceggtta
aatgtagatyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
€60
7290
780
840
900
%60

1020
1080
1149
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



atggctaaat
tegggtttgy
gttttgggga
gtaaactatt
gtggtatcat
gatgatctga
tggtaccaag
aggcetgcetgyg
tatcataata
tttccatgcet
cegtcaggaa
attgcactga
tattttttea
cctetooaac
aacagatacyg
atgcacattt
taatattgat
attttggaaa
atgtagatat
attectotat
tggaaatetyg
agcatattac
catcgegeac
tccacattgt
gaggtaaatg
tgtagactac
cgtatgtagy
gtgcctacat
c¢tatgacata
ggacctcgea
gtatgtgtgt
gotectaagge
cacgacccoca
ttecatggtgg
atccaccaac
teattteeccee
catcgectge
ggagcccata
tegacttete
ccatggagag
agectageac
attggecgta
gacatetcoct
atcegaccoeg
ttoetetatt
taggggteat
gaacccocegc
acccacacat
caatacttag
cagtcttaac
atggaaagtg
attctacaac
ttoettttetyg
ttgcoccaattyg
ggatcaggga
gogaggegek
atttctcagg
tggtcecaget
getegetoeg
caatgaacat
ttgtgecata
aagttgeata
ctttgaagge
gecatggota
taagecgettyg

gtatgttgte
ttagagccac
gttaactttc
ttetgecagte
ataaaccata
aattttaaat
gtatggggac
acaggtaagc
aatcaatttt
tatatcgatg
gacatttatg
taaactgaga
ggaaattatg
teaattgaca
taateteccet
ggtcaagegt
gatcettgtt
tagcattteoeo
ttitcgeactt
aatttgeagg
gtgtttattg
agggaccatg
caggttcctt
ttgaggaaac
catcagtggt
ggaaaactgg
gtcaaatgtt
cgccattggy
aataaaatgg
ggtatgccge
gtctgtgtgt
tatcattggc
teccagotctt
ccetaggtget
ccaacacgea
ctoataceca
gtogetgeac
cctcooctgca
ctctectect
ttggecatgy
cttteccoct
gtegaectgece
cgacctecca
aatcatcata
toecccaage
cgggttcaat
gtgcacataa
catactaagc
ccagagagag
ggctacaaac
tactatatgc
tgegagoaca
gtacgatggg

ggtgccgaac
cataaacgat

teatgattte
tcacttoeteg
aacgeccattt
cgcaatagga
tgegttettt
gatgecggtyg
gtttggtegt
aaagctaatt
gttgettgga
gggtcegettt
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aagoetttcat
caaaatccca
gggattcagt
atcccaattg
tattatteaa
ttgatgataa
tatgaggaag
gaaaatgcaa
aagtaaaaaa
gagttgattt
ggggocagcag
ataagccaaqg
aagcgcatga
acctattace
tgtgaagtgt
tatgatttaa
acttcategt
acctgcocaca
ggcatatcat
tteccttggea
caaatgattyg
gtttgatgca
ttctoctaat
taaaggggtt
gecttgaactt
tgcaaaaact
geetatgtgg
cacacacact
aaatttataa
tagocageac
ggagtegggg
gtgctagcac
cctoaacaaqg
ctgcaccate
aaatcctcaa
aacctgtote
aacgectgac
catcetecte
tetecetgete
coctatteoe
cactaatitge
goctoaacte
ttccacacge
gaaccaacge
tgtgtogegt
ggotagetca
tttattitget
cattttigte
aacatgagct
agaggatatg
acacaagagc
aaagtgtaca
tggctcaaagqg
tacattaaag
tocataaata
catcteoccte
tetaaatceg
ggcgectottg
tttggatcac
getetgetot
ggtttcaget
cttaactgct
ccctocgatca
gtcacttitta
tgcteaattt

tttaaagaaa
gaatttttgy
tagagacgct
ttectgtagaa
aatctagaat
ttgagaaatg
cctacgatgt
tcaaaggygaga
atttgtoctg
tgtgttcatt
acaggttaat
gogtactgac
ttttgttetg
actatacaat
atatatacta
cttctgataa
tatgtttatg
aacaataata
cccattaaat
cgttcecatge
gcacacggca
gtacactegg
cttgtttttt
gcaaaattat
gtcacgeatg
tggctattgt
cattgtattc
coctattaca
taaaaatgat
gocctaatea
gIIIIIIIIY
cgooggatet
coccaccteca
getegaagtyg
catcatttga
gataaccett
ctagocggac
ttteeecata
tggeegtttt
caattgctcg
aagttgggga
tggtecagac
ggcectggaga
cagagaggtc
cataatataa
tgeatggace
atttatttet
tettgeetge
tgttggtgee
gtgtcacate
cagagecagg
tgucgaacca
acaccccaat
tggcaaggtce
ttgcaatgtt
atatcagaga
catatgtage
ggocccctttyg
gggcagacge
tecagaagac
aggaacaggyg
tggtogattt
agttattaga
agcectaggtog
gtattttgtt
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attttattgg
gagttggett
cttactagtt
attaaaagta
catggacttyg
atcottteta
caggagtccga
gotgaaattt
caggatatqgg
gacgeteocta
tttetatatg
tggeatatga
caaggccget
tatgtgtatg
ataacattte
tctattgeac
ttctotteac
tatactccta
attattggte
ggcggtgtec
ctcctgoetg
tecattatgg
ctetagheote
gatggettat
tteactttgg
gtgcaatacg
cegtetatag
tgtgggacceo

ggcctyggggt
ttaateceet
tatgtattect
ccatcaacac
geetecaacte
gcaacgtegt
cagtgagecat
ggagotgeac
cattatagaa
gaccgtgecyg
cooogecgcy
cactaggagyg
gcoccctoacy
ctogttoceg
ggatcaccge
atcccgacga
gacgggottyg
tgactttagg
cctatctact
tgataagtgy
gegtiggeaa
aacgtgcaga
tttttgeoace
aagtgaacac
agaagctatc
agttgattgce
cattcaaatt
catttggteg
tcacttcaat
cgtagcaatt
gctagatgag
acttgtgatt
tgtcacctte
ggaaggagca
cggatcaaat
cttgeecatca

gttatgtgtt

gagetagttt
gtgacagagg
ccagtaaaga
gaaaatagtt
getagacttt
tcttaggttg
aaatactaca
caatgettac
aagtgaatta
tettocgaca
ttggtgtityg
ttacacattt
gtcgaggtat
catgtattte
aatacctcac
tgatgaacaa
cggegeattg
ctttcatecea
catcattttt
cttatgggga
tectatctgaa
tgatacataa
tactattcac
gaaagttatg
tgcttacagt
gtgtatttte
atgttagacc
acttgtcage
cttgaaaatyg
atgeacttea
tatatecttt
cgacatcate
gggcagcacae
tgtcatgace
gecactottg
aagttgtgac
gectgecettg
ccategeaaa
aagetgcoaat
tcctccttga
agctcectac
tggectegac
atgttcatcc
cgtcgecactyg
tttgtatcte
tcccaggttc
aataagtggg
gacccacadg
gccacgocag
gegtttacga
agttttttgt
ggcgagtcca
accteggaca
goetatgtgtt
cttaacattt
tgtacactaa
gacttgactt
ttttcatatg
gtoticecaca
ttattacgag
ggacaagaag
caacaacagt
gtggtacagt
cgetttgtgt
tttagttatg

15880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180 -
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
43980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820



tagectgaac
attoctttet
gggecgtgge
cttcagactg
gatggcggac
gageggctyyg
caacggcatc
ctacaccaac
gcagcgcegay
cctggacgyy
ggacgtgcay
cttcgagegg
gcaccggatce
getgaaccag
getgagggac
cgaccgcgeco
ggactacaag
ggagcatgce

tttctggact
tgggtactce
ccagtagatyg
tacgaccccyg
caggtigteg
gggettcacy
gacaacatgg
ttctocetga
ctgggectge
cagaagggcyg
ctggtcatge
gagcaccacyg
acggcagggcy
ctetacgeca
acagtgecge
gaggcgcaca
gagagctgga
gocaagetcet
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tagtttttite
gttgggctaa
aattccegtt
tgggtggtga
tggtgagece
acatcatacyg
agtggaaccc
gcacgctgga
aggtcogoge
tggagatcat
tgggcacegg
acaaggtgeg
cogacgoget
tggectacgg
cgttegacece
agctgatcga
ggggcctcoa
acgaggacgt

ctctataatg
ttettteotet
caccgagttyg
geacgcecaac
cgggtacctyg
gcagaacgac
cgaggtggac
cteocggoaag
cgacgtgeooeg
cgcggacgec
cagecacgac
cgggtgggtyg
cctcatgeec
caccgtccec
cttcaaccac
ggcgeteggg
ggagcgeggce
cotoctcaag

24

atcacatget
tgattgatgt
cetgageact
tacttegeog
tgggagetca
tggaagaccc
gtocacetec
cggcagtgea
ctgetegget
atgecoctgga
c¢tggagagca
gggttcteoeg
teceggticg
gtegtgoacy
tceggecteg
cactgcctce
atgtegeagg
gocaagtace

ttggtcagtt
tgtatatgeca
acctggaaca
coaggectgaa
agacggtgga
geggcategt
agteggacgg
aggaggceact
tecateggeeyg
tegtgagoca
tgetgeggea
tgocgectgge
agoogtgegy
ccgteggegy
ggtggacgtt
gcacctaceg
actteagetyg
agtggtga

5880
5340
6000
6060
6120
6180
6240
63060
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6898
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para detectar la presencia de trigo comun en una muestra de interés, cuyo método comprende: llevar
a cabo un procedimiento operativo de PCR usando un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta por
SEQ ID NO:5 y un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta por SEQ ID NO:6, con un acido
nucleico extraido de la muestra de interés que se usa como molde; y detectar la presencia de un producto de
amplificaciéon de PCR.

2.- Un método para detectar cualitativa y/o cuantitativamente la presencia de trigo comun en una muestra de interés,
cuyo método comprende: llevar a cabo un procedimiento operativo de PCR cuantitativa usando un cebador que
consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:5, un cebador que consiste en la secuencia de bases
expuesta en SEQ ID NO:6, y una sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en
SEQ ID NO:11, con un acido nucleico extraido de la muestra de interés que se usa como molde.

3.- El método para detectar cualitativa y/o cuantitativamente la presencia de trigo comun segun la reivindicacion 2,
en donde la sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11 es una
sonda de acidos nucleicos marcada, cuyo método comprende obtener una curva de amplificaciéon monitorizando
durante la PCR una sefial que corresponde a la cantidad de un producto de amplificacion generado por la sonda de
acidos nucleicos marcada.

4.- El método segun la reivindicacion 2, en donde la sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de
bases expuesta en SEQ ID NO:11 es una sonda de acidos nucleicos marcada, cuyo método comprende obtener una
curva de amplificacién monitorizando durante la PCR una sefal que corresponde a la cantidad de un producto de
amplificacién generado por la sonda de acidos nucleicos marcada, y detectar cuantitativamente la presencia de trigo
comun usando una curva de calibracién que ha sido construida por anticipado.

5.- Un conjunto de cebadores que comprende un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ
ID NO:5 y un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:6.

6.- Una sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11.

7.- La sonda de acidos nucleicos segun la reivindicacion 6, que consiste en la secuencia de bases expuesta por
SEQ ID NO:11, modificada por un fluoréforo en su extremo 5-terminal y modificada por un desactivador de
fluorescencia en su extremo 3'-terminal.

8.- Un método para detectar la presencia de trigo comun y/o un trigo distinto de trigo comun existente en una
muestra de interés, cuyo método comprende:

(1) preparar una muestra de acido nucleico extrayendo un acido nucleico de la muestra de interés, y

(a) detectar la presencia de trigo comun llevando a cabo un procedimiento operativo de PCR cuantitativa
que utiliza la muestra de acido nucleico, un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID
NO:5, un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:6, y una sonda de acidos
nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11 y obtener una curva de amplificacion
monitorizando una sefial que corresponde a la cantidad de un producto de amplificacién generado por la sonda de
acidos nucleicos, y

(b) detectar la presencia de trigo llevando a cabo un procedimiento operativo de PCR cuantitativa que utiliza
la muestra de acido nucleico, un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:9, un
cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:10, y una sonda de acidos nucleicos que
consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:13 y obtener una curva de amplificacion monitorizando
una sefal que corresponde a la cantidad de un producto de amplificacion generado por la sonda de acidos ; y

(2) comparar los resultados de (a) con los resultados de (b).
9.- El método segun la reivindicacion 8, que comprende:

(1) en (a), obtener una curva de amplificacion monitorizando una sefial que corresponde a la cantidad de un
producto de amplificacion generado por la sonda de acidos nucleicos y detectar cuantitativamente la presencia de
trigo comun usando una curva de calibracion que ha sido construida por anticipado. y

en (b), obtener una curva de amplificacion monitorizando una sefial que corresponde a la cantidad de
producto de amplificacion generado por la sonda de acidos nucleicos y detectar cuantitativamente la presencia de
trigo usando una curva de calibraciéon que ha sido construida por anticipado; y

(2) comparar el valor cuantitativo de (a) con el valor cuantitativo de (b).

10.- El método segun la reivindicacion 8 6 9, en donde la sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de
bases expuesta en SEQ ID NO:11 y la sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta
en SEQ ID NO:13, son sondas de acidos nucleicos marcadas.
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11.-El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en donde la sonda de acidos nucleicos que
consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11 es una sonda de acidos nucleicos modificada en su
extremo 5’ terminal por un fluoréforo y modificada en su extremo 3’ terminal por un desactivador de fluorescencia, y
la sonda de acidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta por SEQ ID NO:13 es una sonda de
acidos nucleicos modificada en su extremo 5’ terminal por un fluoréforo y modificada en su extremo 3’ terminal por
un desactivador de fluorescencia..

12.- Un kit de deteccion de trigo comun, que comprende un conjunto de cebadores con un cebador que consiste en
la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:5 y un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en
SEQ ID NO:6.

13.- El kit de deteccion de trigo comun segun la reivindicacion 12, que comprende, ademas, una sonda de acidos
nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11, que esta modificada en su extremo 5’
terminal por un fluoréforo. y que esta modificada en su extremo 3’ terminal por un desactivador de fluorescencia..

14.- El kit de deteccidon de trigo comun segun la reivindicacion 13, que comprende, ademas, un conjunto de
cebadores con un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:9 y un cebador que
consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:10, y una sonda de acidos nucleicos que consiste en la
secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:13 que esta modificada en su extremo 5’ terminal por un fluoréforo y
que esta modificada en su extremo 3’ terminal por un desactivador de fluorescencia.
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FIG.1

LIMITE DE DETECCION DE DNA DE TRIGO COMUN POR PCR

Calle 1:20 nglul
Calle 2 : 10 ngiul
Calle 3: 1 nglul
Calle 4 : 0,1 ngful
Calle 5: 50 pglul
Calle 6: 10 pgiul
Calle 7 : 1 pglul
Calle 8 : agua

M : marcador
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FIG.2
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FIG.3
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FIG.4
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FIG.5
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FIG.6
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FIG.7
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FIG.8
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FIG.9
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