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DESCRIPCIÓN

Método para la detección cualitativa y cuantitativa de trigo común

Campo de la técnica

La presente invención se refiere a un método que detecta específicamente trigo común que usa un procedimiento 
operativo de PCR. La presente invención se refiere específicamente a un método para la detección específica 5
cualitativa y/o cuantitativa de trigo común existente en una mezcla de interés, p.ej., una materia prima alimenticia o 
un alimento procesado. La presente invención se refiere, además,  a un método que puede determinar si el trigo 
existente en una mezcla de interés es trigo común o es un trigo distinto de trigo común, por ejemplo trigo duro, y que 
puede detectar la presencia tanto de trigo común como de trigo no común. La presente invención se refiere, además,  
a un conjunto de cebadores, una sonda de ácidos nucleicos y un kit de detección para usar en los métodos de 10
detección 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 evalúen y seleccionan por si mismos la calidad de los 15
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 típico, está 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 exclusión de 20
estudios de rastreo de procedimientos de producción, no existe tecnología alguna que sea capaz de discriminar 
cualitativa y/o cuantitativamente trigo común de trigo duro en tales alimentos de trigo procesados, y existe la 
exigencia del desarrollo de una  tecnología tal..

Hasta la fecha, se han formulado métodos para la detección específica y altamente sensible de trigo empleando 
diversas tecnologías.  Estos métodos pueden clasificarse, básicamente, en métodos que utilizan como diana de 25
detección la proteína que deriva del trigo o el DNA existente en la muestra de interés.

Los métodos  para la detección de la proteína pueden ser puestos de ejemplo por métodos electroforéticos, métodos 
de transferencia western y métodos inmunoquímicos, y por métodos que son combinaciones de los precedentes. En 
particular. los métodos ELISA han disfrutado de amplia aceptación comercial debido a la disponibilidad del equipo 
periférico y de reactivos.30

No obstante, los linajes del trigo común y del trigo duro comparten una comunidad muy fuerte y sus  respectivos 
componentes constituyentes son, por tanto, también bastante similares. La proteína no es, en este caso, una 
excepción y si  bien existen diferencias en las proporciones de componentes proteínicos, casi no  hay diferencias en 
los tipos de proteínas presentes en estos trigos. Por consiguiente, es bastante difícil discriminar entre trigo común y 
trigo duro utilizando los niveles de proteínas.35

Por otra parte, se han ideado también diversas tecnologías para la detección específica de trigo empleando PCR, 
que es una tecnología de amplificación técnica. Sin embargo, el análisis de DNA o de genes del trigo no siempre es 
totalmente adecuado y esto ha hecho bastante problemático el desarrollo de un método de ensayo óptimo.

El Documento No Patente 1, indica un método de detección 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 detección con muy alta 40
especificidad de trigo común y es óptimo 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 almidón sintetasa II (SSII) codificado en los 45
genomas A, B y D del trigo.  Este método de detección hace blanco en una región común de SSII A, B y D, y es 
capaz de la detección específica y altamente sensible de trigo. Un conjunto de cebadores que discrimina 
específicamente SSII-D está descrito en el Documento de Patente 1, pero la especificidad no está, 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 físico en las etapas de 50
tratamiento de alimentos de intensidad media o alta, tales como el calentamiento. Cuando la región diana de la 
amplificación 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 región diana 
de la PCR sufra fragmentación incluso cuando el genoma de trigo haya estado sometido a fragmentación debida a la 55
aplicación 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 detección altamente específica y altamente sensible de 
trigo común existente en una materia prima alimenticia o en un producto alimenticio procesado. Además, dado que 
todavía no existe un método adecuado para discriminar cualitativa y/o cuantitativamente entre trigo común y un trigo 
no común, 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 detección5

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

Documento No Patente 1: Iida, 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  10
23 (2005).

Descripción de la invención

Un objeto de la presente invención es proporcionar un método específico y altamente sensible para detectar 
cualitativa y/o cuantitativamente trigo común en el trigo presente en una muestra de interés, p.ej., una materia prima 
alimenticia o un alimento procesado.  Otro objeto de la presente invención es proporcionar un método que puede 15
discriminar y detectar cualitativa y/o cuantitativamente  entre  trigo común y trigo no común, p.ej., trigo duro, 
existente en una materia prima alimenticia o un alimento procesado.

Otro objeto de la presente invención es proporcionar un conjunto de cebadores, una sonda de ácidos nucleicos y un 
kit de detección que puede emplearse en los métodos de detección mencionados que utilizan un procedimiento 
operativo de PCR.20

Como resultado de investigaciones intensas y extensas con objeto de conseguir estos objetos, los inventores 
presentes han descubierto  una secuencia de ácidos nucleicos específica en la almidón sintetasa II-D ubicada en el 
genoma D del trigo (abreviatura: SSII-D) y han descubierto también que podía conseguirse la detección específica y 
de alta sensibilidad, de trigo común en el trigo de una muestra de interés,  diseñando un conjunto de cebadores 
basado en esta secuencia de ácidos nucleicos  y llevando a cabo un procedimiento operativo de PCR utilizando este 25
conjunto de cebadores. Además, con objeto de descubrir una sonda de ácidos nucleicos eficaz para poner en 
práctica un procedimiento operativo de PCR cuantitativa, los presentes inventores han diseñado una sonda de 
ácidos nucleicos especial que procede del interior de la secuencia de ácidos nucleicos de la región acotada por esta 
sonda situada sobre el gen SSII-D.

Los presentes inventores descubrieron también que era `posible discriminar entre  trigo común y trigo no común,      30
p.ej.  trigo duro, existente en una muestra de interés, combinando el método de detección de trigo común 
mencionado, con un método para detectar una amplia gama de trigos mediante  la detección específica y altamente 
sensible de una región común de la SSII ubicada en los genomas A, B y D del trigo, y llevando a cabo una 
comparación relativa y/o una comparación 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 35
cromosomas. El trigo común es un hexaploide AABBDD y el trigo duro es un tetraplode AABB. Hasta la fecha, se 
sabe que un gran número de genes del trigo son idénticos y también se ha acumulado información acerca de la 
conformación de estos genes, pero esta información no siempre es totalmente adecuada.

Entre lo precedente, la presente invención se ha enfocado en particular sobre la almidón sintetasa II (abreviada 
como SSII-A, SSII-B y SSII-D) cuya conformación ha sido determinada en cada uno de los genomas A, B y D. Se ha 40
indicado que estas SSIIs están 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 II 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 específicamente cada uno de SSII-A, B y D. mediante el proceso de diseño del 45
conjunto de cebadores. Sintetizando esta información, se llegó a la conclusión de que podría ser posible detectar 
específicamente el grupo de trigo común, que tiene el genoma D,  descubriendo una secuencia de bases 
característica que pusiera de manifiesto diferencias sutiles entre SSII-A, SSII-B y SSII-D.

Así pues, se consiguió la detección de trigo común existente en un muestra de interés, seleccionando una secuencia 
de bases característica de SSII-D, ubicada en el genoma D presente en el trigo común pero que no tiene reacción 50
cruzada con otras plantas ni con el trigo duro, que carece del genoma D, diseñando una sonda de ácidos nucleicos y 
un conjunto de cebadores que complementariamente se hibridan a esta secuencia de ácidos nucleicos, y poniendo 
en práctica un procedimiento operativo de PCR utilizando lo precedente. Además, se consiguió la capacidad de 
discriminar cualitativa y/o cuantitativamente entre trigo común y trigo no común, 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 práctica 55
un método  desarrollado previamente, es decir, un procedimiento operativo de PCR dirigido hacia la región común 
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de SSII-A, B y D, en la misma muestra; y realizando una comparación relativa y/o una comparación absoluta de la 
expresión del producto de amplificación de PCR por medio de estos dos procedimientos operativos de PCR,

Por consiguiente, la presente invención es un método para detectar la presencia de trigo común  en una muestra de 
interés, en donde el método incluye poner en práctica 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 5
expuesta por SEQ ID NO:6, con un ácido nucleico extraído de la muestra de interés, que se utiliza como molde; y 
detectar la presencia de  un producto de amplificación de  PCR. En este método, puede confirmarse la presencia de 
un producto de amplificación  de PCR por métodos conocidos, por ejemplo, mediante una técnica de electroforesis, y 
confirmarse después la presencia de trigo común al observar el producto de amplificación de PCR.

La presente invención se dirige también a un método para detectar cualitativa y/o cuantitativamente la presencia de 10
trigo común llevando a cabo un procedimiento operativo de PCR cuantitativa utilizando el conjunto de cebadores 
antes descrito y una sonda de ácidos nucleicos específica. La presente invención, por tanto, es un método para 
detectar cualitativa y/o cuantitativamente la presencia de trigo común en una muestra de interés,  poniendo en 
práctica 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 15
sonda de ácidos nucleicos que tiene la secuencia de bases  expuesta en SEQ ID NO:11, con un ácido nucleico 
extraído de la muestra de interés, que se emplea como molde.

En una realización de este método según la presente invención, la sonda de ácidos nucleicos que consiste en la 
secuencia de bases  expuesta en SEQ ID NO: 11, es específicamente una sonda de ácidos nucleicos marcada y la 
presencia de  trigo común puede detectarse cualitativa y/o cuantitativamente obteniendo una curva de amplificación 20
durante la realización de la PCR, monitorizando una señal que corresponde a la cantidad de producto de 
amplificación y generada por la sonda de ácidos nucleicos marcada.

En una realización 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 amplificación; se 
determina un ciclo umbral (valor Ct) estableciendo un umbral adecuado; después se construye una curva de 25
calibración  en función de la cantidad inicial de molde; y se determina la cantidad inicial de molde existente en una 
muestra de interés  utilizando la curva de calibración. Por consiguiente, una realización adicional es la detección 
cuantitativa, cuando  se lleva a cabo el procedimiento operativo de PCR cuantitativa antes citado, de la presencia de 
trigo común utilizando una curva de calibración construida con anterioridad.,

La presente invención se dirige también a un conjunto de cebadores que comprende un cebador que consiste en la 30
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 ácidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta por SEQ ID NO: 
11, y a una sonda de ácidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases indicada en SEQ ID NO: 11, tiene un 
extremo 5’  terminal modificado por un fluoróforo, y posee un extremo 3’ terminal  modificado por un desactivador de 
fluorescencia (quencher).35

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

     (1) Preparar una muestra de ácidos nucleicos extrayendo un ácido nucleico procedente de la muestra de interés; 
y

(a) detectar la presencia de trigo común poniendo en práctica un procedimiento operativo de PCR 40
cuantitativa que utiliza esta muestra de ácidos 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 ácidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO: 11, y obtener una curva 
de amplificación monitorizando una señal que corresponde a la cantidad de producto de amplificación que ha sido 
generado por la sonda de ácidos nucleicos, y45

(b) detectar la presencia de  trigo poniendo en práctica  un procedimiento operativo de PCR cuantitativa que 
utiliza la muestra de ácidos 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 
ácidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO: 13, y obtener  una curva de 
amplificación monitorizando una señal que corresponde a la cantidad de  producto de amplificación que ha sido 50
generado por la sonda de ácidos nucleicos, y

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

En una realización del método mencionado, se lleva a cabo preliminarmente una PCR cuantitativa sobre muestras 
tipo diluidas en serie para obtener curvas de amplificación, se determina un valor Ct estableciendo un umbral 
adecuado; después,  por anticipado, se construye una curva de calibración en función de la cantidad inicial de 55
molde; y se determina la cantidad inicial de molde existente en una muestra de interés usando esta curva de 
calibración.
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Por consiguiente,  en una realización del método mencionado, (1) en (a), se obtiene una curva de amplificación 
monitorizando una señal que corresponde a la cantidad de producto de amplificación que ha sido generado por la 
sonda de ácidos nucleicos y la presencia de trigo común se detecta cuantitativamente utilizando una curva de 
calibración que ha sido construida por anticipado, y en (b) se obtiene una curva de amplificación monitorizando una 
señal que corresponde a la cantidad de producto de amplificación que ha sido generado por la sonda de ácidos 5
nucleicos y se detecta cuantitativamente la presencia de trigo usando una curva de calibración 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 común 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 común existente en la muestra de interés. 10
Además, cuando no se detecta en (a) un producto de amplificación de PCR mientras que se detecta en (b) un 
producto de amplificación de PCR, esto confirma que no está presente en la muestra de interés trigo común, al 
tiempo que está presente un trigo no común, p.ej., trigo duro.

Con respecto a la ejecución específica del método mencionado para detectar la presencia de trigo común y/o trigo 
no común, ambas sondas, la sonda de ácidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID 15
NO: 11 y la sonda de ácidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO: 13, pueden 
ser sondas de ácidos nucleicos marcadas. Más específicamente  la sonda de ácidos nucleicos que consiste en la 
secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO: 11 puede ser una sonda de ácidos nucleicos modificada en su 
extremo  5’ terminal por un fluoróforo y modificada en su extremo  3’ terminal por un desactivador de fluorescencia., 
y la sonda de ácidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta por SEQ ID NO: 13 puede ser una 20
sonda de ácidos nucleicos modificada en  su extremo  5’ terminal por un fluoróforo y modificada en su extremo 3’ 
terminal por un desactivador de fluorescencia

La presente invención se dirige también a los siguientes kits para realizar los métodos de detección mencionados: (i) 
un kit de detección de trigo común 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 25
SEQ ID NO:6; (ii) un kit de detección de trigo común 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 ácidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en 
SEQ ID NO: 11, que está modificada en su extremo 5’ terminal por un fluoróforo, y que está modificada en su 
extremo 3’  terminal por un desactivador de fluorescencia; y /iii) un kit de detección de trigo común que comprende 30
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 ácidos nucleicos que 
consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11, que está modificada en su extremo 5’ terminal por un 
fluoróforo, y que está 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 35
consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:10, y una sonda de ácidos nucleicos que consiste en la 
secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:13 que está modificada en su extremo 5’ terminal por un fluoróforo y 
que está modificada en su extremo 3’  terminal por un desactivador de fluorescencia.

La presencia de trigo común  en una muestra de interés puede detectarse cualitativa y/o cuantitativamente con alta 
especificidad y alta sensibilidad, por el método de detección de trigo común de la presente invención. Además, 40
puede llevarse a cabo con el método de la presente invención una discriminación muy exacta de si el trigo de una 
muestra de interés es trigo común, o es un trigo no común, tal como trigo duro, o ambos. El método de la presente 
invención puede detectar también cuantitativamente el trigo común y/o trigo no común, p.ej., trigo duro existente en 
una muestra de interés.

El método de la presente invención es útil como un método para identificar el trigo presente en una muestra de 45
interés, p.ej., en un alimento procesado, y es útil como método para discriminar entre si este trigo es trigo común, o 
es un trigo no común ( trigo duro es un ejemplo típico), o ambos,  y es útil como método de detección de los mismos.

El método de la presente invención puede ser  conveniente, rápida y muy exactamente puesto en práctica utilizando 
el conjunto de cebadores de la presente invención,  la sonda de ácidos nucleicos de la presente invención, y el kit de 
la presente invención que comprende lo precedente.50

Descripción breve de los dibujos

La FIG. 1 es una fotografía que muestra el límite de detección de trigo común por PCR

La FIG. 2 muestra una evaluación (correlación entre el número de ciclos de PCR para alcanzar la línea 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 
ácidos nucleicos SSII-D1797T (SEQ ID NO:11) para la detección de trigo común en la PCR cuantitativa.55

La FIG. 3  expone una evaluación (especificidad para trigo común del conjunto de cebadores y la sonda de ácidos 
nucleicos) del conjunto de cebadores 3 (SSII-D1769U/1889L:SEQ ID NOS:5/6) y la sonda de ácidos nucleicos          
SSII-D1797T (SEQ ID NO:11) para la detección de trigo común en la PCR cuantitativa.
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La FIG.4 expone los resultados de la PCR cuantitativa sobre soluciones mixtas de  DNA genómico de trigo común y 
DNA genómico 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 ácidos nucleicos SSII-Aex7-T82 (SEQ ID NO:13) para la 
detección de trigo.

La FIG. 5 muestra los resultados de la PCR cuantitativa llevada a cabo utilizando el conjunto de cebadores 5         5
(SSII-A3118U/3231L: SEQ ID NOS:9/10) y la sonda de ácidos nucleicos SSII-Aex7-T82 (SEQ ID NO:13) para la 
detección de trigo y que usa DNAs de molde preparados extrayendo el DNA genómico de harina de trigo común 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 genómico de trigo común y 
DNA genómico de trigo duro en diferentes razones de mezcla, apropiadas,  que utiliza el conjunto de cebadores 3 10
(SSII-D1769U/1889L: SEQ ID NOS:5/6) y la sonda de ácidos nucleicos SSII-D1797T (SEQ ID NO:11) para la 
detección de trigo común.

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 ácidos nucleicos SSII-D1797T (SEQ iD NO:11) para detectar 
trigo común y que utiliza DNAs de molde preparados extrayendo el DNA genómico de harina de trigo común y harina 15
de trigo duro mezcladas en proporciones diferentes, apropiadas.

La FIG. 8 muestra la conexión obtenida de los resultados de la FIG. 6, entre la proporción de mezcla de trigo común 
y el número de ciclos de PCR para alcanzar la línea umbral; y

La  FIG 9 muestra la conxión obtenida de los resultados de la FIG 7,  entre la proporción de mezcla de trigo común y 
el número de ciclos de PCR para alcanzar la línea umbral.20

Modo mejor para llevar a cabo la invención

En la presente invención, trigo se refiere a todo trigo cultivado como trigo comestible, con inclusión de trigos 
comunes, que poseen una estructura genómica 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, así como también el trigo compacto (T. compactum) y el trigo espelta (T. spelta). Además 25
del trigo duro, también está clasificado como trigo de dos granos, por ejemplo, el trigo forrajero (T. dicoccum).

La presente invención es útil para discriminar entre trigo común y trigo de dos granos, p.ej., trigo duro, en muestras 
diversas de interés, p.ej., materias primas alimenticias y alimentos procesados. 

Sigue una descripción detallada de la muestra de interés empleada  por la presente invención, la extracción de ácido 
nucleico (por ejemplo DNA) de la muestra de interés. la preparación de la muestra de ácidos nucleicos, la secuencia 30
de bases diana de la detección,  el conjunto de cebadores, la sonda de ácidos 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 extracción de un ácido nucleico, p.e., DNA genómico 
o uno de sus fragmentos,  que se origina de la muestra de interés,  pero que, por otra parte, no está particularmente 
limitado. Por ejemplo, puede utilizarse como la muestra de interés una planta, una materia prima, un material 35
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 extracción del 
ácido nucleico, por ejemplo, por pulverización. 40

No hay límites específicos 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 
invención cuando la solución de muestra de ácido nucleico preparada extrayendo ácido nucleico de la muestra de 
interés contiene al menos 10 ppm y, preferiblemente,  no menos que 50 ppm de ácido nucleico derivado de trigo.

Además, en comparación con productos biológicos tales como proteínas, el ácido nucleico es relativamente estable 45
a tratamiento físico, tal como el empleo de calor o presión, y es posible una buena detección incluso cuando el ácido 
nucleico está presente en  microcantidades en un producto procesado que ha sido sometido a un tratamiento tal.

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

El ácido nucleico que procede de la muestra de interés es, preferiblemente, DNA genómico de una planta presente 50
en la muestra de interés. No hay limitaciones particulares sobre el método de extracción de ácido 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 según sea necesario. El ácido nucleico extraído 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 tampón adecuado y se guarda a temperaturas bajas. Procediendo de 
este modo, puede prepararse una solución de ácido nucleico que  será  la muestra de ácido nucleico, por ejemplo, 
una solución de DNA molde.5

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

En este caso, existe el riesgo de mezcla de RNA dado que la razón de 269/280 nm se aproxima a 2,0 y debido a 10
este hecho debe tenerse precaución al analizar la concentración de DNA.

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

Un gran número de genes han sido identificados a medida que los métodos de determinación de las secuencias de 15
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 Información de Biotecnología (NCBI) 
del Instituto Nacional de la salud, y el Banco de Datos de DNA de Japón (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 será el objetivo de la detección.  Por regla general, el 20
DNA de vegetales, con inclusión del trigo, está compuesto de DNA genómico,  DNA de cloroplastos, y DNA 
mitocondrial. El DNA genómico se encuentra en la células  como solamente un conjunto único en el núcleo, 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 número de orgánulos particulares presentes en una célula.

A fin de conseguir los objetos de la presente invención, fue necesario seleccionar, como la diana de detección, una 25
secuencia de bases de DNA que fuera específica del DNA existente en el genoma D del trigo y para el cual se había 
determinado el número de copias existente en el DNA del genoma D del trigo. Utilizando la secuencia de bases 
seleccionada como datos básicos, puede diseñarse un conjunto de cebadores y una sonda de ácidos nucleicos, bien 
adecuados para un método de detección que se basa en la PCR.

Varias condiciones están impuestas en el diseño de conjuntos de cebadores.  Así pues, aun cuando puede utilizarse 30
cualquier conjunto de cebadores que puede amplificar específicamente la secuencia de bases de DNA que es el 
objetivo de la amplificación, dado que el DNA genómico existente en la muestra de interés sufre fragmentación 
durante las etapas de tratamiento cuando la muestra de interés es un alimento procesado, el conjunto de cebadores 
se diseña, deseablemente, para proporcionar un producto de amplificación de PCR de 80 a 500 bp y más 
preferiblemente, de 80 a 150 bp. aproximadamente. Con objeto de obtener  un producto de amplificación de PCR 35
adecuado, la secuencia de bases de la sonda de ácidos nucleicos utilizada para la PCR cuantitativa y el conjunto de 
cebadores deben satisfacer varias obigaciones. La sonda de ácidos nucleicos utilizada en la PCR cuantitativa se 
diseña, deseablemente, para que tenga, aproximadamente una Tm 10ºC 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 desactivación fluorescente.40

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

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. Además, la secuencia de bases de SEQ ID 45
NO:11 es la secuencia en las posiciones 1797 a 1819 del gen SSII-D del trigo.

Aún más, 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.50

La PCR puede llevarse a cabo usando el conjunto de cebadores diseñado procediendo como antes y empleando 
como molde  ácido nucleico extraído de la muestra de interés,  o la PCR cuantitativa puede llevarse a cabo usando 
el conjunto de cebadores diseñado  procediendo como antes, ácido nucleico extraído de la muestra de interés, como 
molde,. y también una sonda de ácidos nucleicos

La ejecución del procedimiento operativo de PCR y el procedimiento operativo de la PCR cuantitativa puede utilizar 55
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 específico utilizado durante la 
ejecución del procedimiento operativo de la PCR o del procedimiento operativo de la PCR cuantitativa.

La presente invención se dirige a un método para detectar la presencia de trigo común existente en una muestra de 
interés, en donde el método comprende llevar a cabo un procedimiento operativo de PCR utilizando como molde , un 
ácido nucleico extraído de la muestra de interés, un cebador que consiste en la secuencia de bases expuesta en 5
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 amplificación de PCR.

Para llevar a cabo el procedimiento operativo de PCR,  puede prepararse una solución de reacción  PCR mezclando 
cantidades apropiadas de, por ejemplo,  cada uno de los reactivos siguientes: el conjunto de cebadores, el ácido 
nucleico que sirve de molde, un tampón adecuado tal como Tris-HCl, dNTP, cloruro potásico, cloruro magnésico y 10
una DNA sintetasa resistente al calor.

La reacción PCR se compone de las tres etapas siguientes: desnaturalización térmica del DNA de molde, hibridación 
de extremos complementarios (reasociación) del DNA de molde con el conjunto de cebadores, y una reacción de 
síntesis 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 15
tomando en consideración la secuencia de bases de la región que ha de ser amplificada y su longitud. Las 
condiciones específicas de las etapas de la reacción PCR no están limitadas particularmente, y la reacción PCR 
puede llevarse a cabo, por ejemplo, manteniendo durante 10 minutos a 95ºC, repitiendo luego 35 a 40 ciclos donde 
1 ciclo consiste en 30 segundos a  95ºC, 30 segundos a 60ºC, y 1 minuto a 72ºC, manteniendo durante 7 minutos a 
72ºC una vez completado el ciclo, y manteniendo después a 4ºC.20

Esta reacción 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 invención en cuanto a la detección del producto de amplificación de 
PCR, pero la detección del producto de amplificación de PCR se lleva a cabo, típicamente, mediante un método 
electroforético o un método de detección de fluorescencia. Por ejemplo. el producto de amplificación de PCR que 25
procede de la muestra de interés puede someterse a electroforesis en gel de agarosa, si es necesario en 
combinación con un testigo negativo, un testigo positivo y un marcador, y la electroforesis se sigue luego por tinción 
con un intercalador tal como bromuro de etidio, y detección por exposición a luz ultravioleta.

En este caso. la observación de una banda del producto de amplificación de PCR  significa, entonces,  que se 
encuentra presente trigo común en la muestra de interés.30

La  presente invención se dirige también a un método para detectar cualitativa y/o cuantitativamente la presencia de 
trigo común en una muestra de interés, en donde se pone en práctica un procedimiento operativo de PCR 
cuantitativa empleando como molde un ácido nucleico extraído 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 ácidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en 35
SEQ ID NO:11.

Este procedimiento operativo de la PCR cuantitativa denota, generalmente,  la ejecución de una serie de reacciones 
con objeto de cuantificar la cantidad de un ácido nucleico empleado como molde, por ejemplo ,la cantidad de un 
DNA de molde, en  la solución de reacción al comienzo de la reacción de amplificación de PCR. Puede utilizarse 
específicamente un procedimiento operativo de PCR en tiempo real  como el procedimiento operativo de la PCR 40
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 
señales en correspondencia con el número de moléculas de producto de amplificación producidas mediante la 
reacción de amplificación de PCR.

Se prefiere para la presente invención, el empleo de una sonda marcada fluorescente, y es más preferido el uso del 45
método de la sonda TaqMan. La sonda de ácidos nucleicos que consiste en SEQ ID NO:11 y la sonda de ácidos 
nucleicos que consiste en la secuencia de bases de SEQ ID NO:13, pueden incorporarse en sondas TaqMan que 
pueden causar las variaciones de las señales a que se ha aludido antes. Para esta sonda de ácidos nucleicos se 
utiliza habitualmente DNA.

Se usa la sonda de ácidos nucleicos descrita precedentemente, doblemente marcada  con un fluoróforo y un 50
desactivador de fluorescencia (quencher)  (una sustancia que posee actividad de desactivación fluorescente)), para 
llevar a cabo el método de la sonda TaqMan. En general el extremo 5’ terminal de la sonda de ácidos nucleicos se 
modifica con un fluoróforo y el extremo 3’ terminal se modifica con un desactivador de fluorescencia. El fluoróforo 
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 fluoróforo y el 55
desactivador de fluorescencia, y puede hacerse uso de una selección adecuada de fluoróforos y desactivadores de 
fluorescencia que se ajusta a la ejecución del método de la sonda TaqMan.
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Dependiendo de la reacción de amplificación de PCR,  la sonda TaqMan mencionada se somete a digestión por 
DNA polimerasa y la  fluorescencia de la solución de reacción de la PCR queda aumentada por la liberación del 
fluoróforo. Se obtiene una curva de amplificación monitorizando la  intensidad de la señal detectada debida a la 
fluorescencia que resulta.  Un aumento de fluorescencia es, entonces, un indicador que expresa el grado de 
aumento del producto de amplificación de PCR. Esto hace posible una detección sencilla y conveniente, en tiempo 5
real, del estado de la amplificación 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 amplificación; se 
determina un ciclo umbral (valor Ct) estableciendo un umbral adecuado; luego, por anticipado,  se construye una 
curva de calibración  en función de la cantidad inicial de molde; y se determina la cantidad inicial de molde de la 10
muestra de interés utilizando esta curva de calibración. Así 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 calibración

Para llevar a cabo el procedimiento operativo de la PCR cuantitativa, puede prepararse una solución de reacción 
PCR mezclando cantidades apropiadas de, por ejemplo, cada uno de los reactivos siguientes: el conjunto de 15
cebadores, la sonda de ácidos nucleicos, el ácido nucleico que sirve de molde, un tampón adecuado, dNTP, cloruro 
potásico, cloruro magnésico y una DNA sintetasa resistente al calor. Las condiciones de reacción para realizar el 
procedimiento operativo de la PCR cuantitativa, pueden establecerse del mismo modo descrito anteriormente para el 
procedimiento operativo de  PCR. Además, puede utilizarse el equipo instrumental conocido para la puesta en 
práctica del procedimiento operativo de la PCR cuantitativa.20

La presente invención se dirige, además,  a un método de detección que combina el método descrito anteriormente 
para detectar la presencia de trigo común existente en una muestra de interés que usa un procedimiento operativo 
de PCR cuantitativa, con un método de detección de una amplia variedad de trigos, que usa un procedimiento 
operativo de PCR cuantitativa. 

Este es un método para detectar la presencia de trigo común y/o de un trigo no común  en una muestra de interés, y 25
comprende específicamente:

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

(a) detectar cuantitativamente la presencia de trigo común por puesta en práctica de un procedimiento 
operativo de PCR cuantitativa que utiliza esta muestra de ácido 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, 30
y una sonda de ácidos nucleicos marcada que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11,  
obtener una curva de amplificación monitorizando una señal que corresponde a la cantidad de producto de 
amplificación que ha sido generado por esta sonda de ácidos nucleicos  marcada, y detectar cuantitativamente la 
presencia de trigo común usando una curva de calibración que ha sido construida por anticipado, y

(b) detectar cuantitativamente la presencia de trigo por puesta en práctica de un procedimiento operativo de 35
PCR cuantitativa que utiliza la muestra de ácido 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 ácidos nucleicos marcada que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:13, obtener 
una curva de amplificación monitorizando una señal que corresponde a la cantidad de producto de amplificación que 
ha sido generado  por la sonda de ácido nucleico marcada y usar una curva de calibración que ha sido construida  40
por anticipado, y

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

Por ejemplo, la muestra de ácido nucleico preparada extrayendo ácido nucleico de la muestra de interés, puede 
dividirse en dos; por ejemplo, puede dividirse en al menos dos volúmenes iguales, y estos pueden someterse, 
respectivamente, a las reacciones de la PCR cuantitativa indicadas en (a) y (b) anteriores.45

Por ejemplo, se  confirma la presencia de trigo común en el método precedente cuando se detecta la presencia de 
trigo común en (a) y el valor cuantitativo no difiere del valor cuantitativo para el trigo en (b). Además, por ejemplo, 
cuando se detecta la presencia de trigo común 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 está originada por trigo no común existente en la muestra de interés y puede asumirse la presencia en la 50
muestra de interés de ambos, trigo no común y trigo común. Además, cuando, por ejemplo, no se detecta un 
producto de amplificación de PCR en (a) mientras que se detecta un producto de amplificación de PCR en (b), esto 
confirma que no está presente trigo común en la muestra de interés y que se encuentra presente en la muestra de 
interés un trigo no común, por ejemplo, trigo duro.

Utilizando este método, puede detectarse cuantitativamente la presencia de trigo común y trigo no común en la 55
muestra de interés, mediante un cálculo matemático que usa las curvas de calibración que han sido construidas al 
mismo tiempo
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El kit de la presente invención puede ser utilizado como un kit de reactivos para poner en práctica el procedimiento 
operativo de PCR o el procedimiento operativo de la PCR cuantitativa en los métodos de la presente invención. El kit 
de la presente invención puede incluir también varios reactivos optimizados para la puesta en práctica de la PCR y 
reactivos para la  detección

El kit de la presente invención, debido a que puede detectar indicios de trigo y/o trigo común hace posible adquirir no 5
solamente datos sobre si hay trigo presente en una muestra de interés, sino que también hace posible determinar la 
presencia/ausencia de trigo común y la presencia/ausencia de trigo duro,  y sus cantidades respectivas.. Como 
consecuencia de ello, puede exponerse una clasificación de las harinas de trigo de partida empleadas en un 
producto que hace uso de trigo duro, p.ej., macarrones.

Ejemplos10

La presente invención se describe más específicamente en los ejemplos que siguen, pero la presente invención no 
se limita a esos ejemplos.

1. Método de construcción de un conjunto de cebadores para detectar trigo común y una sonda de ácidos nucleicos 
para cuantificación.

< Selección de genes diana>15

El DNA genómico del trigo está compuesto, en general, por tres tipos de genomas, designados respectivamente A, B 
y D. El trigo común es un hexaploide que posee el genoma AABBDD, mientras que el trigo duro es un tetraploide 
que tiene el genoma AABB. La almidón sintetasa II, que es el gen diana  de la presente invención, está  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 II genes and 20
PCR-based selection of a SGP-1 null line. Theor. Appl. Genet., 111(6): 1072-9, Oct.  2005.

Se llegó a la conclusión de que los objetos de las presentes tareas podían conseguirse si pudiera formularse un 
método de detección de trigo común basado en PCR, usando estos genes como los genes diana, y usando un 
conjunto de cebadores que se hibridara específicamente con una secuencia de bases  sobre el genoma D, y se 
seleccionó como el gen diana de detección el SSII-D (gen de Triticum aestivum SSII-D de la almidón sintetasa II-D, 25
cds. completo. No. de catálogo AB201447, longitud total de 7010 bp) (SEQ ID NO:12).

< Diseño de un conjunto de cebadores específico para SSII-D>

Usando como diana el gen SSII-D, se llevó a cabo una investigación usando el soporte lógico de ingeniería 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 30
secuencias de bases y longitud del producto  de PCR, con objeto de diseñar un cebador óptimo. Se seleccionó, 
como resultado, una pluralidad de secuencias de bases de candidatos de cebadores. Las secuencias de bases 
seleccionadas  fueron reducidas, mediante una búsqueda BLAST, a cebadores que tuvieran un alto potencial para 
reconocer, específicamente, SSII de  trigo, y finalmente fueron seleccionados cuatro conjuntos de cebadores. Los 
valores  Tm de estos cuatro conjuntos de cebadores fueron calculadas teóricamente partiendo de la secuencia de 35
bases y se utilizaron como índice para establecer la temperatura de reasociación óptima en las reacciones PCR. 
Estos cuatro conjuntos de cebadores son el SEQ ID NO1 y SEQ ID NO:2, el SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4, el SEQ 
ID NO:5 y SEQ ID NO:6, y el SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8, indicados en la Tabla 2 que figura más adelante.

< Diseño de una sonda de ácidos nucleicos específica de SSII-D para  PCR cuantitativa >

Si bien varios procedimientos operativos de PCR cuantitativa han sido indicados ya, se usó el procedimiento 40
operativo de la sonda TaQMan, que es un tipo de procedimiento operativo de PCR cuantitativa, debido a la extensa 
disponibilidad de equipo analítico y de reactivos para la reacción. Se diseñó una sonda de ácidos nucleicos que 
correspondía 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 ácidos nucleicos, se usó el FAM (de Applied 
Biosystems Inc) para el fluoróforo y se uso el TAMRA (de Applied Biosystems Inc,) para el desactivador de 45
fluorescencia.

2. Extracción 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 más adelante.

La superficie de las semillas del trigo, otras plantas Poaceae, plantas Fabaceae, y así sucesivamente, se lavó con 50
una solución al 1,0% del tensioactivo SDS seguido de lavado a fondo con agua destilada y después se sometió a 
liofilización. Estas semillas fueron molidas finamente utilizando un aparato Multi-Beads Shocker (de Yasui Kikai 
Corporation) o un molino ultracentrífugo (de Retsch).
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Se extrajo el DNA genómico de cada muestra  molida usando un kit DNA Plant Mini (de QIAGEN). El procedimiento 
de extracción se llevó a cabo usando un método tomado de la publicación DNA Plant Mini Handbook, al que se 
habían añadido algunas modificaciones. Así, la muestra molida se suspendió en una solución mixta de solución 
tampón API y RNase A y Proteinase K y esta solución se mantuvo durante 2 horas en una capa de reacción 
calentada a 37ºC. Después de esto, se llevó a cabo el procedimiento operativo  según el Handbook.5

Para la Proteinase K, se añadió 5 l de una solución de Proteinase K (de TAKARA BIO INC.) de 20 mg/ml, por 0,1 g 
de la muestra molida.  Esta cantidad de adición puede cambiarse a una cantidad más apropiada dependiendo del 
tipo y de la condición de las semillas.

El DNA extraído se sometió a medida de la absorbancia en 230, 260, 280 y 320 nm usando un espectrofotómetro, 
con objeto de determinar su pureza y su concentración y se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Esto 10
fue seguido por la adición de agua pura o tampón TE para diluir a 20 ng/l obteniendo la solución de DNA de molde 
para la PCR.

3. PCR y método de detección del producto d amplificación de PCR

AmpliTaq (marca comercial registrada), Gold DNA Polymerase (de Applied Biosystems Inc.) y los reactivos 
proporcionados con ello se usaron para la PCR, y se preparó una solución de reacción PCR con la composición que 15
sigue. 

Así, se preparó una solución mezclando a fondo 2,5 l de tampón II de PCR, 2,5 l de mezcla de dNTP 2 mM, 1,5 l 
de cloruro magnésico 25 mM, 0,125 l de  AmpliTaq Gold DNA Polymerase 5 unidades/l, 2 l de conjunto de 
cebadores 2,5 M y 13,875 l de agua estéril, y esta solución se llevó a un total de 25 l mediante la adición de 2,5 
l de la solución de DNA de molde de 20 ng/l.20

Se usó un aparato 2720 Thermal Cycler (de Applied Biosystems Inc.) para el dispositivo de amplificación de PCR, y  
se emplearon las condiciones de reacción expuestas en la Tabla 1 que figura seguidamente. La temperatura de 
reasociación se basó en el valor Tm de los cebadores individuales, determinado mediante el procedimiento operativo 
de cálculo  descrito previamente. y se confirmó experimentalmente con objeto de establecer la temperatura óptima 
para cada conjunto de cebadores utilizado en la PCR25

Para llevar a cabo la electroforesis del producto de amplificación de PCR, se mezclaron  cantidades apropiadas de la 
solución de reacción  PCR y de un tampón de carga, y esta mezcla se cargó en un gel de agarosa al 3%.

Después de la electroforesis se llevó a cabo tinción con bromuro de etidio y se evaluó la presencia/ausencia de trigo 
común en la muestra confirmando un producto de amplificación de PCR de tamaño óptimo debido al conjunto de 
cebadores particular. La validez de la PCR se comprobó también en este punto, basándose en la 30
presencia/ausencia de bandas de amplificación para el testigo negativo y el testigo positivo.

Tabla 1. Condiciones de reacción de la PCR

primera etapa comienzo de la reacción 95ºC 10 minutos

desnaturalización 95ºC 30 segundos

reasociación 55ºC, 60ºC, o

56ºC*

30 segundossegunda etapa

(40 ciclos)

extensión 72ºC 30 segundos

tercera etapa extensión 72ºC 7 minutos

cuarta etapa almacenamiento 4ºC --

* la  temperatura de reasociación (hibridación de ácidos nucleicos) variaba con el conjunto de cebadores utilizado, y 
la temperatura de reasociación se fijó en 55ºC para el conjunto de SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2, el conjunto de SEQ 
ID NO:3 y SEQ ID NO:4 y el conjunto de SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8, a 60ºC para el conjunto de SEQ ID NO:5 y 35
SEQ ID NO:6, y a 56ºC para el conjunto de SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:10 (refiérase a la Tabla 2 que figura más 
adelante)

4. Detección de trigo común mediante los conjuntos de cebadores individuales

Los conjuntos de cebadores 1 a 4, que habían sido diseñados 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 diseñó usando el SSII-A (SEQ 40
ID NO:14) codificado en el genoma A del trigo como la secuencia parental, se exponen en ña 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 5
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 inspección pública, No. 2009-5588

Tabla 210

Conjunto de

cebadores

SEQ ID

NO:

Nombre de la

secuencia

Secuencia de

bases

1 SSII-D4015U 5’-CAA CAT CCG CAA ATA GTG AGC AT-3’1

2 SSII-D4142L 5’-GGC TAG GTC GGG CTC TAT GAG-3’

3 SSII-D4469U 5’-TCC TCG ACC TCC CAT TCC A-3’2

4 SSII-D4555L 5’-CCG GTG TTA GTT CTA TGA TGA TTC G-3’

5 SII-D1769U 5’-CAC CAT CAG TGA AGG AAT GAA TG-3’3

6 SSII-D1889L 5’-GGC GAT ATT TGG TAC CTA ATT GAA G-3’

7 SSII-D937U 5’-TCC GTT GTC CCA GCT GAG A-3’4

8 SSII-D1080L 5’-TGG CTT TGG AGC TTC TTC GA-3’

9 SSIIA3118U 5’-GGA TGG AAA TCT GGT GTT T-3’5

10 SSII-A3231L 5’-ACC ATA ATG GAC CGA GTG TAC-3’

.

Se realizo la PCR según el procedimiento operativo descrito anteriormente en “3. PCR y método de detección del 
producto de amplificación 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 amplificación de PCR de tamaño óptimo, se indican por + y – en la Tabla 3 para cada conjunto de 15
cebadores                        
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Tabla 3

Conjunto de cebadoresMuestra de 
las especies 
de plantas

No.
Región de 

producción de las 
especies de 

plantas 1 2 3 4 5

1 Japón + + + + +

2 Japón + + + + +

3 Estados Unidos + + + + +

4 Canadá + + + + +

trigo 

común

5 Australia + + + + +

6 Canadá + + -_ + +

7 Canadá + + _ + +

trigo

duro

8 Estados Unidos + + _ + +

9 Japón _ _ _ _ _

10 Japón _ _ _ _ _

cebada

11 Japón _ _ _ _ _

12 Canadá _ _ _ _ _
centeno

13 Alemania _ _ _ _ _

alforfón 14 Japón _ _ _ _ _

arroz 15 Japón _ _ _ _ _

maíz 16 Estados Unidos _ _ _ _ _

soja 17 Japón _ _ _ _

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

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

5. Evaluación del límite de detección de la PCR10

El límite de detección semicuantitativa de DNA para el trigo común se examinó por PCR utilizando el conjunto de 
cebadores 3 (SSII-D1769U/1889L:SEQ ID NOS: 5/6), que proporcionó una detección específica, excelente, del trigo 
común. Usando una solución de DNA de esperma de salmón como la reserva de dilución, DNA genómico extraído 
de trigo común se diluyó en serie para proporcionar 20 ng/l, 10 ng/l, 1 ng/l, 0,1 ng/l, 50 pg/l, 10 pg/l y 1 pg/l.
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Se llevó a cabo PCR usando 2,5 l de la solución mencionada como la solución de DNA de molde y empleando el 
procedimiento operativo descrito anteriormente en “3, PCR y método de detección del producto de amplificación de 
PCR” y 5,0 l de la solución de PCR se sometió a electroforesis. Los resultados de la detección se exponen en la 
FIG. 1.

El límite de detección para el conjunto de cebadores 3, utilizando  una solución de DNA de trigo común como molde, 5
fue 50 pg/l. Esto puso de manifiesto que podía detectarse DNA genómico de trigo común usando el conjunto de 
cebadores 3 con una alta sensibilidad de 50 pg/l, por PCR.

6.  Confirmación de la detección específica de trigo común por PCR cuantitativa

Se investigó la aptitud para detectar específicamente trigo común en la PCR cuantitativa utilizando el conjunto de 
cebadores 3 (SSII-D1769U/1889L:SEQ ID NOS: 5/6), que detecta específicamente  trigo común, y una sonda de 10
ácidos nucleicos en combinación con ese conjunto.

Los DNAs extraídos de un total de cinco muestras de interés, a saber, trigo común, trigo duro, cebada, arroz y 
alforfón, se utilizaron como los moldes de DNA. La validez de la PCR cuantitativa se confirmó en este caso por la 
presencia/ausencia de una señal de amplificación empleando como blanco  agua estéril exenta de DNA de molde.

Se usó para la PCR cuantitativa la TaqMan Universal PCR Master Mix (de Applied Biosystems Inc.) y se preparó una 15
solución de reacción  PCR cuantitativa con  la composición que sigue. Así , se preparó una solución mezclando  a 
fondo 12,5 l de TaqMan Universal PCR Master Mix (2X), 0,5 l de conjunto de cebadores 25 M, 0,5 l de sonda 
de ácidos nucleicos 10 M, y 9 l de agua estéril, y esta solución se llevó a un total de 25 l mediante la adición a la 
misma de 2,5 l de la solución de DNA de molde. Se emplearon las soluciones siguientes para la solución de DNA e 
de trigo empleada como molde:: soluciones de DNA de trigo preparadas por dilución en serie, usando una solución 20
de DNA de esperma de salmón como diluyente, de DNA genómico del trigo para proporcionar 29 ng/l, 10 ng/l,      
1 ng/l, 0,1 ng/l, 50 pg/l. 10 pg/l, y 1 pg/l.  Se usó una solución de DNA diluida a 10 ng/l con una solución de 
DNA de esperma de salmón, para el trigo duro, cebada, arroz y alforfón. La sonda de ácidos nucleicos que se 
empleó en esta PCR cuantitativa se expone en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencia de la sonda de ácidos nucleicos25

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 ácidos nucleicos se modificó con FAM y su extremo 3’ se modificó con TAMRA.

La PCR cuantitativa se llevó 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 realización de PCR cuantitativa procedente de otras firmas.30

Las condiciones de  reacción fueron las siguientes: la solución de reacción se mantuvo durante 10 minutos a 95ºC, 
después de lo cual se repitieron 45 ciclos donde 1 ciclo consistía en 15 segundos a 95ºC y 30 segundos a 60ºC.  La 
cantidad de fluorescencia de cada pocillo de reacción se midió continuamente con el transcurso del tiempo durante 
el proceso de la reacción, y como resultado pudieron determinarse  tubos en que había habido un aumento de fla 
cantidad de fluorescencia una vez completada la reacción,  analizando la variación con respecto al tiempo de la 35
cantidad de fiuorescencia de cada tubo de reacción. La sonda de ácidos nucleicos que se ha hibridado con la 
secuencia de bases diana, se degrada durante la etapa de la reacción de extensión de DNA y, acompañando a este 
hecho, la base  marcada  fluorescente es liberada, y la  cantidad de fluorescencia aumenta a medida que progresa la 
reacción de amplificación de la PCR.  Por tanto, un aumento en la  cantidad de fluorescencia significa que está 
teniendo lugar una reacción de amplificación de PCR.40

La FIG, 2 proporciona los resultados de una PCR cuantitativa llevada a cabo utilizando DNA extraído de trigo común 
para el molde. Las flechas de la figura indican las curvas de amplificación de la PCR cuantitativa obtenidas usando 
las diferentes concentraciones del DNA de molde. Se observaron señales de amplificación excelentes para la 
combinación del conjunto de cebadores 3 con la sonda de ácidos nucleicos con SEQ ID NO:11, y el límite de 
detección fue  50 pg/l. El número de ciclos requerido para que estas señales de amplificación alcancen la línea 45
umbral,  residía en una relación lineal con el logaritmo de la concentración de DNA de molde y. por tanto se puso de 
manifiesto de este modo que tenía lugar una PCR cuantitativa totalmente adecuada.

Además, la FIG. 3 expone los resultados de PCR cuantitativa con DNAs de molde extraídos de trigo común, trigo 
duro, cebada, arroz y alforfón. Aun cuando se obtuvo una señal de amplificación para el trigo común, no se obtuvo 
una amplificación de señal para el trigo duro, la cebada, el arroz y el alforfón.50
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Los resultados expuestos en las FIGS. 2 y 3, muestran que la combinación de conjunto de cebadores/sonda de 
ácidos nucleicos antes indicada, puede proporcionar una detección cuantitativa de trigo común apropiada y 
altamente sensible.

7.  Confirmación de la detección específica de trigo común y trigo duro mediante la combinación de dos tipos de 
PCR cuantitativa.5

Se confirmó si el trigo común y el trigo duro de una mezcla podía cuantificarse, cada uno,  llevando a cabo sobre la 
misma muestra, una PCR cuantitativa utilizando un conjunto de cebadores que detecta específicamente DNA de 
trigo y una sonda de ácidos nucleicos que reconoce específicamente esa secuencia de bases y  una PCR 
cuantitativa que utiliza un conjunto de cebadores que detecta específicamente DNA de trigo común y una sonda de 
ácidos nucleicos que reconoce específicamente esa secuencia de bases.10

Para las PCRs cuantitativas, se puso en práctica una PCR cuantitativa según el procedimiento operativo 
anteriormente descrito, utilizando el conjunto de cebadores 5 (SSII-A3118U/3231L:SEQ Id BOS:9/10), que detecta 
específicamente DNA de trigo, y la sonda de ácidos nucleicos indicada más adelante SSII-A ex7-T82 que 
correspondía a este conjunto de cebadores, y se realizó una PCR cuantitativa según el procedimiento operativo 
antes descrito que usa el conjunto de cebadores 3 (SSII-D1769U/1889L:SEQ ID NOS:5/6), que detecta 15
específicamente DNA del trigo común, y la sonda de ácidos 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 solución de DNA genómico de trigo 
común y una solución de DNA genómico 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 razón volumétrica, llevándose la concentración total de DNA a  20 ng/l.20

(2) “ Muestras de harinas mixtas” preparadas mezclando harina de trigo común 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 razón de masas, extrayendo de ellas el 
DNA genómico; y ajustando la concentración de DNA a 20 ng/l.

La sonda de ácidos nucleicos que se empleó para la cuantificación del DNA del trigo se indica en la Tabla 5.

Tabla 5. Secuencia de la sonda de ácidos nucleicos25

SEQ ID NO: Nombre de la secuencia Secuencia de bases

13 SSII-A ex7-T82 5’-CTC CTG CCT GTC TAT CTG AAA GCA T-3’

El extremo 5’ de esta sonda de ácidos nucleicos se modificó con FAM y su extremo 5’ ae modificó con TAMRA.

Los resultados de la PCR cuantitativa que detecta específicamente DNA de trigo, se exponen en las FIGS. 4 y 5. La 
FIG. 4 expone los resultados del uso de ,as “muestras  de solucione de DNA mixtas” como DNA de molde, mientras 30
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 amplificación de la PCR cuantitativa, obtenidas para las diferentes 
concentraciones de DNA de molde. Según los resultados de las FIGS. 4 y 5 se apreciaron señales s de amplificación 
excelentes para todos los DNAs de molde utilizando la combinación de conjunto de cebadores 5 y la sonda de 
ácidos nucleicos con SEQ ID NO:13, y estas señales de amplificación fueron indicadas para trazar la misma curva”.35

Los resultados de la PCR cuantitativa que detecta específicamente  DNA de trigo común, 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 amplificación de la PCR cuantitativa obtenidas para las diferentes 
concentraciones de DNA de molde. Según los resultados indicados en las FIGS. 6 y 7, se observaron señales de 40
amplificación excelentes utilizando la combinación de  conjunto de cebadores 3 y la sonda de ácidos nucleicos con 
SEQ ID NO:11 para las muestras con razones de  mezcla de trigo común: 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 concentración de trigo común daba una señal 
de amplificación mayor y resultaba en un incidente más rápido de la curva de amplificación ascendente. Sin 
embargo, no se obtuvo  señal de amplificación con la muestra de trigo común: trigo duro de razón de mezcla 0:100.45

Utilizando los resultados indicados en las FIGS. 6 y 7,  se prepararon gráficas,  expuestas respectivamente en las 
FIGS. 8 y 9, representando la proporción de trigo común de la mezcla en el eje horizontal y representando el Ct (el 
ciclo umbral, o el número de ciclos para alcanzar la línea umbral) en el eje vertical. En ambas FIGS. 8 y 9, se ha 
puesto de manifiesto que el valor Ct  había experimentado una disminución proporcional a medida que aumentaba la  
razón de mezcla del trigo común en el DNA de molde y,  por tanto, que el trigo común podía determinarse 50
cuantitativamente.
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Texto libre del listado de secuencias

SEQ ID NO:1 : Cebador de la PCR
SEQ ID N0:2 : Cebador de la PCR5
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 PCR10
SEQ ID NO:8 : Cebador de la PCR
SEQ ID NO:9 : Cebador de la PCR
SEQ ID NO:10 : Cebador de la PCR
SEQ ID NO:11 : Sonda de ácido nucleico para la PCR, modificada: 1-FAM-a, 23-a-TAMRA
SEQ ID NO:12 : Secuencia del gen de wSSII-D de Triticum aestivum15
SEQ ID NO:13 : Sonda de ácido 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

20
<110> Incorporated Administrative Agency National Agriculture and Food Research Organization;

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

<120> Método para la detección cualitativa y cuantitativa de trigo común25

<130> Y1R-0704

<150> JP2009-289340
<151> 2009-12-2130

<160> 14

<210> 1
<211> 2335
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la PCR40

<400> 1

45
<210> 2
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

50
<220>
<223> Cebador de la PCR

<400> 2
55

<210> 3
<211> 19
<212> DNA60
<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Cebador de la PCR

<400> 3
5

<210> 4
<211> 25
<212> DNA10
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la PCR

15
<400> 4

<210> 520
<211> 23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>25
<223> Cebador de la PCR

<400> 5

30

<210> 6
<211> 25
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial35

<220>
<223> Cebador de la PCR

<400> 640

<210> 7
<211> 1945
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la PCR50

<400> 7

55
<210> 8
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

60
<220>
<223> Cebador de la PCR
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<400>  8

<210> 95
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>10
<223> Cebador de la PCR

<400> 9

15

<210> 10
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial20

<220>
<223> Cebador de la PCR

<400> 1025

<210> 11 
<211> 23 30
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> base_modificada35

<223> Sonda para la PCR, 1-FAM-a, 23-a-TAMRA

<400> 11
40

<210> 12
<211> 7010
<212> DNA45
<213> Triticum aestivum

<220>
<221> CDS
<222> unión(236..499, 604..1309, 1398..1462, 2363..2440, 2530..2640, 2738..2782, 3163..3336, 6054..7010) 50

<223> gen de la wSSII-D de Triticum aestivum para almidón sintasa II-D, cds completo.

<400> 12
55
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<210> 13
<211> 255
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> base_modificada10
<223> Sonda para la PCR, 1-FAM-a, 25-a-TAMRA

<400> 13

15

<210> 14
<211> 6898
<212> DNA
<213> Triticum aestivum20

<220>
<221> CDS
<222> unión(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 almidón sintasa II-A, cds completo.25

<400> 14
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para detectar la presencia de trigo común 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 ácido 
nucleico extraído de la muestra de interés que se usa como molde; y detectar la presencia de un producto de 5
amplificación de PCR.

2.- Un método para detectar cualitativa y/o cuantitativamente la presencia de trigo común 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 ácidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en 10
SEQ ID NO:11, con un ácido nucleico extraído de la muestra de interés que se usa como molde.

3.- El método para detectar cualitativa y/o cuantitativamente la presencia de trigo común según la reivindicación 2, 
en donde la sonda de ácidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11 es una 
sonda de ácidos nucleicos marcada,  cuyo método comprende obtener una curva de amplificación monitorizando 
durante la PCR una señal que corresponde a la cantidad de un producto de amplificación  generado por la sonda de 15
ácidos nucleicos marcada.

4.- El método según la reivindicación 2, en donde la sonda de ácidos nucleicos que consiste en la secuencia de 
bases expuesta en SEQ ID NO:11 es una sonda de ácidos nucleicos marcada, cuyo método comprende obtener una 
curva de amplificación monitorizando durante la PCR una señal que corresponde a la cantidad de un producto de 
amplificación  generado por la sonda de ácidos nucleicos marcada, y detectar cuantitativamente la presencia de trigo 20
común usando una curva de calibración 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 ácidos nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11.

7.- La sonda de ácidos nucleicos según la reivindicación 6, que consiste en la secuencia de bases expuesta por 25
SEQ ID NO:11, modificada por un fluoróforo 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 común y/o un trigo distinto de trigo común existente en una 
muestra de interés, cuyo método comprende:

   (1) preparar una muestra de ácido nucleico extrayendo un ácido nucleico de la muestra de interés, y30

(a) detectar la presencia de trigo común llevando a cabo un procedimiento operativo de PCR cuantitativa 
que utiliza la muestra de ácido 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 ácidos 
nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11 y  obtener una curva de amplificación 
monitorizando una señal que corresponde a la cantidad de un producto de amplificación  generado por la sonda de 35
ácidos nucleicos, y

(b) detectar la presencia de trigo llevando a cabo un procedimiento operativo de PCR cuantitativa que utiliza 
la muestra de ácido 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 ácidos nucleicos que 
consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:13 y obtener una curva de amplificación monitorizando 40
una señal que corresponde a la cantidad de un producto de amplificación  generado por la sonda de ácidos ; y

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

9.- El método según la reivindicación 8, que comprende:

    (1) en (a), obtener una curva de amplificación monitorizando una señal que corresponde a la cantidad de un 
producto de amplificación generado por la sonda de ácidos nucleicos y detectar cuantitativamente la presencia de 45
trigo común usando una curva de calibración que ha sido construida por anticipado. y
           en (b),  obtener una curva de amplificación  monitorizando una señal que corresponde a la cantidad de 
producto de amplificación generado por la sonda de ácidos nucleicos y detectar cuantitativamente la presencia de 
trigo usando una curva de calibración que ha sido construida por anticipado; y 

     (2)  comparar el valor cuantitativo de (a) con el valor cuantitativo de (b).50

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

12.- Un kit de detección de trigo común, 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 detección de trigo común según la reivindicación 12,  que comprende, además, una sonda de ácidos 10
nucleicos que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:11, que  está modificada en su extremo 5’ 
terminal por un fluoróforo. y que está modificada en su extremo 3’ terminal por un desactivador de fluorescencia..

14.- El kit de detección de trigo común según la reivindicación 13,  que comprende, además, 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 ácidos nucleicos que consiste en la 15
secuencia de bases expuesta en SEQ ID NO:13 que está modificada en su extremo 5’ terminal por un fluoróforo y 
que está modificada en su extremo 3’ terminal por un desactivador de fluorescencia.
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