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DESCRIPCIÓN

Procedimientos de cuantificación de organismos diana y creación de plantas de algodón resistentes a nematodos 
reniformes 

Campo de la invención

En el presente documento se desvelan procedimientos para cuantificar patógenos vegetales presentes en una 5
localización dada, particularmente patógenos vegetales que pasan al menos parte de su ciclo vital en la rizosfera de 
plantas de cultivo. Las realizaciones de la invención comprenden procedimientos para comparar la cantidad de 
secuencia de ADN que se especifica para un organismo diana en una muestra de materia con la cantidad total de 
ADN en la muestra de materia para cuantificar la cantidad relativa del organismo diana presente en la muestra de 
materia. Se proporcionan ejemplos no limitantes que desvelan nuevos procedimientos para cuantificar tanto la 10
cantidad absoluta, como la cantidad relativa, de nematodos reniformes (Rotylenchulus reniformis) y/o nematodos 
noduladores de la raíz (Meloidogyne incognita), presentes en una muestra de materia, por ejemplo, suelo. La 
presente invención facilita el tratamiento de la enfermedad y la investigación permitiendo a un usuario evaluar 
rápidamente el riesgo de plantar un cultivo en una localización dada, determinar el mejor modo de tratar cultivos que 
ya están creciendo en una localización dada en respuesta a infestación, anticipar y rastrear el desarrollo de 15
infestación en o entre localizaciones, y estudiar la variabilidad de una planta o población vegetal para resistir a 
infección por nematodos reniformes.

Sumario de la invención

La invención desvelada en el presente documento comprende un procedimiento rápido para determinar el nivel de 
una parte de una planta o patógeno en una muestra de suelo. Este procedimiento de índice de infección comprende 20
derivar las relaciones entre la cantidad total de ADN detectada en una muestra con la cantidad de ADN en la 
muestra detectada por amplificación por PCR de un secuencia que se especifica para el organismo diana, y usar la 
relación, o cualquier permutación matemática de esa relación, para cuantificar la cantidad de organismo diana en la 
muestra.

La invención también proporciona descripciones del modo en que puede usarse el procedimiento de índice de 25
infección para controlar la infestación por nematodos reniformes en una o más localizaciones de modo que pueda 
hacerse una siembra más eficaz, tratamiento de nematodos reniformes, y programas de asignación de recursos para 
una o más localizaciones de cultivo.

La invención proporciona adicionalmente una descripción del modo en que el índice de infección para una 
localización puede usarse para estimar la capacidad de una planta de resistir a infección por enfermedad.30

Además se describe el modo en que el procedimiento de índice de infección puede usarse para ayudar a identificar 
alelos de resistencia a enfermedad en ADN genómico de algodón, ayudar al genotipado de una planta de algodón 
con respecto a la presencia o ausencia de sus alelos, asistir a los obtentores en el rastreo de esos alelos en una 
población de plantas de algodón que se heredan de una generación a otra, y proporcionar información para tomar 
decisiones acerca de qué individuos seleccionar para el avance en un programa de reproducción.35

Se desvelan además nuevos marcadores polimórficos de un único nucleótido (SNP) útiles para detectar la presencia 
de alelos de resistencia a nematodos reniformes en una planta, o una población de plantas, como parte de un 
programa de reproducción asistida molecular. Los marcadores SNP desvelados en el presente documento permiten 
a un obtentor genotipar una planta para la presencia de secuencias de nucleótidos asociadas con resistencia a 
nematodos reniformes, reduciendo de ese modo o incluso evitando procesos de fenotipado menos eficaces.40

Descripción detallada de la invención

Se desvela en el presente documento un procedimiento nuevo y de alto rendimiento para determinar la cantidad de 
organismo diana en una localización dada. El procedimiento es considerablemente más eficaz y más preciso que los 
procedimientos actual o previamente desvelados en la técnica.

Este procedimiento de índice de infección comprende cuantificar la cantidad de organismos diana en una muestra de 45
materia comparando la cantidad de ADN detectada con una secuencia específica para un organismo diana con la 
cantidad total de ADN detectada en la muestra de materia.

En una realización del procedimiento de índice de infección, la secuencia de ADN que se especifica para el 
organismo diana es la región ITS1 (espaciador 1 transcrito interno) del gen de ARNr 5,8 S del nematodo reniforme 
Rotylenchulus reniformis. En otra realización, la secuencia de ácido nucleico específica de la plaga detectada es la 50
región ITS1 del gen de ARNr 5,8 S del nematodo nodulador de la raíz Meloidogyne incognita. En otras realizaciones, 
las secuencias de ácido nucleico específicas de plaga detectadas son específicas para otros organismos.

Realizaciones adicionales de la invención desvelada incluyen el fenotipado de una planta en cuanto a su 
susceptibilidad o resistencia a nematodos en función del nivel de infestación por nematodos detectado en la 
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rizosfera de la planta usando el procedimiento de índice de infección.

Los procedimientos previos descritos en la técnica, tales como la técnica de extracción con embudo de Baermann 
(BFET), típicamente provocan una retirada completa de la planta de la localización de cultivo para recoger suelo. La 
presente invención proporciona un nuevo modo de alto rendimiento y preciso para determinar la capacidad de una 
planta de resistir a infección por plagas específicas sin alterar la planta del lugar donde crece. Por tanto, la 5
capacidad de una planta de resistir a infección puede ensayarse múltiples veces sobre un período de cultivo a través 
de muestreo secuencial del suelo y puede controlarse la propagación de la infestación en el tiempo.

Se desvelan adicionalmente procedimientos para incorporar el procedimiento de índice de infección en esfuerzos 
convencionales de reproducción para facilitar la introgresión de alelos favorables de una planta a otra. En una 
realización, este proceso comprende las etapas de: 1) hacer cruces entre línea parentales; 2) fenotipar la 10
descendencia producida a partir de esos cruces usando el procedimiento de índice de infección; y 3) hacer 
selecciones de los progenitores y/o de la descendencia en función de esos valores de fenotipo.

Además, se desvela un procedimiento para la introgresión de un alelo asociado con resistencia a enfermedad en 
una línea de plantas que comprende las etapas de: 1) proporcionar una población de plantas; 2) genotipar al menos 
una planta en la población con respecto al menos un marcador de ácido nucleico genómico seleccionado entre el 15
grupo que comprende la SEC ID N.º 1-112 y 3) seleccionar de la población al menos una planta que comprende al 
menos un alelo asociado con la resistencia a enfermedad. La población proporcionada puede derivarse por cruce de 
al menos una planta resistente a enfermedad con al menos una planta sensible a enfermedad para formar una 
población.

Además se desvela una planta élite producida por: 1) provisión de una población de plantas; 2) genotipado de al 20
menos una planta en la población con respecto a un marcador de ácido nucleico genómico de algodón seleccionada 
entre el grupo que comprende las SEC ID N.º 1-112; y 3) selección entre la población de al menos una planta que 
comprende al menos un alelo asociado con resistencia a enfermedad. La planta de algodón élite de la presente 
invención puede mostrar un rasgo transgénico.

Se desvela adicionalmente una molécula de ácido nucleico sustancialmente purificada para la detección de loci25
relacionados con resistencia a enfermedad que comprende una molécula de ácido nucleico seleccionada entre el 
grupo que consiste en la SEC ID N.º 1-112 y complementos de las mismas. Se desvela adicionalmente un molécula 
de ácido nucleico aislada para detectar un marcador molecular que representa un polimorfismo en ADN de algodón, 
donde la molécula de ácido nucleico comprende al menos 15 nucleótidos que incluyen o están adyacentes al 
polimorfismo, donde la molécula de ácido nucleico es al menos un 90 por ciento idéntica a una secuencia de la 30
misma cantidad de nucleótidos consecutivos en cualquier hebra de ADN que incluya o esté adyacente al 
polimorfismo, y donde el marcador molecular se selecciona entre el grupo que consiste en la SEC ID N.º 1-112. El 
ácido nucleico aislado comprende adicionalmente un marcador detectable o proporciona la incorporación de un 
marcador detectable. El marcador detectable se selecciona entre grupo que consiste en un isótopo, un fluoróforo, un 
oxidante, un reductor, un nucleótido y un hapteno.35

Se desvela adicionalmente un conjunto de oligonucleótidos que comprende a) un par de cebadores 
oligonucleotídicos donde cada una de los cebadores comprende al menos 12 nucleótidos contiguos y donde el par 
de cebadores permite la amplificación por PCR de un segmento de ADN que comprende un marcador molecular 
seleccionado entre el grupo que consiste en la SEC ID N.º 1-112 y b) al menos un oligonucleótido detector que 
permite la detección de un polimorfismo en el segmento amplificado, donde la secuencia del oligonucleótido detector 40
es al menos un 95 por ciento idéntica a una secuencia de la misma cantidad de nucleótidos consecutivos en 
cualquier hebra de un segmento de ADN de algodón que incluyen o están adyacentes al polimorfismo de la etapa 
(a).

Salvo que se indique de otro modo, los términos deben entenderse de acuerdo con el uso convencional por los 
expertos en la materia relevante. También pueden encontrarse definiciones de términos comunes en biología 45
molecular en Alberts y col. Molecular Biology of The Cell, 5ª edición, Garland Science Publishing, Inc.: Nueva York, 
2007; Rieger y col., Glossary of Genetics: Classical and Molecular, 5ª edición, Springer-Verlag: Nueva York, 1991; 
King y col, A Dictionary of Genetics, 6ª edición, Oxford University Press: Nueva York, 2002; y Lewin, Genes IX, 
Oxford University Press: Nueva York, 2007. Se usa la nomenclatura para bases de ADN expuesta en 37 CFR § 
1.822.50

La "rizosfera" de una planta es la región de suelo que está influenciada por las raíces de la planta, las secreciones 
de las raíces, y los microorganismos del suelo asociados a las raíces.

Como se usa en el presente documento, "área de crecimiento" es cualquier área o instalación donde las plantas se 
cultivan deliberadamente. Ejemplos no limitantes incluyen campos cultivados, invernaderos, cámaras de crecimiento, 
macetas, o cualquier otro entorno industrial, académico, público o privado donde se cultivan múltiples plantas para 55
estudio y/o consumo.

Como se usa en el presente documento, una "localización" es un sitio específico dentro de un área de crecimiento. 
Al menos una realización de la presente invención describe la recogida de suelo en múltiples localizaciones dentro 

E10822817
10-02-2016ES 2 562 412 T3

 



4

de un área de crecimiento. Ejemplos no limitantes de dichas localizaciones serían secciones específicas de 60,96 
cm por 60,96 cm en un campo particular, o una plántula que crece en una sección de 5,08 cm por 5,08 cm de una 
maceta en una cámara de crecimiento. 

Como se usa en el presente documento, RKN significa nematodo nodulador de la raíz, o Meloidogyne incognita.

Un "alelo" se refiere a una secuencia alternativa en un locus particular; la longitud de un alelo puede ser tan pequeña 5
como una base nucleotídica, pero típicamente es más grande.

Un "locus" es una posición en una secuencia genómica que se encuentra habitualmente por un punto de referencia; 
por ejemplo, una secuencia de ADN que es un gen, o parte de un gen o región inter-génica. Los loci de la presente 
invención comprenden uno o más polimorfismos en una población; es decir, están presentes alelos alternativos en 
algunos individuos.10

Como se usa en el presente documento, "polimorfismo" significa la presencia de dos o más variaciones de una 
secuencia de ácido nucleico o característica de ácido nucleico en uno o más loci en una población de uno o más 
individuos. La variación puede comprender, aunque sin limitación, uno o más cambios de bases, la inserción de uno 
o más nucleótidos o la deleción de uno o más nucleótidos. Un polimorfismo puede surgir a partir de procesos 
aleatorios en la replicación del ácido nucleico, a través de mutagénesis, como resultado de elementos genómicos 15
móviles, a partir de variación de número de copias y durante el proceso de meiosis, tal como el cruzamiento 
desigual, duplicación del genoma y roturas y fusiones de cromosomas. La variación puede encontrarse 
habitualmente o puede existir a baja frecuencia dentro de una población, teniendo lo primero mayor utilidad en la 
reproducción general de plantas y lo último puede asociarse con variación fenotípica rara pero importante. Los 
polimorfismos útiles pueden incluir polimorfismos de un único nucleótido (SNP), inserciones o deleciones en 20
secuencias de ADN (indel), repeticiones de secuencias simples de secuencia de ADN (SSR), un polimorfismo de 
longitud de fragmento de restricción, y una marca SNP. Un marcador genético, un gen, una secuencia derivada de 
ADN, un haplotipo, una secuencia derivada de ARN, un promotor, una región no traducida a 5' de un gen, una región 
no traducida a 3' de un gen, microARN, ARNip, un QTL, un marcador de satélite, un transgén, ARNm, ARNm bc, un 
perfil transcripcional, y un patrón de metilación también pueden comprender polimorfismos. Además, la presencia, 25
ausencia, o variación en el número de copias de lo precedente puede comprender polimorfismos.

Como se usa en el presente documento, "marcador" significa una característica detectable que puede usarse para 
discriminar entre organismos. Ejemplos de dichas características pueden incluir marcadores genéticos, composición 
de proteínas, niveles de proteínas, composición de aceite, niveles de aceite, composición de carbohidratos, niveles 
de carbohidratos, composición de ácidos grasos, niveles de ácidos grados, composición de aminoácidos, niveles de 30
aminoácidos, biopolímeros, agentes farmacéuticos, composición de almidón, niveles de almidón, almidón 
fermentable, rendimiento de fermentación, eficacia de fermentación, rendimiento de energía, compuestos 
secundarios, metabolitos, características morfológicas, y características agronómicas. Como se usa en el presente 
documento, "marcador genético" significa secuencia de ácido nucleico polimórfico o característica de ácido nucleico. 
Un marcador genético puede estar representado por una o más secuencias variantes particulares, o por una 35
secuencia consenso. En otro sentido, un "marcador genético" es una variante aislada o consenso de dicha 
secuencia.

Como se usa en el presente documento, "ensayo de marcador" significa un procedimiento para detectar un 
polimorfismo en un locus particular usando un procedimiento particular, por ejemplo, medición de al menos un 
fenotipo (tal como color de la semilla, color de la flor, u otro rasgo detectable visualmente), polimorfismo de longitud 40
de fragmento de restricción (RFLP), extensión de una única base, electroforesis, alineación de secuencias, 
hibridación de oligonucleótidos específicos alélicos (ASO), ADN polimórfico amplificado aleatoriamente (RAPD), 
tecnologías basadas en microserie, y tecnologías de secuenciación de ácidos nucleicos, etc.

Como se usa en el presente documento, "tipado" se refiere a cualquier procedimiento mediante el cual se determina 
la forma alélica específica de un polimorfismo genómico de algodón dado. Por ejemplo, un polimorfismo de un único 45
nucleótido (SNP) se tipa determinando qué nucleótido está presente (es decir, una A, G, T, o C). Se determinan 
inserciones/deleciones (indel), determinando si el indel está presente. Los indel pueden tiparse por una diversidad 
de ensayos incluyendo, aunque sin limitación, ensayos de marcador.

Como se usa en el presente documento, el término "adyacente", cuando se usa para describir una molécula de ácido 
nucleico que hibrida con ADN que contiene un polimorfismo, se refiere a un ácido nucleico que hibrida con 50
secuencias de ADN que colindan directamente con la posición de la base nucleotídica polimórfica. Por ejemplo, una 
molécula de ácido nucleico que puede usarse en un ensayo de extensión de una única base está "adyacente" al 
polimorfismo.

Como se usa en el presente documento "secuencia consenso" se refiere a una secuencia de ADN construida que 
identifica polimorfismos SNP e indel en alelos en un locus. La secuencia consenso puede basarse en cualquier 55
hebra de ADN en el locus y establece la base nucleotídica de uno de cada SNP en el locus y también las bases 
nucleotídicas de todos los indel en el locus. Por tanto, aunque una secuencia consenso puede no ser una copia de 
una secuencia de ADN real, una secuencia consenso es útil para diseñar de forma precisa cebadores y sondas para 
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polimorfismos reales en el locus.

Como se usa en el presente documento, la expresión "polimorfismo de un único nucleótido), también mencionada 
por la abreviatura "SNP", significa un polimorfismo en un único sitio donde el polimorfismo constituye un cambio de 
un único par de bases, una inserción de uno o más pares de bases, o una deleción de uno o más pares de bases.

Como se usa en el presente documento, el término "haplotipo" significa una región cromosómica dentro de una 5
ventana de haplotipo definida por al menos un marcador molecular polimórfico. Las combinaciones únicas de huellas 
de marcadores en cada ventana de haplotipo definen haplotipos individuales para esa ventana. Además, cambios en 
un haplotipo, conseguidos por recombinación, por ejemplo, pueden provocar la modificación de un haplotipo de 
modo que comprenda solamente una parte del haplotipo original (parental) unido de forma funcional al rasgo, por 
ejemplo, mediante enlace físico a un gen, QTL, o transgén. Cualquiera de dichos cambios en un haplotipo se 10
incluiría en nuestra definición de lo que constituye un haplotipo siempre que la integridad funcional de esa región 
genómica esté inalterada o mejorada.

Como se usa en el presente documento, la expresión "ventana de haplotipo" significa una región cromosómica que 
está establecida por análisis estadísticos conocidos para los expertos en la materia y está en desequilibrio de 
vinculación. Por tanto, la identidad por estado entre dos individuos endogámicos (o dos gametos) en uno o más loci 15
de marcadores moleculares localizados dentro de esta región se toma como evidencia de identidad por linaje de la 
región completa. Cada ventana de haplotipo incluye al menos un marcador molecular polimórfico. Las ventanas de 
haplotipo pueden mapearse a lo largo de cada cromosoma en el genoma. Las ventanas de haplotipo no están fijas 
per se y, dada la densidad siempre creciente de marcadores moleculares, la presente invención anticipa la cantidad 
y tamaño de ventanas de haplotipo para desarrollar, con la cantidad de ventanas en aumento y sus tamaños 20
respectivos en disminución, produciendo de este modo una confianza de grado siempre creciente para averiguar la 
identidad por linaje en base a la identidad por estado en los loci de marcadores.

Como se usa en el presente documento, "genotipo" es la constitución genética de un individuo (o grupo de 
individuos) en uno o más loci genéticos, en contraste con el rasgo observable (el fenotipo). El genotipo puede 
caracterizarse de forma indirecta, por ejemplo, mediante el uso de marcadores genéticos, o caracterizarse 25
directamente, por ejemplo, por secuenciación de ácidos nucleicos. Los marcadores adecuados incluyen un carácter 
fenotípico, un perfil metabólico, un marcador genético, o algún otro tipo de marcador. El genotipo se define por el 
alelo o alelos de uno o más loci conocidos que el individuo ha heredado de sus progenitores, o es capaz de pasar a 
su descendencia. El término genotipo puede usarse para hacer referencia a la constitución genética de un individuo 
en un locus individual, en múltiples loci, una parte de un cromosoma, un cromosoma completo, una parte del 30
genoma, el genoma completo o, más generalmente, el término genotipo puede usarse para hacer referencia a la 
composición genética de un individuo para todos los genes en su genoma. Un genotipo puede constituir un alelo 
para al menos un locus de marcador genético o un haplotipo para al menos un ventana de haplotipo.

"Germoplasma" se refiere al material genético de o procedente de un individuo (por ejemplo, una planta), un grupo 
de individuos (por ejemplo, una línea, variedad o familia de plantas), o un clon derivado de una línea, variedad, 35
especie, o cultivo. El germoplasma puede ser parte de un organismo o célula, o puede estar separado del organismo 
o célula. En general el germoplasma proporciona material genético con una composición molecular específica que 
proporciona una base física para algunas o todas las cualidades hereditarias de un organismo o cultivo celular. 
Como se usa en el presente documento, germoplasma incluye células, semillas o tejidos a partir de las cuales 
pueden crecer nuevas plantas, o partes de plantas, tales como hojas, tallos, polen, o células que pueden cultivase 40
en una planta completa.

Como se usa en el presente documento, "fenotipo" significa las características detectables de una célula u 
organismo que pueden verse influenciadas por el genotipo.

Como se usa en el presente documento, "vinculación" se refiere a la frecuencia relativa a la cual se producen tipos 
de gametos en un cruce. Por ejemplo, si el locus A tiene los genes "A" o "a" y el locus B tienes genes "B" o "b" y un 45
cruce entre el progenitor I con AABB y el progenitor B con aabb producirá cuatro posibles gametos donde los genes 
se segregan en AB, Ab, aB y ab. La expectativa nula es que habrá segregación igual independiente en cada uno de 
los cuatro posibles genotipos, es decir, con ausencia de vinculación ¼ de los gametos de cada genotipo. La 
segregación de gametos en un genotipo que difiera de ¼ se atribuye a vinculación.

Como se usa en el presente documento, "desequilibrio de vinculación" se define en el contexto de la frecuencia 50
relativa de los tipos de gameto en una población de muchos individuos en una única generación. Si la frecuencia del 
alelo A es p, a es p', B es q y b es q', entonces la frecuencia esperada (sin desequilibrio de vinculación) del genotipo 
AB es pq, Ab es pq', aB es p'q y ab es p'q'. Cualquier desviación a partir de la frecuencia esperada se llama 
desequilibrio de vinculación. Se dice que dos loci están "genéticamente vinculados" cuando están en desequilibrio de 
vinculación.55

Como se usa en el presente documento, "locus de rasgo cuantitativo (QTL)" significa un locus que controla en algún 
grado rasgos numéricamente representables que habitualmente están distribuidos de forma continua.

Como se usa en el presente documento, "alelo de resistencia" significa la secuencia de ácido nucleico que incluye el 
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alelo polimórfico asociado con resistencia a una enfermedad.

Como se usa en el presente documento, "algodón" significa Gossypium hirsutum e incluye todas las variedades de 
plantas que pueden reproducirse con algodón, incluyendo especies silvestres de algodón. Más específicamente, las 
plantas de algodón de las especies Gossypium hirsutum y la subespecie Gossypium hirsutum L pueden genotiparse 
usando estas composiciones y procedimientos. En un aspecto adicional, la planta de algodón es del grupo 5
Gossypium arboreum L., conocida de otro modo como árbol del algodón. En otro aspecto, la planta de algodón es 
del grupo Gossypium barbadense L., conocida de otro modo como algodón Pima americano o egipcio. En otro 
aspecto, la planta de algodón es del grupo Gossypium herbaceum L., conocida de otro modo como algodón de 
levante. Las plantas Gossypium o de algodón pueden incluir híbridos, individuos endogámicos, individuos 
endogámicos parciales, o miembros de poblaciones definidas o indefinidas.10

Como se usa en el presente documento, la expresión "que comprende" significa "que incluye, aunque sin limitación".

Como se usa en el presente documento, la expresión "línea élite" significa cualquier línea que haya sido producida 
por cruce y selección para rendimiento agronómicos superior. Ejemplos no limitantes de líneas élite que están 
disponibles en el mercado incluyen DP 555 BG/RR, DP 445 BG/RR, DP 444 BG/RR, DP 454 BG/RR, DP 161 B2RF, 
DP 141 B2RF, DP 0924 B2RF, DP 0935 B2RF, DP 121 RF, DP 174 RF (Deltapine); ST5599BR, ST5242BR, 15
ST4554B2RF, ST4498B2RF, ST5458B2RF (Stoneville); FM9058F, FM9180B2F, FM1880B2F, FM1740B2F 
(FiberMax); PHY485WRF, PHY375WRF, PHY745WRF (Acala)(PhytoGen); y MCS0423B2RF, MCS0508B2RF 
(Cotton States).

Un locus de resistencia a enfermedad está localizado en el cromosoma A11. Los marcadores SNP usados para 
detectar la presencia de resistencia a nematodos reniformes y para controlar la introgresión de locus de resistencia a 20
enfermedad comprenden los seleccionados entre el grupo que consiste en las SEC ID N.º 1-112. Los cebadores 
directos usados para amplificar los SNP en las SEC ID N.º 1-68 se proporcionan en la lista de secuencias como SEC 
ID N.º 113-180. Los cebadores inversos usados para amplificar los SNP en las SEC ID N.º 1-68 se enumeran en el 
mismo orden en la lista de secuencias como SEC ID N.º 181-248. Los conjuntos de sondas usados para detectar los 
SNP en las SEC ID N.º 1-68 también se enumeran en el mismo orden que las SEC ID N.º 249-316 y SEC ID N.º 25
317-384, respectivamente.

Por ejemplo, la secuencia de ADN marcador SEC ID N.º 3 puede amplificarse usando los cebadores indicados como 
SEC ID N.º 115 y 183 y detectarse con sondas indicadas como SEC ID N.º 251 y 319. La secuencia de ADN
marcador ejemplar ilustrativa SEC ID N.º 12 puede amplificarse usando los cebadores indicados como SEC ID N.º 
124 y 192 y detectarse con las sondas indicadas como SEC ID N.º 260 y 328. La secuencia de ADN marcador 30
ejemplar ilustrativa SEC ID N.º 13 puede amplificarse usando los cebadores indicados como SEC ID N.º 125 y 193 y 
detectarse con las sondas indicadas como SEC ID N.º 261 y 329.

Además las SEC ID N.º 69-112 son marcadores SNP adicionales útiles para detectar la presencia de resistencia a 
nematodos reniformes y para controlar la introgresión del locus de resistencia a enfermedad. En base a estas 
secuencias, un experto en la materia puede ordenar los componentes de reacción necesarios para detectar los SNP 35
desvelados a partir de varias opciones de proveedores especializados en dichos servicios o simplemente crear los 
cebadores y sondas apropiados usando procedimientos que requieren habilidades normales en la materia.

También se desvela una planta de algodón que comprende una molécula de ácido nucleico seleccionada entre el 
grupo que consiste en las SEC ID N.º 1-112, fragmentos de las mismas, y complementos de ambas. También se 
desvela una planta de algodón élite que comprende una molécula de ácido nucleico seleccionada entre el grupo que 40
consiste en las SEC ID N.º 1-112, fragmentos de las mismas, y complementos de ambas.

También se desvela una planta que comprende un locus de resistencia a enfermedad. Dichos alelos pueden ser 
homocigóticos o heterocigóticos.

Como se usa en el presente documento, nematodo reniforme se refiere a cualquier variante o aislado de nematodo 
reniforme. Una planta de algodón puede ser resistente a uno o más nematodos que pueden causar enfermedades45
similares a las de los nematodos reniformes. En un aspecto, se proporcionan plantas resistentes a nematodos 
reniformes así como procedimientos y composiciones para seleccionar plantas de algodón con resistencia o 
susceptibilidad a nematodos reniformes, causada por el género Rotylenchulus. Se desvelan nematodos y 
composiciones para seleccionar plantas de algodón con resistencia o susceptibilidad a Rotylenchulus reniformis.

En un aspecto, esto puede usarse sobre cualquier planta. En otro aspecto, la planta se selecciona entre el género 50
Gossypium. En otro aspecto, la planta se selecciona entre la especie Gossypium hirsutum. En un aspecto adicional, 
la planta se selecciona entre la subespecie Gossypium hirsutum L. En un aspecto adicional, la planta es del grupo 
Gossypium arbereum L., conocida de otro modo como árbol del algodón. En otro aspecto, la planta es del grupo 
Gossypium barbadense L., conocida de otro modo como algodón Pima americano o egipcio. En otro aspecto, la 
planta de algodón es del grupo Gossypium herbaceum L., conocida de otro modo como algodón de levante. Las 55
plantas Gossypium o de algodón pueden incluir híbridos, individuos endogámicos, individuos endogámicos parciales, 
o miembros de poblaciones definidas o indefinidas.
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Las plantas desveladas pueden ser muy resistentes, resistentes, sustancialmente resistentes, moderadamente 
resistentes, comparativamente resistentes, parcialmente resistentes, moderadamente susceptibles, o susceptibles a 
una enfermedad dada, o presentar otras variaciones en grados de resistencia o susceptibilidad.

También se desvela una planta a ensayar para la resistencia o susceptibilidad a enfermedad por el procedimiento de 
índice de infección, o por cualquier otro procedimiento para determinar si una planta es muy resistente, resistente, 5
sustancialmente resistente, moderadamente resistente, comparativamente resistente, parcialmente resistente, 
moderadamente susceptible, o susceptible a una enfermedad dada, o presentar otras variaciones en grados de 
resistencia o susceptibilidad.

En otro aspecto, la planta de algodón puede mostrar una resistencia comparativa en comparación con una planta de 
algodón de control no resistente. En este aspecto, una planta de algodón de control preferentemente será 10
genéticamente similar excepto por el alelo o alelos de resistencia a enfermedad en cuestión. Dichas plantas pueden 
crecer en condiciones similares con exposición equivalente o casi equivalente al patógeno.

Un QTL de resistencia a enfermedad de la presente invención puede introducirse en una línea élite. Una "línea élite" 
es cualquier línea que se haya producido a partir de cruce y selección para rendimiento agronómico superior.

Un QTL de resistencia de la presente invención también puede introducirse en una planta de algodón élite que 15
comprende uno o más transgenes que confieren tolerancia a herbicidas, producción aumentada, control de insectos, 
resistencia a enfermedad fúngica, resistencia a virus, resistencia a nematodos, resistencia a enfermedad bacteriana, 
resistencia a enfermedad por micoplasma, producción modificada de aceites, producción elevada de aceites, 
producción elevada de proteínas, control de germinación y crecimiento de plántulas, nutrición potenciada de 
animales y seres humanos, bajo contenido de rafinosa, resistencia a tensión ambiental, digestibilidad aumentada, 20
enzimas industriales, proteínas farmacéuticas, péptidos y moléculas pequeñas, rasgos de procesamiento mejorados, 
aroma mejorado, fijación de nitrógeno, producción de semillas híbridas, alergenicidad reducida, biopolímeros, y 
biocombustibles entre otros. En un aspecto, la tolerancia a herbicidas se selecciona entre el grupo que consiste en 
los herbicidas glifosato, dicamba, glufosinato, sulfonilurea, bromoxinilo y norflurazona. Estos rasgos pueden 
proporcionarse por los procedimientos de biotecnología de plantas como transgenes en plantas.25

Un alelo o alelos QTL resistentes a enfermedad pueden introducirse desde cualquier planta que contenga ese alelo 
(donante) hasta cualquier planta receptora. En un aspecto, la planta receptora puede contener loci adicionales de 
resistencia a enfermedad. En otro aspecto, la planta receptora puede contener un transgén. En otro aspecto, 
manteniendo al mismo tiempo el QTL introducido, la contribución genética de la planta que proporciona el QTL de 
resistencia a enfermedad puede reducirse por retro-cruzamiento u otros enfoques adecuados. En un aspecto, el 30
material genético nuclear derivado del material donante en la planta puede ser menor de o aproximadamente el 50 
%, menos de o aproximadamente el 25 %, menos de o aproximadamente el 13 %, menos de o aproximadamente el 
5 %, 3 %, 2 % o 1 %, pero ese material genético contiene el locus o loci de resistencia de interés.

Se entiende adicionalmente que una planta puede mostrar las características de cualquier grupo de madurez 
relativa. En un aspecto, el grupo de madurez se selecciona entre el grupo que consiste en variedades de 35
maduración prematura, variedades de maduración de media temporada, y variedades de temporada completa.

Un alelo de un QTL puede comprender múltiples genes u otros factores genéticos incluso dentro de una región 
genómica contigua o grupo de vinculación, tal como un haplotipo. Como se usa en el presente documento, un alelo 
de un locus de resistencia a enfermedad puede por lo tanto abarcar más de un gen u otro factor genético donde 
cada gen o componente genético individual también es capaz de mostrar variación alélica y donde cada gen o factor 40
genético también es capaz de provocar un efecto fenotípico sobre el rasgo cuantitativo en cuestión. En un aspecto 
de la presente invención, el alelo de un QTL comprende uno o más genes u otros factores genéticos que también 
son capaces de mostrar variación alélica. El uso de la expresión "un alelo de un QTL" por tanto no pretende excluir 
un QTL que comprenda más de un gen u otro factor genético. Específicamente, un "alelo de un QTL" en la presente 
invención puede indicar una haplotipo dentro de una ventana de haplotipo donde un fenotipo puede ser resistencia a 45
enfermedad. Una ventana de haplotipo es una región genómica contigua o que puede definirse, y rastrearse, con un 
conjunto de uno o más marcadores polimórficos donde los polimorfismos indican identidad por linaje. Un haplotipo 
dentro de esa ventana puede definirse por la huella única de alelos en cada marcador. Como se usa en el presente 
documento, un alelo es una de varias formas alternativas de un gen que ocupa un locus dado en un cromosoma. 
Cuando todos los alelos presentes en un locus dado en un cromosoma son iguales, la planta es homocigótica en 50
ese locus. Si los alelos presentes en un locus dado en un cromosoma difieren, esa planta es heterocigótica en ese 
locus. Las plantas de la presente invención pueden ser homocigótica o heterocigóticas en cualquier locus particular 
de enfermedad o para un marcador polimórfico particular.

"Plantas" también incluyen las partes de las plantas. Las partes de las plantas, sin limitación, incluyen semillas, 
endosperma, óvulos y polen. En un aspecto particularmente preferido, la parte de la planta es una semilla.55

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar las realizaciones preferidas de la invención. Los expertos en la 
materia deben apreciar que las técnicas desveladas en los ejemplos a continuación representan técnicas 

E10822817
10-02-2016ES 2 562 412 T3

 



8

descubiertas por los inventores que funcionan bien en la práctica de la invención, y por tanto pueden considerarse 
que constituyen modos preferidos para su práctica.

Los ejemplos no cubiertos por el alcance de las reivindicaciones son con fines ilustrativos.

Ejemplo 1. Determinación de índices de infección.

Muestreo de suelo y extracción de ADN.5

Para asegurar que el suelo muestreado de una localización dada era representativa del suelo en esa localización, se 
reunieron cuatro muestras de suelo de 200-300 g de diversas posiciones en esa localización, se combinaron, y se 
mezclaron minuciosamente para formar una "muestra agrupada". Usando el kit de aislamiento de ADN UltraClean™
Mega Soil, y siguiendo los protocolos del fabricante, se extrajo el ADN de una o más submuestras de suelo de 5-7 g 
tomadas de la muestra agrupada.10

Cuantificación de ADN total

Después de la extracción del ADN de las muestras de suelo, se cuantificó la cantidad total de ADN en la muestra de 
suelo usando un kit Quant-iT™ PicoGreen® y siguiendo los protocolos del fabricante. Se generó una curva patrón de 
cuatro puntos usando 10 l de ADN de esperma de salmón, diversas concentraciones, añadido a 40 l de tampón 
TE y 50 l del reactivo PicoGreen®. La cantidad de ADN detectada en la muestra de suelo se mapeó en la curva 15
patrón para llegar a la cantidad total de ADN aislado de la muestra de suelo (Tabla 1).

Tabla 1. Contenidos de ensayos de cuantificación de ADN (l).

Reactivo Producto de PCR ADN de concentración conocida

ADN 2 10

Tampón TE 48 40

Reactivo Picogreen® diluido 200veces 50 50

Total: 100 100

Cuantificación del gen ITS1 de reniforme

La cantidad de gen ITS1 de reniforme en el aislado de ADN extraído de la muestra de suelo anterior se cuantificó 20
por PCR a tiempo real. Se creó una dilución de factor 100 del aislado y se mezclaron 2 l de esa dilución con 3 l de 
mezcla cebador-sonda de ITS1, y 5 l de mezcla maestra de PCR universal TaqMan®. Los contenidos de la mezcla 
de cebador-sonda se presentan en la Tabla 2 y los contenidos de la reacción de PCR posterior se presentan en la 
Tabla 3.

Tabla 2. Contenidos de la mezcla de cebador-sonda de ITS1 de reniforme para cuantificar el nematodo reniforme25

[Reactivo] Secuencia (5' → 3') Volumen (l)

Cebador directo 100 M GCTGCGCTGGCGTCTCT 330

Cebador inverso 100 M GGACGTAGCACATTAGCAATGC 330

Sonda 100 M CGTTGTTGAGCAGTTGT 67

Agua - 9273

Total: 10000

Tabla 3. Contenidos de la reacción de PCR usada para cuantificar el nematodo reniforme

Componente Vol (l)

Mezcla maestra de PCR universal TaqMan® 5

Mezcla de cebador-sonda de ITS 3

ADN diluido 2

Total: 10

Después de reunir las reacciones, se realizó PCR en un sistema de detección de secuencia ABI 7900HT usando 
técnicas convencionales conocidas en la materia para amplificar la secuencia específica a los dos cebadores. La 30
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cantidad de ADN total y la cantidad de ADN amplificado en la reacción de PCR por la mezcla de cebador-sonda de 
ITS se compararon con una curva patrón generada por el ABI 7900HT usando diluciones de factor 10 de plásmido 
ITS de reniforme. Esta comparación proporcionó una estimación de la cantidad total de ADN y la cantidad de ADN 
de ITS1 de reniforme en la muestra.

Cálculo del índice de infección5

La cantidad de ADN total y la cantidad de ADN amplificada en la reacción de PCR se usaron para calcular el índice 
de infección para esa muestra usando la siguiente fórmula:

índice de infección =
ng de ADN de gen ITS1 de reniforme

ng de ADN total

Ejemplo 2. Demostración de la relación entre el índice de infección frente a la técnica de extracción con 
embudo de Baermann.

Se recogieron muestras de suelo de 90 g de las rizosferas de líneas de algodón que mostraban niveles variables de 10
resistencia a nematodos reniformes en campos infestados por estos nematodos. De cada muestra de 90 g, se tomó 
una submuestra de 5-7 g para evaluar el nivel de infestación mediante el procedimiento del índice de infección. Los 
83-85 g restantes de suelo se analizaron mediante la técnica de extracción con embudo de Baermann (BFET). Un 
análisis de regresión produjo el siguiente modelo lineal:

Log(Nem/g) = 0,7866 + 1,2883 Log(ITS/ADN)15

con R2 = 0,742 y donde g = gramos, Nem = el número de nematodos reniformes determinado por BFET, ITS = los ng 
predichos de secuencia génica de ARNr 5,8 S de ITS1 de reniforme detectados por PCR a tiempo real Taqman® y 
ADN = los ng de ADN total determinados por protocolo convencional de cuantificación de ADN.

Para demostrar la correlación entre BFET y el procedimiento de índice de infección, se suspendieron juveniles 
reniformes que se recogieron mediante BFET para cada muestra de suelo en 1,5 ml de agua en tubos pequeños y 20
se contaron manualmente bajo un microscopio. Cada una de estas muestras después se ensayó mediante el 
procedimiento de índice de infección, donde el ADN de cada tubo se extrajo como si fuera una muestra de 5-7 g de 
suelo, como se ha descrito previamente. Un análisis de regresión produjo el siguiente modelo de ajuste lineal:

Log(Nem/g) = 0,3156 + 3,1713 Log(ITS/ADN)

con R2 = 0,779 y donde g = gramos, Nem = el número de nematodos reniformes determinado por BFET, ITS = los ng 25
predichos de secuencia génica de ARNr 5,8 S de ITS1 de reniforme detectados por PCR a tiempo real Taqman® y 
ADN = los ng de ADN total detectados por protocolo de cuantificación de ADN.

Por tanto, el procedimiento de índice de infección se correlaciones (R2 > 0,74) con la cantidad de nematodos 
reniformes en una muestra de materia sea una muestra de suelo o una suspensión substancialmente purificada de 
nematodos reniformes.30

Ejemplo 3. Uso del procedimiento del índice de infección para controlar la infección por nematodos 
reniformes entre diferentes áreas de crecimiento.

En una realización de la presente invención, puede usarse el procedimiento de índice de infección para determinar el 
nivel de infestación por nematodos reniformes (densidad de inóculo) en diferentes áreas de crecimiento. A partir de 8 
campos de algodón cerca de diversas ciudades en el cinturón del algodón (Tabla 4), se recogieron cinco muestras 35
de suelo de 200-300 g de localizaciones representativas en cada campo. Las cinco muestras recogidas en un único
campo después se agruparon, se mezclaron minuciosamente y después de ello se consideró que representaban el 
suelo colectivo para esa área de crecimiento.

De cada una de las 8 muestras que representan un campo diferente, se procesó una submuestra de 5 g a través del 
procedimiento de índice de infección, como se ha descrito en el Ejemplo 1, mientras que los 100 g del suelo restante 40
se procesaron a través de BFET. Desafortunadamente, debido a la pérdida accidental de suelo de las muestras 
tomadas en Havana y Leesburg, quedaron cantidades insuficientes para realizar BFET para esas áreas de 
crecimiento. Los datos generados se introdujeron en la Tabla 4 y se realizó un análisis de regresión para revelar la 
relación entre los resultados generados a partir de los dos procedimientos (R2 = 0,81).

45
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Área de Crecimiento
Reniformes por 100 g de suelo

Técnica de Extracción con Embudo de Baerman Procedimiento de índice de infección

Caledonia, MS 1360 1154

Burtihatchie, MS 129 105

Starkville, MS 381 52

Minturn, SC 592 638

Laurinburg, NC* 1151* 2181

Laurinburg, NC 322 125

Havana, FL 0** 301

Leesburg, FL 0** 285

*Muchos nematodos muertos o inactivos observados

**Tamaño de muestra demasiado pequeño (60 g) para extracción

Por tanto, el procedimiento de índice de infección puede usarse para determinarla la presencia de organismos diana 
en diversas áreas de crecimiento distribuidas a través de un amplio intervalo geográfico. Además, la discrepancia 
entre los resultados del procedimiento de índice de infección y BFET para la primera localización Laurinburg, NC 5
enumerada en la Tabla 4 pone de relieve la precisión mejorada del procedimiento de índice de infección sobre 
procedimientos previos descritos en la técnica porque, en esa localización, se observaron muchos nematodos 
muertos o inactivos. Los expertos en la materia comprenden que los resultados de BFET tienden a subestimar la 
infección de nematodos en localizaciones donde muchos de los nematodos están muertos o inactivos en el 
momento en que se toman las muestras. Por tanto, la cantidad mucho mayor de reniformes detectada por el 10
procedimiento de índice de infección en comparación con BFET en la primera localización Laurinburg ilustra que, a 
diferencia de los procedimientos actuales descritos en la técnica, el procedimiento de índice de infección se 
contradice por cantidades desproporcionadas de nematodos muertos o inactivos en una muestra de suelo.

La Tabla 4 también ilustra la capacidad del procedimiento de índice de infección para determinar de forma precisa 
los niveles de infestación en condiciones donde los tamaños de muestra de suelo son demasiado pequeños para 15
otros procedimientos, ya que se reunieron resultados claros con el procedimiento de índice de infección para 
localizaciones donde estaba disponible suelo insuficiente para realizar BFET.

Los índices de infección pueden determinarse para cada área de crecimiento antes de la siembra, después de la 
siembra, durante la estación de crecimiento, después de la recolección y/o en cualquier combinación de los mismos. 
Puede determinarse un índice de infección promedio para un área de crecimiento particular para un punto específico 20
en el tiempo, o sobre un período de tiempo, en función de una o más muestras tomadas secuencialmente de esa 
área de crecimiento en el tiempo.

En una realización el índice de infección promedio para una o más áreas de crecimiento puede compararse para 
determinar y/o contrastar el nivel de infestación entre ellas. Esta información puede usarse para desarrollar 
prioridades de tratamiento y estrategias para tratar infestación entre áreas de crecimiento, tomar mejores decisiones 25
de producción y control de cultivo, y determinar la capacidad de las plantas de resistir a enfermedad.

Por ejemplo, los índices de infección determinados antes de la siembra pueden proporcionar un nivel "basal" de 
infestación para un área de crecimiento, que permite a un agricultor decidir si plantar en esa localización o decidir 
qué variedad de un determinado cultivo sería más adecuada para ese entorno, en función de las necesidades del 
agricultor. Por ejemplo, si el índice promedio de infección de nematodos reniformes para un campo es 30
particularmente elevado, un agricultor puede seleccionar la siembra de una variedad particularmente resistente a 
nematodos reniformes en ese área de crecimiento, o quizá elegir dejarlo en barbecho durante un período de tiempo.

Del mismo modo, un agricultor puede basar las decisiones acerca de qué variedad de cultivo plantar, si lo hubiera,
en un área de crecimiento particular el siguiente año en función de los índices de infección medidos en ese área de 
crecimiento antes de la siembra, durante la estación de crecimiento, o después de la recolección, en el año previo.35

Por tanto, los que trabajan en la industria de semillas de cultivo pueden hacer rápidamente recomendaciones 
precisas acerca de qué variedades de cultivo son más adecuadas para un área de crecimiento frente a otra, o hacer 
comparaciones análogas y tomar decisiones acerca de qué variedades de cultivo plantar en diferentes localizaciones 
dentro del mismo área de crecimiento.

El índice de infección puede combinarse con VART (tecnologías de tasa de aplicación variable) para tomar 40
decisiones específicas de sitio y asignar recursos para tratamientos químicos apropiadamente, en función del nivel 
de infestación por nematodos reniformes en diferentes áreas de crecimiento. Por ejemplo, los recursos que 
comprenden agentes químicos, equipos, y/o mano de obra, u otros recursos, o combinaciones de los mismos 
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podrían enviarse en mayor concentración a un área de crecimiento en oposición a otra dependiendo del nivel de 
infestación inicial antes de la siembra, determinado por el procedimiento de índice de infección. De modos análogos, 
estas decisiones acerca de la asignación de recursos pueden hacerse para tratar, o anticipar tratamientos óptimos, 
de plantas en diversas localizaciones dentro de un área de crecimiento mientras están creciendo las plantas, y 
enviarse los recursos en consecuencia.5

En otra realización, el índice de infección promedio en diversas áreas de crecimiento puede usarse para controlar o 
explorar el cambio en los niveles de infestación en múltiples áreas de crecimiento en el tiempo. Según cambian 
estos niveles, los recursos podrían asignarse a diferentes áreas de crecimiento en anticipación de los cambios 
predichos en las tendencias del nivel de infestación.

Ejemplo 4. Uso del procedimiento de índice de infección para controlar la infección por reniformes dentro de 10
una localización geográfica dada.

En una realización de la presente invención, puede usarse el procedimiento de índice de infección para determinar el 
nivel de infestación por reniformes para una única área de crecimiento, o entre múltiples localizaciones dentro de 
una única área de crecimiento.

Se recoge suelo en múltiples localizaciones dentro de un área de crecimiento dada y se procesan a través del 15
procedimiento de índice de infección como se ha descrito en el Ejemplo 1. Los índices de infección pueden 
determinarse para cada muestra antes de la siembra, después de la siembra, durante el período de crecimiento de 
las plantas, después de la recolección, y/o en cualquier combinación de las mismas.

En una realización, puede determinarse un índice de infección promedio para una localización particular en un área 
de crecimiento durante un período de tiempo en función de una o más muestras tomadas de esa localización en uno 20
o más puntos en el tiempo. Como alternativa, el área de crecimiento puede dividirse en secciones, consistiendo cada 
una de ellas en una o más localizaciones de muestra, y puede determinarse un índice de infección promedio de esa 
sección estableciendo el promedio de los índices de infección determinados a partir de una o más muestras tomadas 
dentro de ésa sección.

La Tabla 5 ilustra el modo en que los datos de índice de infección generados a partir de muestras de suelo tomadas 25
de múltiples localizaciones dentro de un área de crecimiento, como los generados a partir de un campo de algodón 
cultivado cerca de Parksdale, AR, pueden mapearse en una representación gráfica del área de crecimiento. Esto 
revela el modo en que los niveles de infestación diferían entre localizaciones dentro del campo en un punto particular 
en el tiempo.

Tabla 5. Una representación de la evaluación pre-siembra de infestación por nematodos reniformes 30
(cantidad de reniformes por 473,18 ml de suelo) a través de múltiples localizaciones en un campo cerca de 
Parksdale, AR.

A B C D E F G

1 4735 3906 3095 4811 10862 11276 8333

2 4037 6516 4591 5404 12153 7577 11985

3 5042 5504 4389 5953 6506 9971 7685

4 14251 5327 11990 12558 13351 7116 14707

Infestación elevada

Infestación moderada

Infestación baja

Uno de los problemas de generar datos fiables de evaluación de enfermedad por reniformes es la ausencia de 35
distribución uniforme de la plaga en un campo o población dada. En una realización de la presente invención se usa 
el procedimiento de índice de infección para controlar el cambio de niveles de infestación para una parcela, 
localización, sección, o múltiples localizaciones o secciones de un área de crecimiento en el tiempo, que permite a 
un agricultor rastrear la extensión de la infestación a través de diferentes localizaciones dentro del campo.

Por ejemplo, controlando el cambio en los niveles de infestación en el tiempo, un agricultor o científico puede 40
determinar si las diferencias en los niveles de infestación en algún punto están influenciadas excesivamente por 
diferencias en los niveles iniciales de infestación, o algún otro factor, tal como resistencia de la planta a infección por 
nematodos reniformes.
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Previamente fue difícil calibrar de forma precisa los efectos de un tratamiento dado sobre la propagación de la 
infestación por reniformes a través de localizaciones debido a las inversiones considerables en tiempo y recursos 
necesarios para evaluar cada área de crecimiento o localización dentro de un área de crecimiento antes, durante, y 
después del tratamiento. Los resultados de dichos estudios, por ejemplo, podrían confundirse fácilmente por 
diferencias en los niveles iniciales de infestación a través de localizaciones, o áreas de crecimiento, salvo que se 5
tomaran en cuenta medidas costosas para esas diferencias adicionales. El procedimiento de índice de infección, por 
un lado, proporciona un modo factible para corregir dichas diferencias que proporcionan un modo relativamente 
rápido y barato para ensayar la infestación en una base localización por localización, o sección por sección en 
múltiples momentos para sustancialmente todas las localizaciones en un área de crecimiento.

Esta información puede usarse para desarrollar prioridades de tratamiento y estrategias para tratar la infección entre 10
localizaciones dentro de un área de crecimiento. Por ejemplo, los índices de infección determinados para 
localizaciones específicas como secciones del campo, antes de la siembra pueden proporcionar un nivel basal de 
infección para esa localización, que permite a un agricultor decidir qué variedad de cultivo, si lo hay, sembrar en una 
localización particular en el campo en función del índice de infección previamente determinado para esa localización.

El procedimiento de índice de infección también puede usarse junto con VART para anticipar la asignación de 15
recursos para diferentes localizaciones dentro de un área de crecimiento en la preparación del tratamiento de 
plantas antes de sembrarlas o mientras están creciendo. Por ejemplo, podrían enviarse recursos que comprenden 
agentes químicos, equipos, y/o mano de obra, u otros recursos, o combinaciones de los mismos, en mayor 
concentración a una localización o sección de un campo en oposición a otra dependiendo de su índice de infección 
antes de la siembra. Del mismo modo, estas decisiones acerca de la asignación de recursos puede hacerse para 20
tratar o anticipar los tratamientos deseados, de plantas en un área de crecimiento mientras las plantas están 
creciendo, y enviar los recursos en consecuencia.

En otra realización, el índice de infección promedio de una sección de un área de crecimiento puede usarse para 
controlar el cambio en los niveles de infestación en el tiempo. Según cambian estos niveles, podrían asignarse los 
recursos a diferentes secciones de un área de crecimiento en anticipación de las tendencias futuras del nivel de 25
infección.

Ejemplo 5. Demostración de que el procedimiento de índice de infección puede usarse para fenotipar de 
forma fiable plantas para resistencia a nematodos reniformes.

Este ejemplo describe el modo en que el procedimiento de índice de infección puede usarse para determinar la 
cantidad de nematodos reniformes presentes en la rizosfera de una planta y el modo en que la información puede 30
usarse para fenotipar la planta para su capacidad de resistir a infección por nematodos reniformes.

Establecimiento de fenotipos relativamente resistentes y susceptibles

Se inoculó una población de líneas Lonren-1 y Lonren-2 de Gossypium arboretum de 7-10 días de edad con 
aproximadamente 2500 nematodos reniformes juveniles por planta y se propagaron en una cámara de crecimiento 
durante 45-50 días, después de lo cual se recogieron por separado aproximadamente 90 g de suelo de la rizosfera 35
de cada planta y se cuantificó el nivel de infestación por nematodos reniformes para cada planta usando técnicas 
convencionales de BFET.

Después de ello se consideró que las plantas con los mayores niveles de nematodos reniformes tenían un fenotipo 
relativamente "susceptible", y después de ello se consideró que aquellas con la cantidad más baja de nematodos 
reniformes tenían un fenotipo relativamente "resistente" para posteriores análisis. Todas las plantas se cultivaron en 40
condiciones ambientales idénticas.

Recogida de datos

Las seis líneas más susceptibles y las seis más resistentes se sembraron en una cámara de crecimiento y cada 
planta se inoculó con aproximadamente 2500 nematodos, con cuatro réplicas. Otras dos plantas de cada fenotipo no 
se inocularon para que sirvieran como controles vivos y se inocularon dos macetas que contenían suelo pero no 45
plantas para que sirvieran como controles de barbecho. Todas las plantas se recogieron después de dos meses y se 
recogió suelo de la rizosfera de cada planta. Esta vez además de los 90 g de suelo recogidos para cuantificar la 
infección de nematodos mediante BFET, también se recogieron muestras de 5-7 g para cuantificar la infección por 
nematodos mediante el procedimiento de índice de infección.

Resultados50

Los índices de infección promedio para los dos fenotipos y los controles se presentan en la Tabla 6 (un índice de 
infección de 73,72 para una de las plantas susceptibles inoculadas se excluyó como atípico en base a un análisis 
ANOVA). En promedio, los fenotipos susceptibles tuvieron índices de infección aproximadamente 23 veces mayores 
que plantas con fenotipos resistentes, lo que demuestra la capacidad del procedimiento de índice de infección para 
evaluar la capacidad de las plantas de resistir infección por nematodos (obsérvese que incluyendo el atípico esta 55
diferencia se haría incluso mayor).
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Tabla 6. Resultados de índices de infección calculados sobre fenotipos resistentes a reniformes y susceptibles a 
reniformes.

Genotipo Tratamiento Índice de Infección promedio*

Resistente
Inoculado 0,76

Control 0,00

Susceptible
Inoculado 17,18

Control 0,01

Barbecho Inoculado 0,02

*índice de infección =
ng de ADN de gen ITS1 de reniforme

ng de ADN total

De este modo, el índice de infección calculado para una muestra de suelo recogida de la rizosfera de una planta 
puede servir como indicación de la capacidad de la planta de resistir a infección por reniformes, y por consiguiente, 5
servir como fenotipo eficaz de la planta. Por tanto, el índice de infección calculado para una planta, o una población 
de plantas, puede compararse con el de otra planta, o población de plantas, para comparar y valorar los niveles 
relativos de resistencia.

Este procedimiento entonces permite al usuario comparar fenotipos relativos de resistencia entre plantas en una 
única área de crecimiento, o a través de áreas de crecimiento de modos análogos en que puede compararse los 10
índices de infección para localizaciones dentro o entre áreas de crecimiento, como se ha descrito en los Ejemplos 1-
4. Los cambios en los índices de infección en el tiempo pueden revelar importante información acerca de la 
propagación de la infección en una población, o entre poblaciones. Además, también pueden determinarse las 
capacidades de líneas de plantas de resistir a infección. Por ejemplo, los índices de infección calculados para 
plantas en una población en un punto específico en la estación de crecimiento pueden compararse con índices de 15
infección pre-siembra para fenotipar de forma más precisa la capacidad de una planta de resistir a infección. Permite 
al usuario determinar cuanta diferencia entre los índices de infección de dos plantas se debe a diferencias en las 
capacidades de las plantas de resistir realmente la infección frente a diferencias en los niveles pre-siembra de 
infestación por reniformes en el suelo en las localizaciones donde las plantas se sembraron. Incluso pueden 
determinarse cambios en la capacidad de una planta de resistir a infección en el tiempo.20

Esta información también puede ser muy importante para ayudar a los agricultores u obtentores a determinar el 
mejor modo para asignar recursos o aplicar tratamientos a plantas en respuesta a infestación por reniformes y 
permitir a los obtentores de plantas a calibrar de forma más precisa la capacidad de una planta de resistir a 
infección.

Ejemplo 6. El procedimiento de índice de infección puede usarse sobre especies diferentes de nematodos 25
reniformes.

Se reunieron viales cónicos (50 ml), que contenían cada uno 5 g de suelo sin nematodos noduladores de la raíz 
(RKN), y se contó una cantidad específica de juveniles en fase J2 de RKN manualmente y se mezclaron con el suelo 
dentro de cada vial. La cantidad de RKN añadida a cada vial fue 0, 10, 100, 250, 500, 100, 1500, 2000, 2500, 5000, 
7500, o 10,000, con 3 réplicas de cada cantidad, para un total de 36 viales. Cada muestra de 5 g en cada vial se 30
almacenó a temperatura ambiente durante 3 días, después se calculó la cantidad de ADN total y la cantidad de ADN 
de RKN amplificada en una reacción de PCR para cada muestra siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 
1, excepto que se usaron cebadores y sondas específicos para RKN (Tabla 7). El índice de infección entonces se 
calculó para cada muestra usando la siguiente fórmula:

Índice de infección =
ng de ADN génico de ITS1 de RKN

ng de ADN total
35

Tabla 7. Concentraciones de componentes de la mezcla de cebador-sonda de ITS1 de RKN usados en el 
procedimiento de índice de infección para cuantificar la infestación por RKN.

Reactivo Secuencia (5'  3') Vol. (l)
Cebador directo 100 mM CGT AAC TTA CAC TCA GAT CTG TCC 

AAT
330

Cebador inverso 100 mM GGT ACC CAA ACG GTG TTA GCA TTT 330
Sonda 100 mM TAC ACG TGA GCC ATA CTC AAA TGC 

CCA A
67

Agua - 9273
Total: 10000
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La Tabla 8 compara el log del índice de infección promediado para las 3 réplicas de cada nivel de inóculo con la 
cantidad de nematodos contada manualmente en el inóculo.

Tabla 8. Índices de infección calculados para muestras que contienen cantidades especificadas de RKN.

Cantidad de RKN en el suelo Log de índice de infección Des.Típ.

0 0 0

10 -1,7276 0,2268

100 -0,5857 0,1152

250 0,5911 0,0984

500 1,1138 0,1603

1.000 1,679 0,3536

1.500 1,8025 0,1464

2.000 2,1834 0,1174

2.500 2,1402 0,0243

5.000 2,8862 0,2988

7.500 3,1898 0,1574

10.000 3,1376 0,0231

La Tabla 8 revela la precisión del procedimiento de índice de infección para cuantificar la cantidad conocida de RKN 5
en una muestra de suelo (R2 = 99%), así como la aplicabilidad del procedimiento a organismos diferentes a 
reniformes. Se prevé que otros organismos podrían cuantificarse de este modo usando cebadores y sondas 
específicos para ellos.

Se prevé que el procedimiento de índice de infección pueda usarse para cuantificar la cantidad de nematodos que 
infectan especies de plantas diferentes al algodón. Por ejemplo, también podrían determinarse los niveles de 10
infestación por nematodos de áreas de crecimiento de soja o maíz usando los cebadores y sondas descritos en la 
Tabla 2 (reniformes) y/o Tabla 7 (RKN).

Un ejemplo profético no limitante de la amplia aplicabilidad del procedimiento de índice de infección sería usaron 
para determinar el nivel de infestación por Diabrotica virgifera en un campo de maíz usando secuencias de ADN 
específicas para Diabrotica virgifera.15

Ejemplo 7. El procedimiento de índice de infección es específico para el organismo abordado por la 
selección de cebador y sonda y puede usarse para cuantificar la infestación por múltiples especies, 
simultáneamente.

Se inocularon cinco macetas que contenían plántulas de tomate y algodón con 2500 huevos de RKN. Se inoculó un 
segundo conjunto de cinco macetas que contenían plántulas de tomate y algodón con 2500 juveniles reniformes. 20
Después de 60 días, se recogieron cuatro submuestras de 5-7 g de suelo de la rizosfera de cada planta en cada 
maceta y se compusieron. Se determinó el ADN total y el ADN amplificado en una reacción de PCR específica para 
RKN usando las sondas y cebadores descritos en la Tabla 7 y se usó para calcular un índice de infección para cada 
planta.

A continuación, se recogió después una serie de muestras de suelo de 100 g del campo infectado por reniformes 25
cerca de Lubbock TX. Aunque el campo Lubbock estaba infectado con reniformes, no se detectó RKN allí. A partir 
de cada muestra de 100 g, se procesaron submuestras de 5-7 g a través del procedimiento de índice de infección 
usando los cebadores y sondas específicos de RKN descritos en la Tabla 7.

Después se determinó el log de cada índice de infección calculado para cada muestra (Tabla 9). Un análisis de 
regresión de los datos produjo el siguiente modelo de ajuste lineal:30

RNK por muestra = 313 + 1621 Log * (índice de infección)

con R2 = 0,59. La cantidad de RKN predichos por muestra entonces se calculó usando esta ecuación y se introdujo 
en la Tabla 9.
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Tabla 9. Índices de infección calculados para muestras de macetas de cultivo infestadas por RKN y campos 
infestados por reniformes.

Fuente log (índice de infección) n.º predicho de RKN/muestra

maceta de cultivo de RKN 0,37 906,26

maceta de cultivo de RKN 0,18 596,95

maceta de cultivo de RKN 0,24 699,11

maceta de cultivo de RKN 0,14 535,05

maceta de cultivo de RKN 0,95 1856,41

maceta de cultivo de REN 0 0

maceta de cultivo de REN 0 0

maceta de cultivo de REN 0 0

maceta de cultivo de REN 0 0

maceta de cultivo de REN 0 0

Wilson, TX (campo infestado por Ren) 0 0

Wilson, TX (campo infestado por Ren) 0 0

Wilson, TX (campo infestado por Ren) 0 0

Wilson, TX (campo infestado por Ren) 0 0

La Tabla 9 revela la especificidad del procedimiento de índice de infección para cuantificar solamente niveles de 
infestación por RKN cuando se usan sondas y cebadores específicos de RKN. Por tanto, el procedimiento de índice 5
de infección no solamente es eficaz y preciso, sino también altamente específico para cuantificar solamente los 
organismos abordados por los cebadores y sondas usados en el procedimiento. En una realización de la invención, 
el procedimiento de índice de infección puede usarse para detectar contaminación cruzada entre áreas de 
crecimiento especificadas de RKN y reniformes. En otra realización, podría detectarse y cuantificarse la 
contaminación por otros organismos usando sondas y cebadores específicos para esos organismos.10

El hecho de que los resultados del procedimiento de índice de infección no se contradigan por la presencia de 
organismos no diana en el suelo revela otra realización más de la invención. Los niveles relativos de infestación de 
más de un organismo pueden determinarse para una localización dada simultáneamente. Se prevé que podría 
combinarse un conjunto de cebadores y sondas específicos para RKN con cebadores y sondas específicos para 
reniformes en la misma reacción de PCR para determinar la cantidad total de infestación por ambos organismos al 15
mismo tiempo mediante el procedimiento de índice de infección.

En otra realización de la invención, podrían procesarse submuestras tomadas de la misma localización, o la rizosfera 
de la misma planta, a través del procedimiento de índice de infección por separado, pero simultáneamente, para 
determinar el nivel de infestación por RKN frente al nivel de infestación por reniformes para esa localización o planta.

Este ejemplo también revela el nuevo concepto de usar el procedimiento de índice de infección para detectar la 20
cantidad de endoparásitos obligados, como RKN, presentes en el suelo. La técnica anterior no logra mostrar o 
sugerir que dicha cuantificación es posible debido a la suposición de que sería necesario extraer ADN de parásitos 
que viven dentro del tejido vegetal. Este ejemplo demuestra el sorprendente resultado de que de hecho es posible 
cuantificar la infestación por endoparásitos ensayando el suelo recogido de las rizosferas de plantas de forma 
sustancialmente no destructiva, supuestamente porque el ciclo vital del parásito incluye algo de tiempo fuera del 25
tejido vegetal y no todos los parásitos están en el mismo punto del ciclo vital al mismo tiempo. Por tanto, el 
procedimiento de índice de infección es una herramienta útil para cuantificar la cantidad relativa de endoparásitos 
obligados, como RKN.

También se prevé que el procedimiento de índice de infección podría usarse junto con técnicas de PCR isotérmica. 
Por tanto, una realización de la presente invención comprende usar un índice de infección para determinar la 30
cantidad de organismos diana en una muestra sin abandona el campo o el área de crecimiento.

Ejemplo 8: Ejemplo profético para usar el procedimiento de índice de infección para seleccionar plantas 
resistentes a reniformes usando técnicas convencionales de reproducción.

La resistencia a enfermedad de una planta puede calibrarse usando el procedimiento de índice de infección descrito 
en los Ejemplos 1-6 y esta información puede usarse para guiar las decisiones acerca de la selección de plantas que 35
servirán como progenitores en posteriores generaciones.

Por ejemplo, pueden hacerse cruces entre líneas de algodón y la descendencia cultivada en suelo infectado con 
reniformes. Usando el procedimiento de índice de infección, puede determinarse la capacidad de la descendencia de 
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resistir la infección, así como la capacidad de cada línea progenitora de producir descendencia resistente a infección 
por reniformes.

Este sistema puede usarse para determinar qué descendencia y/o qué progenitores usarse en futuros cruces 
siguiendo la selección de fenotipos favorables de resistencia a enfermedad, determinada por el procedimiento de 
índice de infección, para generar líneas resistentes a reniformes. Puede usarse cualquiera de varias variaciones en 5
los esquemas de selección o programas de reproducción conocidos en la técnica junto con el procedimiento de 
índice de infección incluyendo, aunque sin limitación, la selección recurrente, la selección de genealogía, y/o linaje 
de semilla individual.

En una realización, también puede conseguirse la introgresión de uno o más loci de resistencia mediante 
retrocruzamiento repetido con un progenitor recurrente, con un fenotipo resistente constante, acompañado por 10
selección para retener el fenotipo resistente del progenitor donante recurrente. Este procedimiento de 
retrocruzamiento se implementa en cualquier fase en el desarrollo de líneas y sucede junto con la mejora para 
características agronómicas superiores o uno o más rasgos de interés, incluyendo rasgos transgénicos y no 
transgénicos.

El presente procedimiento también puede usarse para descubrir nuevas fuentes de resistencia dentro o entre 15
germoplasmas.

Como alternativa, se emplea un procedimiento de reproducción directa donde puede controlarse un fenotipo 
resistente para introgresión satisfactoria después de un cruce con un progenitor susceptible con posteriores 
generaciones fenotipadas usando el procedimiento de índice de infección para detectar el fenotipo resistente. Esta 
selección del fenotipo resistente puede hacerse simultáneamente con selección de uno o más rasgos adicionales de 20
interés, incluyendo rasgos transgénicos y no transgénicos.

Ejemplo 9: Demostración del modo en que puede usarse el procedimiento de índice de infección para 
identificar marcadores SNP asociados con un gen de resistencia a reniformes.

Se desarrolló una población de mapeo a partir del cruce del progenitor resistente a reniformes LONREN-2 con el 
progenitor susceptible a reniformes GV061 (depósito ATCC n.º PTA-XXXX). Se desarrolló un total de 135 líneas casi 25
isogénicas (NIL) para la población de mapeo. Se fenotiparon diez réplicas de cada línea para resistencia a 
reniformes usando el procedimiento de índice de infección como se describe en el Ejemplo 1 y se usaron SNP que 
eran polimórficos en la población NIL para genotipar cada planta. Después se usaron técnicas de captura de 
secuencia y análisis de segregantes agrupados (BSA) para identificar y mapear SNP adicionales asociados con 
resistencia. Se identificó un total de 112 SNP capaces de detectar la presencia de resistencia a reniformes y 30
controlar la introgresión del locus de resistencia a enfermedad y se mapearon en el genoma de algodón en la región 
(Tabla 10). Aunque no se proporcionan cebadores y sondas para cada SNP, pueden solicitarse los componentes 
necesarios para detectar los SNP desvelados entre varias opciones de proveedores especializados en dichos 
servicios o simplemente crearse los cebadores y sondas apropiados usando procedimientos que requieren 
habilidades habituales en la técnica.35

Tabla 10. Marcadores SNP en el cromosoma A11 capaces de detectar resistencia a reniformes y controlar la 
introgresión del locus de resistencia a enfermedad.

SEC ID N.º
Posición crom. 

(cM)
Posición 

SNP
1 Alelo 1 Alelo 2

SEC ID N.º
Cebador 

dir.
Cebador 

inv.
Sonda 1 Sonda 2

1 145 253 A G 113 182 251 320
2 152,2 253 G T 114 183 252 321
3 163,6 122 A G 115 184 253 322
4 172,2 143 C T 116 185 254 323
5 158,4 325 C G 117 186 255 324
6 142,5 303 A C 118 187 256 325
7 166,4 125 A C 119 188 257 326
8 147 382 A G 120 189 258 327
9 143 367 A G 121 190 259 328
10 181,1 409 A T 122 191 260 329
11 150,7 447 A G 123 192 261 330
12 165,5 209 A G 124 193 262 331
13 171,3 354 C T 125 194 263 332
14 169,8 254 A T 126 195 264 333
15 183,5 218 A T 127 196 265 334
16 163,9 449 C T 128 197 266 335
17 160,8 220 G * 129 198 267 336
18 160,1 385 A G 130 199 268 337
19 145,9 333 A T 131 200 269 338

E10822817
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(continuación)

SEC ID N.º
Posición crom. 

(cM)
Posición 

SNP1 Alelo 1 Alelo 2
SEC ID N.º

Cebador 
dir.

Cebador 
inv.

Sonda 1 Sonda 2

20 183,5 322 A G 132 201 270 339
21 180,1 166 A T 133 202 271 340
22 180,1 219 C T 134 203 272 341
23 160,1 59 A T 135 204 273 342
24 182,4 525 C G 136 205 274 343
25 178,5 221 C T 137 206 275 344
26 159,2 272 A T 138 207 276 345
27 150,7 149 A C 139 208 277 346
28 165,7 310 C G 140 209 278 347
29 160,1 520 A T 141 210 279 348
30 159,8 62 A G 142 211 280 349
31 182,2 192 G T 143 212 281 350
32 181,2 255 A G 144 213 282 351
33 174,4 381 A G 145 214 283 352
34 160,1 107 A C 146 215 284 353
35 150,7 171 A G 147 216 285 354
36 180,1 356 A G 148 217 286 355
37 150,7 323 C T 149 218 287 356
38 171,2 188 A G 150 219 288 357
39 174,9 188 T C 151 220 289 358
40 174,9 683 G A 152 221 290 359
41 166,6 619 C T 153 222 291 360
42 175,5 338 G A 154 223 292 361
43 174,9 152 T G 155 224 293 362
44 170,4 163 G A 156 225 294 363
45 174,9 312 A G 157 226 295 364
46 167,7 82 C T 158 227 296 365
47 175,2 708 C A 159 228 297 366
48 174,9 225 G C 160 229 298 367
49 160,1 197 G T 161 230 299 368
50 170,7 106 T C 162 231 300 369
51 174,9 207 A G 163 232 301 370
52 174,9 553 A G 164 233 302 371
53 168,9 152 C T 165 234 303 372
54 174,6 208 T C 166 235 304 373
55 170,7 531 T C 167 236 305 374
56 174,9 139 C T 168 237 306 375
57 174,6 159 A G 169 238 307 376
58 162 51 G A 170 239 308 377
59 170,7 139 G A 171 240 309 378
60 175,5 318 A G 172 241 310 379
61 174,9 143 A G 173 242 311 380
62 175,5 105,0 T A 174 243 312 381
63 170,7 160 C G 175 244 313 382
64 172,6 168 G T 176 245 314 383
65 174,9 565 T G 177 246 315 384
66 170,1 165 C T 178 247 316 385
67 174,9 118 C T 179 248 317 386
68 170,7 96 C A 180 249 318 387
69 170,4 609 G A 181 250 319 388
70 ** 131 A G -- -- -- --
71 ** 205 G C -- -- -- --
72 174,9 739 T A -- -- -- --
73 174,9 186 C T -- -- -- --
74 174,9 262 G T -- -- -- --
75 174,9 270 A T -- -- -- --
76 174,9 419 C A -- -- -- --
78 167,7 121 T C -- -- -- --
77 167,7 26 A G -- -- -- --
79 175,2 760 C A -- -- -- --
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(continuación)

SEC ID N.º
Posición crom. 

(cM)
Posición 

SNP1 Alelo 1 Alelo 2
SEC ID N.º

Cebador 
dir.

Cebador 
inv.

Sonda 1 Sonda 2

80 174,9 286 A T -- -- -- --
81 174,6 264 A G -- -- -- --
82 174,6 316 T C -- -- -- --
83 168,9 190 G A -- -- -- --
84 168,9 394 T A -- -- -- --
85 168,9 431 A T -- -- -- --
86 168,9 469 A G -- -- -- --
87 168,9 489 T C -- -- -- --
88 168,9 573 G A -- -- -- --
89 168,9 580 G T -- -- -- --
90 174,9 72 G A -- -- -- --
91 174,9 76 T C -- -- -- --
93 170,7 227 C T -- -- -- --
94 170,7 269 A G -- -- -- --
95 170,7 285 A C -- -- -- --
96 170,7 294 A G -- -- -- --
92 170,7 72 A G -- -- -- --
98 174,9 201 A G -- -- -- --
99 174,9 246 T C -- -- -- --
97 174,9 36 C T -- -- -- --

102 174,6 185 G A -- -- -- --
100 174,6 51 G C -- -- -- --
101 174,6 52 T C -- -- -- --
103 174,9 53 A G -- -- -- --
104 175,5 370 G A -- -- -- --
105 175,5 252 G A -- -- -- --
106 175,5 256 A G -- -- -- --
107 175,5 326 C A -- -- -- --
108 174,9 193 T A -- -- -- --
109 174,9 665 C T -- -- -- --
110 ** 3 C T -- -- -- --
111 ** 5 G A -- -- -- --
112 174,9 72 A G -- -- -- --

* deleción de un único nucleótido
** localización exacta no determinada
1 posición de nucleótido en la SEC ID N.º indicada

Ejemplo 10: Detección de resistencia a reniformes y control de la introgresión del locus de resistencia a 
partir de una línea de plantas en otra usando marcadores SNP.

Puede fenotiparse un progenitor resistente a reniformes, tal como LONREN-2, y un progenitor susceptible a 
reniformes, tal como GV061 para su capacidad de resistir infección por reniformes usando el procedimiento de 5
índice de infección descrito en los Ejemplos 1-5. Como alternativa, puede usarse la técnica de extracción con 
embudo de Baermann, u otro procedimiento de fenotipado de resistencia a reniformes.

Después del fenotipado, se determinarían los genotipos de los progenitores con respecto a uno o más marcadores 
vinculados a la resistencia seleccionada de la Tabla 10. Como alternativa, puede usarse cualquier marcador de ADN 
que esté dentro de la región genómica entre los marcadores públicos CGR6333 y BNL1231 b.10

A continuación, se cruzarían el progenitor resistente y el progenitor susceptible. En una realización de la presente 
invención, el genotipo de la descendencia después se asociaría con el fenotipo de los progenitores comparando el 
genotipo de la descendencia en uno o más loci marcadores seleccionados de la Tabla 10, o cualquier marcador de 
ADN que esté dentro de la región genómica entre los marcadores públicos CGR6333 y BNL1231 b, con el genotipo 
de los progenitores en uno o más loci marcadores. Después se seleccionarían individuos que comparten alelos SNP 15
para esos marcadores con el progenitor resistente para progresar en el programa de reproducción. Podrían 
descartarse individuos con alelos SNP para esos marcadores que no coinciden con el progenitor resistente, o que 
coinciden con el progenitor susceptible.

Este procedimiento evita el procedimiento laborioso y largo de fenotipar a mano la descendencia procedente de 
cruces con estos progenitores para verificar los individuos resistentes o susceptibles en la población de la 20
descendencia.
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La presente invención puede usarse sobre poblaciones diferentes a las descritas específicamente en la presente 
solicitud sin alterar los procedimientos descritos en el presente documento. Aunque diferentes progenitores pueden 
tener diferentes genotipos en diferentes marcadores, el procedimiento para usar la presente invención es 
fundamentalmente idéntico.

Un obtentor de plantas puede seleccionar genotipos resistentes, determinados por el genotipo del progenitor 5
resistente, en uno o más marcadores proporcionados en la Tabla 10, o cualquier marcador que se mapee entre los 
marcadores públicos CGR6333 y BNL1231 b, para seleccionar plantas para resistencia a reniformes que surge del 
donante seleccionando al mismo tiempo el genoma destinatario en regiones cromosómicas adyacentes. En la 
práctica, esto reduce la cantidad de arrastre de vinculación del genoma donante que puede estar asociado con 
propiedades indeseables agronómicas o de calidad de las fibras.10

La introgresión de uno o más loci de resistencia se consigue mediante retrocruzamiento repetido con un progenitor 
recurrente acompañado por selección para retener uno o más loci de resistencia a reniformes del progenitor 
donante. Este procedimiento de retrocruzamiento se implementa en cualquier fase en el desarrollo de líneas y 
sucede junto con la mejora para características agronómicas superiores o uno o más rasgos de interés, incluyendo 
rasgos transgénicos y no transgénicos.15

Como alternativa, se emplea un procedimiento de reproducción directa en el que puede controlarse uno o más loci 
de resistencia a reniformes para introgresión satisfactoria después de un cruce con un progenitor susceptible con 
posteriores generaciones genotipadas para uno o más loci de resistencia a reniformes y para uno o más rasgos 
adicionales de interés, incluyendo rasgos transgénicos y no transgénicos.

20
<110> Monsanto Technology LLC

<120> PROCEDIMIENTOS PARA CUANTIFICAR ORGANISMOS DIANA Y CREAR PLANTAS DE ALGODÓN 
RESISTENTES A RENIFORMES 

25
<130> 46-21(55576)

<140> EP 10822817.2
<141> 11-10-2010

30
<150> US 61/250.235
<151> 09-10-2009

<160> 384
35

<210> 1
<211> 643
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

40
<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(643)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

45
<400> 1
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<210> 2
<211> 599
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 2

10

<210> 3
<211> 96015
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 3
20
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<210> 4
<211> 654
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 4

10
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<210> 5
<211> 503
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

5
<400> 5

<210> 610
<211> 501
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 615

<210> 7
<211> 67320
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 7
25
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<210> 8
<211> 748
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(748)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 8

15
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<210> 9
<211> 591
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

5
<400> 9

<210> 1010
<211> 615
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 1015

<210> 11
<211> 63520
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 11
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<210> 12
<211> 598
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 12

10

<210> 13
<211> 585
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum15

<400> 13
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<210> 14
<211> 530
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 14

10

<210> 15
<211> 699
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum15

<400> 15
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<210> 16
<211> 738
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 16

10

<210> 17
<211> 557
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum15
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<400> 17

<210> 185
<211> 450
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 1810

<210> 19
<211> 54815
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 19
20
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<210> 20
<211> 415
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 20

10

<210> 21
<211> 646
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum15

<400> 21
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<210> 22
<211> 645
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 22

10

<210> 23
<211> 611
<212> ADN15
<213> Gossypium hirsutum

<400> 23
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<210> 24
<211> 300
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 24

10

<210> 25
<211> 631
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum15

<400> 25
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<210> 26
<211> 658
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 26

10

<210> 27
<211> 578
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum15

<400> 27
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<210> 28
<211> 652
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 28

10

<210> 29
<211> 585
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum15

<400> 29

E10822817
10-02-2016ES 2 562 412 T3

 



34

<210> 30
<211> 592
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 30

10

<210> 31
<211> 579
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum15

<400> 31
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<210> 32
<211> 620
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 32

10

<210> 33
<211> 574
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum15

<400> 33
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<210> 34
<211> 789
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(789)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 34

15
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<210> 35
<211> 687
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

5
<400> 35

<210> 3610
<211> 620
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 3615

<210> 37
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<211> 669
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 375

<210> 38
<211> 65610
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 38
15
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<210> 39
<211> 574
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

5
<400> 39

<210> 4010
<211> 708
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 4015

<210> 41
<211> 17420
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum
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<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(174)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

5
<400> 41

<210> 4210
<211> 814
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>15
<221> dudoso
<222> (1)..(814)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 4220

<210> 4325
<211> 281
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<400> 4330
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<210> 44
<211> 908
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 44

10

<210> 45
<211> 814
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum15

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(814)
<223> dudoso en todas las localizaciones n20

<400> 45
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<210> 46
<211> 347
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(347)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 46

15

<210> 47
<211> 578
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum20

<400> 47
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<210> 48
<211> 749
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 48

10

<210> 49
<211> 443
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum15

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(443)
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<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 49

5

<210> 50
<211> 209
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum10

<400> 50

15
<210> 51
<211> 432
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

20
<400> 51

<210> 5225
<211> 581
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum
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<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(581)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

5
<400> 52

<210> 5310
<211> 516
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>15
<221> dudoso
<222> (1)..(516)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 5320

<210> 54
<211> 62425
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum
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<400> 54

<210> 555
<211> 839
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>10
<221> dudoso
<222> (1)..(839)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 5515
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<210> 56
<211> 481
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(481)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 56

15

<210> 57
<211> 603
<212> ADN

E10822817
10-02-2016ES 2 562 412 T3

 



48

<213> Gossypium hirsutum

<400> 57

5

<210> 58
<211> 756
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum10

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(756)
<223> dudoso en todas las localizaciones n15

<400> 58

E10822817
10-02-2016ES 2 562 412 T3

 



49

<210> 59
<211> 459
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(459)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 59

15

<210> 60
<211> 826
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum20

<400> 60
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<210> 61
<211> 629
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(629)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 61

15
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<210> 62
<211> 287
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

5
<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(287)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

10
<400> 62

<210> 6315
<211> 1086
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>20
<221> dudoso
<222> (1)..(1086)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 6325
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<210> 64
<211> 367
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(367)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 64
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<210> 65
<211> 958
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(958)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 65

15

<210> 66
<211> 410
<212> ADN
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<213> Gossypium hirsutum

<400> 66

5

<210> 67
<211> 453
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum10

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(453)
<223> dudoso en todas las localizaciones n15

<400> 67

20
<210> 68
<211> 551
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

25
<400> 68
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<210> 69
<211> 560
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<400> 69

10

<210> 70
<211> 174
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum15

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(174)
<223> dudoso en todas las localizaciones n20

<400> 70
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<210> 71
<211> 174
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(174)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 71

15

<210> 72
<211> 814
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum20

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(814)
<223> dudoso en todas las localizaciones n25

<400> 72
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<210> 73
<211> 814
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(814)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 73

15
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<210> 74
<211> 814
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(814)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 74

15

<210> 75
<211> 814
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum20

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(814)
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<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 75

5

<210> 76
<211> 814
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum10

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(814)
<223> dudoso en todas las localizaciones n15

<400> 76
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<210> 77
<211> 814
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(814)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 77
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<210> 78
<211> 814
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(814)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 78

15
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<210> 79
<211> 366
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(366)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 79

15

<210> 80
<211> 347
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum20

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(347)
<223> dudoso en todas las localizaciones n25

<400> 80

ES 2 562 412 T3
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<210> 81
<211> 347
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(347)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 81

15

<210> 82
<211> 347
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum20

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(347)
<223> dudoso en todas las localizaciones n25

<400> 82

30
<210> 83

ES 2 562 412 T3

 



64

<211> 347
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>5
<221> dudoso
<222> (1)..(347)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 8310

<210> 84
<211> 34715
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso20
<222> (1)..(347)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 84
25

<210> 85
<211> 581
<212> ADN30
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(581)35
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 85

ES 2 562 412 T3

 



65

<210> 86
<211> 581
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(581)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 86

15

<210> 87
<211> 516
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum20

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(516)
<223> dudoso en todas las localizaciones n25

ES 2 562 412 T3

 



66

<400> 87

<210> 885
<211> 516
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>10
<221> dudoso
<222> (1)..(516)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 8815

<210> 89
<211> 51620
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso25
<222> (1)..(516)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 89
30

ES 2 562 412 T3

 



67

<210> 90
<211> 614
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(614)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n 

<400> 90

15

<210> 91
<211> 614
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum20

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(614)
<223> dudoso en todas las localizaciones n25

ES 2 562 412 T3

 



68

<400> 91

<210> 925
<211> 839
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>10
<221> dudoso
<222> (1)..(839)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 9215

ES 2 562 412 T3

 



69

<210> 93
<211> 481
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(481)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 93

15

<210> 94
<211> 481
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum20

ES 2 562 412 T3

 



70

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(481)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

5
<400> 94

<210> 9510
<211> 481
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>15
<221> dudoso
<222> (1)..(481)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 9520

<210> 96
<211> 48125
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso30
<222> (1)..(481)

ES 2 562 412 T3

 



71

<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 96

5

<210> 97
<211> 756
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum10

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(756)
<223> dudoso en todas las localizaciones n15

<400> 97

20

ES 2 562 412 T3

 



72

<210> 98
<211> 459
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

5
<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(459)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

10
<400> 98

<210> 9915
<211> 459
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>20
<221> dudoso
<222> (1)..(459)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 9925

<210> 100
<211> 62930
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso35

ES 2 562 412 T3

 



73

<222> (1)..(629)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 100
5

<210> 101
<211> 629
<212> ADN10
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(629)15
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 101

20

ES 2 562 412 T3

 



74

<210> 102
<211> 629
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

5
<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(629)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

10
<400> 102

<210> 10315
<211> 287
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>20
<221> dudoso
<222> (1)..(287)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 10325

<210> 104
<211> 108630
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso35

ES 2 562 412 T3

 



75

<222> (1)..(1086)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 104
5

<210> 105
<211> 1086
<212> ADN10
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(1086)15
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 105

ES 2 562 412 T3

 



76

<210> 106
<211> 367
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(367)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 106

ES 2 562 412 T3

 



77

<210> 107
<211> 958
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(958)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 107

15

<210> 108
<211> 366
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum20

ES 2 562 412 T3

 



78

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(366)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

5
<400> 108

<210> 10910
<211> 453
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>15
<221> dudoso
<222> (1)..(453)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 10920

<210> 110
<211> 44325
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso30
<222> (1)..(443)
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 110
35

ES 2 562 412 T3

 



79

<210> 111
<211> 443
<212> ADN5
<213> Gossypium hirsutum

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(443)10
<223> dudoso en todas las localizaciones n

<400> 111

15

<210> 112
<211> 443
<212> ADN
<213> Gossypium hirsutum20

<220>
<221> dudoso
<222> (1)..(443)
<223> dudoso en todas las localizaciones n25

<400> 112

ES 2 562 412 T3

 



80

<210> 113
<211> 25
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6810

<400> 113
ccactgttga aactccatct gagat 25

<210> 11415
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 114
ggctaaagtt ggatcttggg atcta 2525

<210> 115
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

35
<400> 115
acccttttgt tgctttttgg tgataat 27

<210> 116
<211> 2340
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 45
ID Nº: 1-68

<400> 116
ccatcgtttc attgcacaag tca23

50

ES 2 562 412 T3

 



81

<210> 117
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 11710
tgcaccgcaa acatggaatt tt 22

<210> 118
<211> 25
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 118
acttggacaa aacgaattcc tggaa 25

<210> 11925
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 119
ccaacttttg atcggcaatg gt 2235

<210> 120
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 120
tgggtaagtt ttccttcttt ctcctttt 28

<210> 121
<211> 2550
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 121
ccaatgcaag tgacccaatt ctaaa 25

60
<210> 122
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65

ES 2 562 412 T3

 



82

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 1225
aatgataaaa acacacctca gttcttcct 29

<210> 123
<211> 32
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 123
cttattcata aacagaatgc ctctagtact gt 32

<210> 12420
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 124
catacatagt acgaagagca ggagttg 2730

<210> 125
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 125
cccgggcttc aaaggatga 19

<210> 126
<211> 3445
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 126
gcttatatac ttattgtttc tcgtttcttt ctgg 34

55
<210> 127
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 12765
cacttaccta cctccattaa ttacattgaa act 33

ES 2 562 412 T3

 



83

<210> 128
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 12810
ccgaaattta caaatcaaaa ctctgaacaa aat 33

<210> 129
<211> 14
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 129 
cggtggcgca tggc 14

<210> 13025
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 130
ccaagatact ggctgggaag ag 2235

<210> 131
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 131
gtggtaaact acttaaccaa tcttgtccta 30

<210> 132
<211> 2550
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 132
acagcatgga gtgatgcatt actta 25

60
<210> 133
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65

ES 2 562 412 T3

 



84

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 1335
agtgtttaca taccataggg aatttgtttg t 31

<210> 134
<211> 29
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 134
agaaaagcat aatgccttgt tgtttaaca 29

<210> 13520
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 135
cctgcacaaa acgtttacag agaat 2530

<210> 136
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 136
caaatctgta gacgcacgat cga 23

<210> 137
<211> 3145
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 137
cccttcaata catggaaaaa cttagaaaac a 31

55
<210> 138
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 13865
ccttcaacac cagacgaagc t 21

ES 2 562 412 T3

 



85

<210> 139
<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 13910
ccgccgcatc cgtca 15

<210> 140
<211> 21
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 140
caacactttt ggctgcatgg t 21

<210> 14125
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 141
ggtgagatcg gtaccatagt accat 2535

<210> 142
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 142
aacacgggca agagatgct 19

<210> 143
<211> 2050
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 143
caagtaggac gtgcgcaatg 20

60
<210> 144
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65

ES 2 562 412 T3

 



86

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 1445
caaacaagca acttattcac agatattgga 30

<210> 145
<211> 31
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 145
aacgactcat catctgatct gagttaaaat t 31

<210> 14620
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 146
ctttgaatat ttgtttcaat tgcgaaatta gttga 3530

<210> 147
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 147
gagaggttcg acttggaaag ct 22

<210> 148
<211> 2445
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 148
gaagatgtac caaaggcatt gcat 24

55
<210> 149
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 14965
cctagtcctc accaaaatca atcatttaaa agta 34

ES 2 562 412 T3

 



87

<210> 150
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 15010
cgaggttagg caatctgtct ttttttatt 29

<210> 151
<211> 25
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 151
catgactata actgcaccag gctat 25

<210> 15225
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 152
gaacaaccat ctgttgaaat cttttgc 2735

<210> 153
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 153
tgacacagca ttttcttaca ctgttttg 28

<210> 154
<211> 2950
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 154
caagtcatcc atttaaggaa actccaaaa 29

60
<210> 155
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65

ES 2 562 412 T3

 



88

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 1555
cccactctct cttaacaaca tcaca 25

<210> 156
<211> 26
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 156
acagggattg ttctatggtt gattcc 26

<210> 15720
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 157
gaagtcccct cggtgataag tc 2230

<210> 158
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 158
tcaaccagta gatctccaat aaacttaaat gg 32

<210> 159
<211> 3045
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 159
acagctgaca caatatgtag agaagatttc 30

55
<210> 160
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 16065
cgtgctaaga atttgcttga tgaaacc 27

ES 2 562 412 T3

 



89

<210> 161
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 16110
ctacacctta agggtatgta ttacctattc aac 33

<210> 162
<211> 27
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 162
gagtccttgt aggatcatat ccccata 27

<210> 16325
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 163
ggcttccgtc tcctccttta ga 2235

<210> 164
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 164
gctgcaagat attgtctccc agaaa 25

<210> 165
<211> 2550
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 165
gtcactgttt gattctgttg ttgca25

60
<210> 166
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
<220>
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<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 166
ggtggtggca gataaagata ttgca 255

<210> 167
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

15
<400> 167
ccatcattag ttgggccttt caattg 26

<210> 168
<211> 3820
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 25
ID Nº: 1-68

<400> 168
gacattaaga tgaaagaatg aaaatgttaa ccttaaga 38

30
<210> 169
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 16940
gcatctgaaa acgtaatgat ttagcaaga 29

<210> 170
<211> 20
<212> ADN45
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6850

<400> 170
gcccctgacg catgttctag 20

<210> 17155
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>60
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 171
ttacgaacca cctttgaact gtga 2465
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<210> 172
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 17210
ggcatacctg gaaacctgca at 22

<210> 173
<211> 29
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 173
caagaaaaaa ctgttgctct atgctatca 29

<210> 17425
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 174
gcgcgagcat attcaacttt aacaa 2535

<210> 175
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 175
actgttcctc ttgctagtga ggtat 25

<210> 176
<211> 2750
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 176
tgacgaaact tcaagctaaa acattgc 27

60
<210> 177
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 1775
agccgttgaa taaatgcatg cttaaag 27

<210> 178
<211> 26
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 178
aacttctaat cccatggtct gagaga 26

<210> 17920
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 179
aggcaaggcc cctcaac 1730

<210> 180
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 180
acgcaccgga aatgaaagag a 21

<210> 181
<211> 2145
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 181
agagcagcag aaaccacgaa t 21

55
<210> 182
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 18265
aacagatgaa aactaaccat ttctaaacac aattt 35
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<210> 183
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

10
<400> 183
gaaagattgc attccagtaa ccagaat 27

<210> 184
<211> 2915
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 20
ID Nº: 1-68

<400> 184
gagaatcaat aagtttgctt gttggacaa 29

25
<210> 185
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 18535
aagagaaaag gttccaagac accaa 25

<210> 186
<211> 34
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6845

<400> 186
tcatcacaga aacaagtttt atataagagg aaca34

<210> 18750
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>55
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 187
cagaaatcaa atttttacag acatagggaa ca 3260

<210> 188
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 1885
agttgatttt aaatctcatt tttgggttct ctttt 35

<210> 189
<211> 18
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 189
ccttgctgct cggagctt 18

<210> 19020
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 190
acaggttgca tacttgctga gtt2330

<210> 191
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 191
tgatgacgac tatttgcata tgttcga 27

<210> 192
<211> 3145
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 192
aaaaaatgat attaccatgg agatgagtgg t 31

55
<210> 193
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 19365
cgtatcccct tcatttcgtc gaa 23
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<210> 194
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 19410
gacaacatga caacgtacga caa 23

<210> 195
<211> 32
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 195
ggttggtaat gtacttgatg taattttgtt ga 32

<210> 19625
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 196
cgccttttcc ggagaagata tctc 2435

<210> 197
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 197
acggcgtcat ttcatattgt tataaaagc 29

<210> 198
<211> 2250
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 198
gtctggccat ggattagcct tt 22

60
<210> 199
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 1995
aactttgtgg tatgtaagaa ggatcgtaag 30

<210> 200
<211> 23
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 200
ttcctatatg gcgaagtgtt ggg 23

<210> 20120
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 201
gcatcccaaa ggactatcat atcca2530

<210> 202
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 202
actccaacct aaacacctct acttct 26

<210> 203
<211> 2545
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 203
ggctttcact tgtcgatagg tttca 25

55
<210> 204
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 20465
cagaatctac gacgtcaaac acttg 25
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<210> 205
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 20510
gatattcgag cccatgttac ttgga 25

<210> 206
<211> 23
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 206
cccagataac aggacctctt cac 23

<210> 20725
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 207
gcttgtaagg cattgagaca ttgg 2435

<210> 208
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 208
catccctccc tattatttta tctttactca caa 33

<210> 209
<211> 2150
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 209
cgcttctaac gggaaccaag a 21

60
<210> 210
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 2105
tccagtagcc ctttctatac caagat 26

<210> 211
<211> 32
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 211
gcaaaaggaa aatccattac tagtttaaga ct 32

<210> 21220
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 212
cagatcttgg gtttaggctc aaagt 2530

<210> 213
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 213
caagctgttg atggcccata g 21

<210> 214
<211> 2645
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 214
acagcctgaa acatcaaatc cttact 26

55
<210> 215
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 21565
gggagaaaac tagtaaaaca cggttgt 27
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<210> 216
<211> 41
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 21610
tcatttcaat aaagtaagtg ttaagacata ctagatagag a 41

<210> 217
<211> 32
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 217
aagtgaaaat gttaatgaaa tgaacgaggt tt 32

<210> 21825
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 218
gctaaagcca ataaactctc ttacaaatgg 3035

<210> 219
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 219
gcatgctctt gttggatata tacccata 28

<210> 220
<211> 2450
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 220
tgatgagaac ttgcggaaaa tcca 24

60
<210> 221
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 2215
aaggctactc gggaaaaaga ataacataaa ta 32

<210> 222
<211> 26
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 222
acttcgcgat tcagtagttc tacttg 26

<210> 22320
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 223
gaccacatgc atagcataac tttttaattc a 3130

<210> 224
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 224
acgaggaatt ctcttctctg tacttct 27

<210> 225
<211> 2445
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 225
cgttattgtg ctgtctcaga tgct 24

55
<210> 226
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 22665
gtccgaattt gaaattggac aaggaaa 27
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<210> 227
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 22710
agatcactac ctactgctct tgcat 25

<210> 228
<211> 28
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 228
cggattaatc ttccgtatca agttgaga 28

<210> 22925
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 229
gcctgtgtgt gtatccatgg aaaat 2535

<210> 230
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 230
ggtttagttc attggaaact atattactct gattct 36

<210> 231
<211> 1950
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 231
agacctgcga gagctccat 19

60
<210> 232
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 2325
taacatttgg ttattttatt gtccagatca tga 33

<210> 233
<211> 21
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 233
ggtcagatga acggcaacac t 21

<210> 23420
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 234
cactttggag ataccctttc aggaa 2530

<210> 235
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 235
gttggcttgc cggtaacc 18

<210> 236
<211> 2245
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 236
catgtgctcc ggagattctt ca 22

55
<210> 237
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 23765
cgagatcgat ctcacttggt tgaat 25
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<210> 238
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 23810
gccattcatg tatcgcatca tctt 24

<210> 239
<211> 21
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 239
tcacaatgcc gccgctaata a 21

<210> 24025
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 240
ccgtttaatt ttagccactg aacatctt 2835

<210> 241
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 241
ccacaggaaa tcctctatgg tactg 25

<210> 242
<211> 3250
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 242
tgtaaagtca ttacaatttt tctaggacga ct 32

60
<210> 243
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 2435
ccacatgcac agaattttga acaca 25

<210> 244
<211> 25
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 244
gatgaaggag tgcgaagaag taagt 25

<210> 24520
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 245
tgcaactggc actcaggtaa g 2130

<210> 246
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 246
tggttacatt atctgatggt atttgcactt 30

<210> 247
<211> 2945
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 247
ccaatcatcg gcttctatct attagttca 29

55
<210> 248
<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 24865
ccggcggctt ccca 14
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<210> 249
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 24910
cattcacgga atagatg 17

<210> 250
<211> 16
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 250
ccagagttga ctattg 16

<210> 25125
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 251
ttagtatctt tatagcaaac ct 2235

<210> 252
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 252
ctgttgtgaa acttga 16

<210> 253
<211> 1850
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 253
aatacgagtc agtcagca 18

60
<210> 254
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
<220>
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<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 254
aattgactgg atcgaatc 185

<210> 255
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

15
<400> 255
tccctacatg atcaatag 18

<210> 256
<211> 2220
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 25
ID Nº: 1-68

<400> 256
ataaaaaaga aaaccaaaag aa 22

30
<210> 257
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 25740
cttgaaaaca taagaagacc a 21

<210> 258
<211> 20
<212> ADN45
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6850

<400> 258
cataataggc ttgccagcat 20

<210> 25955
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>60
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 259
ctccttgtag accttctt 1865
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<210> 260
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 26010
aagaagcagt agattat 17

<210> 261
<211> 15
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 261
cccacgactg aaatg 15

<210> 26225
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 262
acaaaccacc taatacc 1735

<210> 263
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 263
ctatactagc acaatttgta 20

<210> 264
<211> 1650
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 264
ccggttgttt ttggct 16

60
<210> 265
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
<220>
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<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 265
cggtgagact ccagcac 175

<210> 266
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

15
<400> 266
ctattattag gcaagattaa 20

<210> 267
<211> 1920
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 25
ID Nº: 1-68

<400> 267
tcacattaaa tgaaagatg 19

30
<210> 268
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 26840
cctggaagtt actgactg 18

<210> 269
<211> 18
<212> ADN45
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6850

<400> 269
actgtaaaca gaagccca 18

<210> 27055
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>60
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 270
catgctaatt agatttt 1765
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<210> 271
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 27110
ttttccctta caacatacac 20

<210> 272
<211> 15
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 272
acctccatgt aatcc 15

<210> 27325
<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 273
tttgggcgag tttc 1435

<210> 274
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 274
tcttgattcg gctcgtc 17

<210> 275
<211> 1450
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 275
ccgccaattt gatc 14

60
<210> 276
<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 2765
cactgggcgg tcac 14

<210> 277
<211> 17
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 277
aaggccatat tgaggtc 17

<210> 27820
<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 278
ctggatggca tttag 1530

<210> 279
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 279
attgacacag agtttg 16

<210> 280
<211> 1845
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 280
cgatgaacac taataaat 18

55
<210> 281
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 28165
tttgaatagt ctccaagcaa 20
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<210> 282
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 28210
catacgattc gcatttt 17

<210> 283
<211> 15
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 283
tccctaacga atcaa 15

<210> 28425
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 284
atttgcaact tgattatgtt ga 2235

<210> 285
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 285
acaacattcc cgttttt 17

<210> 286
<211> 1750
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 286
tcgtttttgc gtttttt 17

60
<210> 287
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 2875
actcgggaat gagtatag 18

<210> 288
<211> 15
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 288
cagttgggcg gcaaa 15

<210> 28920
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 289
ctttttattt ttcgtaaggc c 2130

<210> 290
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 290
acgcatcccc ggatta 16

<210> 291
<211> 2045
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 291
agattggtgt cttgtgtgtg 20

55
<210> 292
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 29265
tctcaagtcc gtctggc 17
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<210> 293
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 29310
acaaattctt cgtaaggaa 19

<210> 294
<211> 18
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 294
ctttgagttg acattatc 18

<210> 29525
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC
ID Nº: 1-68

<400> 295
atcctcaaaa tctttcctct c 2135

<210> 296
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 296
catagtccga ggaatc 16

<210> 297
<211> 2150
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 297
tgtttagtct ccatgagcaa g 21

60
<210> 298
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
<220>
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<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 298
cgtgttttga tgcttatc 185

<210> 299
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

15
<400> 299
tttgctcaac cgacagca 18

<210> 300
<211> 1720
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 25
ID Nº: 1-68

<400> 300
ccggcttctt aacttta 17

30
<210> 301
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 30140
ttgcggcaca tatgta 16

<210> 302
<211> 19
<212> ADN45
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6850

<400> 302
attttgtcac cactcctac 19

<210> 30355
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>60
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 303
atggcggtat gttctgga 1865
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<210> 304
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 30410
ccagcaaaga gtttat 16

<210> 305
<211> 21
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 305
cactctgaga taataattca a 21

<210> 30625
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 306
catacatgtt gaagctt 1735

<210> 307
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 307
tttccgtatt caattaaaca 20

<210> 308
<211> 1950
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 308
caattgtgga tctgatctg 19

60
<210> 309
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
<220>
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<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 309
ctgagaagac ggtcaatt 185

<210> 310
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

15
<400> 310
ccattactgt caaaatga 18

<210> 311
<211> 2020
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 25
ID Nº: 1-68

<400> 311
ataagcattc gtaaaatgta 20

30
<210> 312
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 31240
caattttatg gtacaagata c 21

<210> 313
<211> 16
<212> ADN45
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6850

<400> 313
cacatgcagg tttgtg 16

<210> 31455
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>60
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 314
aagatgacag cattcg 1665
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<210> 315
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC
ID Nº: 1-68

<400> 31510
ctaccaagat aatcaggcac g 21

<210> 316
<211> 17
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 316
ttcaccagta attaaac 17

<210> 31725
<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 317 
ttcacggcat agatg 1535

<210> 318
<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 318
cagagttggc tattg 15

<210> 319
<211> 1650
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 319
tctttatggc aaacct 16

60
<210> 320
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 3205
cctgttgtga tacttga 17

<210> 321
<211> 17
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 321 
atacgagtcg gtcagca 17

<210> 32220
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 322 
ttgactgggt cgaatc 1630

<210> 323
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 323
cctacatgag caatag 16

<210> 324
<211> 1845
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 324
aaaagaaaac cgaaagaa 18

55
<210> 325
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 32565
ttgaaaacat aaaaagacca 20
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<210> 326
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 32610
cataataggc tttccagcat 20

<210> 327
<211> 16
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 327
ccttgtagag cttctt 16

<210> 32825
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC
ID Nº: 1-68

<400> 328
aagaagcagt tgattat 1735

<210> 329
<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 329
ccacgaccga aatg 14

<210> 330
<211> 1550
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 330
aaaccaccca atacc 15

60
<210> 331
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 3315
ctatactagc acattttgta 20

<210> 332
<211> 15
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 332
cggttgttgt tggct 15

<210> 33320
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 333
cggtgagact cagcac 1630

<210> 334
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 334
ttattaggcg agattaa 17

<210> 335
<211> 2045
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 335
atcacattaa ataaaagatg 20

55
<210> 336
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 33665
ctggaggtta ctgactg 17

ES 2 562 412 T3

 



121

<210> 337
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 33710
ctgtaaacac aagccca 17

<210> 338
<211> 16
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 338
atgctaatga gatttt 16

<210> 33925
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 339
tttcccttac aacttacac 1935

<210> 340
<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 340
cctccgtgta atcc 14

<210> 341
<211> 1350
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 341
ttgggcaagt ttc 13

60
<210> 342
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 3425
atcttgattc agctcgtc 18

<210> 343
<211> 14
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 343
ccgccagttt gatc 14

<210> 34420
<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 344
ccactaggcg gtcac1530

<210> 345
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 345
aaggccataa tgaggtc 17

<210> 346
<211> 1645
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 346
actggatagc atttag 16

55
<210> 347
<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 34765
ttgacacgga gtttg 15
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<210> 348
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 34810
atgaacacaa ataaat 16

<210> 349
<211> 22
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 349
tttttgaata gtctccgagc aa 22

<210> 35025
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 350
aacatacgat tagcatttt 1935

<210> 351
<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 351
tccctaagga atcaa 15

<210> 352
<211> 2250
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 352
atttgcaact tgattttgtt ga 22

60
<210> 353
<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 3535
aacatccccg ttttt 15

<210> 354
<211> 18
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 354
ttcgtttttg cttttttt 18

<210> 35520
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 355
actcgggaat aagtatag 1830

<210> 356
<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 356
cagttgggca gcaaa 15

<210> 357
<211> 2145
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 357
ctttttattt ttcataaggc c 21

55
<210> 358
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 35865
acgcatcctc ggatta16
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<210> 359
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 35910
agattggtgt cttatgtgtg 20

<210> 360
<211> 16
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 360
ctcaagtcca tctggc16

<210> 36125
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 361
ttttacaaat tcttcataag gaa 2335

<210> 362
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 362 
ttgagtcgac attatc 16

<210> 363
<211> 1950
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 363
cctcaaaatc tctcctctc 19

60
<210> 364
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65

ES 2 562 412 T3

 



126

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 3645
catagtccaa ggaatc 16

<210> 365
<211> 21
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 365
tgtttagtct ccatcagcaa g 21

<210> 36620
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 366
ccgtgttttg attcttatc 1930

<210> 367
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 367
ctttgctcaa cctacagca 19

<210> 368
<211> 1645
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 368
cggcttctca acttta 16

55
<210> 369
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 36965
ttgcggcacg tatgta 16
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<210> 370
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 37010
ttgtcaccgc tcctac 16

<210> 371
<211> 18
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 371
atggcggtat attctgga 18

<210> 37225
<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 372
cagcaaagcg tttat 1535

<210> 373
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 373
cactctgaga taatagttca a 21

<210> 374
<211> 1750
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 55
ID Nº: 1-68

<400> 374
catacatgtt caagctt 17

60
<210> 375
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

65
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<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 3755
tccgtattca actaaaca 18

<210> 376
<211> 17
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6815

<400> 376
attgtggatc cgatctg 17

<210> 37720
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 377
ctgagaagac agtcaatt 1830

<210> 378
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

40
<400> 378
cattactgtc gaaatga 17

<210> 379
<211> 1745
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 50
ID Nº: 1-68

<400> 379
agcattcgta caatgta 17

55
<210> 380
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 38065
acaattttat ggtataagat ac 22
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<210> 381
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 38110
cacatgcagt tttgtg 16

<210> 382
<211> 16
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-6820

<400> 382
aagatgacaa cattcg 16

<210> 38325
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

<400> 383
ccaagataat cgggcacg 1835

<210> 384
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> cebadores directos (113-180), cebadores inversos (181-248), y sondas (249-316, 317-384) para las SEC 
ID Nº: 1-68

45
<400> 384
ttcaccagta tttaaac 17
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para determinar la cantidad relativa de una plaga o patógeno de plantas en una muestra de 
suelo, comprendiendo el procedimiento:

(a) determinar la cantidad total de ADN en la muestra de suelo;
(b) ensayar la presencia de al menos una secuencia de ADN en la muestra de suelo que es específica para la5
plaga o patógeno de plantas para cuantificar la cantidad de ADN específico de plaga o patógeno de plantas en la 
muestra de suelo; y,
(c) calcular la relación de ADN específico de plaga o patógeno de plantas con respecto al ADN total 
correspondiente a la cantidad relativa de plaga o patógeno de plantas en la muestra de suelo.

2. El procedimiento de la reivindicación 1, que comprende adicionalmente comparar dicha relación con un patrón 10
para determinar la cantidad de plaga o patógeno de plantas en dicha muestra.

3. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que el organismo diana es un nematodo.

4. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que el organismo diana es nematodo reniforme.

5. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que el organismo diana es nematodo nodulador de la raíz.

6. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la relación se usa para representar la capacidad de una planta 15
en la localización donde se toma la muestra de suelo de resistir infección por la plaga o patógeno de plantas.

7. El procedimiento de la reivindicación 6, en el que la relación se usa para decidir si usar la planta o su 
descendencia en un programa de reproducción.

8. El procedimiento de la reivindicación 6, en el que la planta es una planta de algodón.

9. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la relación se usa para seleccionar al menos un tratamiento a 20
aplicar a al menos una localización en un área de crecimiento.

10. El procedimiento de la reivindicación 9, en el que el al menos un tratamiento comprende el uso de agentes 
químicos, máquinas, sondas, irrigación, fertilizante, combinaciones de los mismos y formulaciones de los mismos.

11. El procedimiento de la reivindicación 10, en el que el agente químico es un nematicida.

12. Un procedimiento para tratar una localización con pesticidas que comprende (a) calcular la relación de la 25
cantidad de un ácido nucleico específico de plaga con respecto a la cantidad total de ácidos nucleicos recogidos en 
la localización, y (b) aplicar un pesticida a la localización en proporción a la relación calculada en (a).
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