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DESCRIPCIÓN

Acontecimiento de soja DP-305423-1 y composiciones y métodos para su identificación y/o detección

Campo de la invención

Esta invención pertenece al campo de la biología molecular. De modo más específico, esta invención se refiere a 
plantas que muestran un fenotipo de alto contenido en ácido oleico y un fenotipo de tolerancia a herbicidas 5
conferidos por la supresión del gen FAD2 junto con la expresión de una secuencia que confiere tolerancia a los 
inhibidores de ALS.

Antecedentes de la invención

En la expresión de genes extraños en plantas se sabe que influye su localización en el genoma de la planta, quizá 
debido a la estructura de la cromatina (por ejemplo, heterocromatina) o la proximidad de elementos reguladores 10
transcripcionales (por ejemplo, potenciadores) cercanos al sitio de integración (Weising et al. (1988), Ann. Rev. 
Genet., 22:421-477). Al mismo tiempo, la presencia del transgén en diferentes localizaciones en el genoma influye 
en el fenotipo global de la planta de diferentes formas. Por esta razón, a menudo es necesario seleccionar un gran 
número de acontecimientos para identificar un acontecimiento caracterizado por una expresión óptima de un gen 
introducido de interés. Por ejemplo, se ha observado en plantas y en otros organismos que puede existir una amplia 15
variación en los niveles de expresión de un gen introducido entre acontecimientos. También pueden existir 
diferencias en los patrones espaciales o temporales de expresión, por ejemplo, diferencias en la expresión relativa 
de un transgén en diversos tejidos vegetales, que pueden no corresponderse con los patrones esperados de los 
elementos reguladores transcripcionales presentes en la construcción del gen introducida. También se ha observado 
que la inserción del transgén puede afectar a la expresión del gen endógena. Por estas razones, es habitual producir 20
de cientos a miles de acontecimientos diferentes y seleccionar estos acontecimientos para descubrir un único 
acontecimiento que presente los patrones y niveles de expresión del transgén deseados para fines comerciales. Un 
acontecimiento que tenga los patrones o niveles deseados de expresión del transgén es útil para introgresar el 
transgén en otros ambientes genéticos mediante cruzamiento sexual exogámico empleando métodos de 
reproducción convencionales. La progenie de dichos cruzamientos mantiene las características de expresión del 25
transgén del transformante original. Esta estrategia se emplea para asegurar la expresión fiable de genes en una 
serie de variedades que están bien adaptadas a las condiciones de crecimiento locales.

Sería ventajoso poder detectar la presencia de un acontecimiento concreto para determinar si la progenie de un 
cruzamiento sexual contiene un transgén de interés. Además, un método para detectar un acontecimiento concreto 
podría ayudar a cumplir con las normas necesarias para la aprobación y el etiquetado antes de la comercialización 30
de alimentos derivados de plantas de cultivos recombinantes, o para emplearlo en el control ambiental, el control de 
rasgos en cultivos en el campo, o el control de productos derivados de un cultivo recolectado, así como para 
asegurar el cumplimiento de las partes sometidas a términos contractuales o normativos.

En la producción comercial de cultivos, resulta deseable eliminar con facilidad y rapidez las plantas no deseadas (es 
decir, "hierbas adventicias") de un campo de plantas cultivadas. Un tratamiento ideal sería aquel que pueda 35
aplicarse a un campo por entero, pero que elimine solo las plantas no deseadas, dejando a las plantas del cultivo sin 
dañar. Este sistema de tratamiento implicaría el uso de plantas de cultivo que sean tolerantes a un herbicida, de 
modo que cuando el herbicida se pulveriza sobre un campo de plantas de cultivo tolerantes al herbicida, las plantas 
de cultivo continuarían creciendo, mientras que las hierbas adventicias no tolerantes al herbicidas morirían o 
quedarían gravemente dañadas.40

El uso principal de los lípidos vegetales es como aceites comestibles en forma de triacilgliceroles. La actuación y 
atributos saludables específicos de los aceites comestibles vienen determinados, en gran medida, por su 
composición en ácidos grasos. La mayoría de los aceites vegetales derivados de variedades de plantas comerciales 
están compuestos principalmente por ácido palmítico (16:0), esteárico (18:0), oleico (18:1), linoleico (18:2) y 
linolénico (18:3). Los ácidos palmítico y esteárico son, respectivamente, ácidos grasos saturados con una longitud 45
de 16 y 18 carbonos. Los ácidos oleico, linoleico, y linolénico son ácidos grasos insaturados con una longitud de 18 
carbonos, que contienen uno, dos y tres dobles enlaces, respectivamente. El ácido oleico se denomina un ácido 
graso monoinsaturado, mientras que los ácidos linoleico y linolénico se denominan ácidos grasos poliinsaturados.

Un aceite vegetal con bajo contenido total en ácidos grasos saturados y un alto contenido en ácidos grasos 
monoinsaturados proporcionaría unos significativos beneficios para la salud de los consumidores, así como 50
beneficios económicos para los procesadores de aceite. Como ejemplo, el aceite de canola se considera un aceite 
muy sano. Sin embargo, durante su uso, el alto nivel de ácidos grasos poliinsaturados en el aceite de canola hace 
que el aceite sea inestable, se oxide con facilidad, y sea susceptible al desarrollo de olores y sabores desagradables 
(Gailliard, 1980, vol. 4, pp. 85-116, en: Stumpf, P. K., ed., The Biochemistry of Plants, Academic Press, Nueva York). 
Los niveles de ácidos grasos poliinsaturados pueden reducirse mediante hidrogenación, pero el coste de este 55
proceso y la producción concomitante de isómeros trans, cuestionables desde el punto de vista nutricional, de los 
ácidos grasos insaturados remanentes reduce la conveniencia global del aceite hidrogenado (Mensink et al., New 
England J. Medicine (1990), N323: 439-445). Existen problemas similares con el aceite de soja y de maíz.
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Sumario de la invención

Se proporcionan composiciones y métodos relacionados con plantas de soja tolerantes al inhibidor de ALS/con alto 
contenido en ácido oleico transgénicas. De modo específico, la presente invención proporciona plantas de soja que 
contienen un acontecimiento DP-305423-1 que imparte un fenotipo de alto contenido en ácido oleico y tolerancia al 
menos a un herbicida inhibidor de ALS. La planta de soja que porta el acontecimiento DP-305423-1 en la 5
localización cromosómica indicada comprende las zonas de unión genómica/del transgén que tienen al menos la 
secuencia polinucleotídica de SEQ ID NO:8, 9, 14, 15, 20, 21, 83 y 84. La caracterización del sitio de inserción 
genómico del acontecimiento DP-305423-1 proporciona una mayor eficacia de reproducción y permite el uso de 
marcadores moleculares para seguir la pista de la inserción del transgén en las poblaciones reproductoras y su 
progenie. Se proporcionan diversos métodos y composiciones para la identificación, la detección y el uso del10
acontecimiento DP-305423-1 de soja.

En una realización, la presente invención incluye un polinucleótido aislado que comprende la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 
9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 84, 85, 86, 87 o 88, o su complemento.

En otra realización, la presente invención incluye una planta de soja o una semilla de soja que comprende las SEQ
ID NO:5, 6, 7 y 82.15

En otra realización, la presente invención incluye un método para identificar si una muestra biológica comprende un 
polinucleótido que comprende cualquiera de SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, comprendiendo dicho método: a) poner en contacto dicha muestra 
biológica con un primer y un segundo cebador, en el que el primer cebador se asocia con:

i) una región genómica 5’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, o20

ii) una región genómica 3’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, y

en el que la segunda secuencia de cebador se asocia con una región de inserción de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su 
complemento, y la región de inserción comprende los nucleótidos 18.652-31.579 de SEQ ID NO:5, los nucleótidos 
12.164-14.494 de SEQ ID NO:6, los nucleótidos 5.751-7.813 de SEQ ID NO:7, o los nucleótidos 2.900-7.909 de 
SEQ ID NO:82; b) amplificar un polinucleótido que comprende cualquiera de SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 25
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 83, 84, 85, 86, 87 o 88; y c) confirmar que dicha muestra biológica comprende 
un polinucleótido que comprende cualquiera de SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,18, 19, 20, 21, 
22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88. El método puede comprender también detectar un polinucleótido que 
comprende la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 
86, 87 o 88 mediante su hibridación con una sonda, en el que dicha sonda se hibrida bajo condiciones de hibridación 30
rigurosas con un polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 
21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88. El primer cebador puede comprender al menos 8 nucleótidos 
consecutivos de una región genómica 5’ o una región genómica 3’ de la SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82. El primer o 
segundo cebador puede comprender la SEQ ID NO:26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 35
74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 89, 90, 91, 92, 93 o 94.

En otra realización, la presente invención incluye un método para detectar la presencia de un polinucleótido que 
comprende la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 
86, 87 o 88 en una muestra biológica que comprende ADN, que comprende: (a) extraer una muestra de ADN de 
dicha muestra biológica; (b) poner en contacto dicha muestra de ADN con al menos un pareja de moléculas de 40
cebadores de ADN seleccionadas del grupo que consiste en: i) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:26 y 
SEQ ID NO:27; ii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:30; iii) las secuencias que 
comprenden SEQ ID NO:31 y SEQ ID NO:32; iv) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:34; 
v) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:35 y SEQ ID NO:36; vi) las secuencias que comprenden SEQ ID 
NO:37 y SEQ ID NO:38; vii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:39 y SEQ ID NO:40; viii) las secuencias 45
que comprenden SEQ ID NO:41 y SEQ ID NO:42; ix) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:43 y SEQ ID 
NO:44; x) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:45 y SEQ ID NO:46; xi) las secuencias que comprenden 
SEQ ID NO:47 y SEQ ID NO:48; xii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:47 y SEQ ID NO:49; xiii) las 
secuencias que comprenden SEQ ID NO:50 y SEQ ID NO:51; xiv) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:52 y 
SEQ ID NO:53; xv) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:54 y SEQ ID NO:49; xvi) las secuencias que 50
comprenden SEQ ID NO:55 y SEQ ID NO:46; xvii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:56; 
xviii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:57 y SEQ ID NO:58; xix) las secuencias que comprenden SEQ ID 
NO:59 y SEQ ID NO:60; xx) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:61 y SEQ ID NO:36; xxi) las secuencias 
que comprenden SEQ ID NO:35 y SEQ ID NO:62; xxii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:37 y SEQ ID 
NO:63; xxiii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:64 y SEQ ID NO:65; xxiv) las secuencias que comprenden55
SEQ ID NO:66 y SEQ ID NO:67; xxv) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:68 y SEQ ID NO:69; xxvi) las 
secuencias que comprenden SEQ ID NO:70 y SEQ ID NO:71; xxvii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:72 
y SEQ ID NO:73; xxviii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:74 y SEQ ID NO:75; xxix) las secuencias que 
comprenden SEQ ID NO:76 y SEQ ID NO:77; xxx) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:78 y SEQ ID NO:79; 
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xxxi) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81; y xxxii) las secuencias que comprenden SEQ 
ID NO:89 y SEQ ID NO:90; (c) proporcionar condiciones de reacción de amplificación del ADN; (d) realizar dicha 
reacción de amplificación de ADN, produciendo con ello una molécula de amplicón de ADN; y (e) detectar dicha 
molécula de amplicón de ADN, en el que la detección de dicha molécula de amplicón de ADN en dicha reacción de 
amplificación de ADN indica la presencia de un polinucleótido que comprende SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 5
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 83, 84, 85, 86, 87 o 88.

En otra realización, la presente invención incluye un método para detectar la presencia de la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88 en una muestra biológica,
y el método comprende: (a) poner en contacto la muestra biológica que comprende ADN bajo condiciones de 
hibridación rigurosas con una sonda polinucleotídica, en el que dicha sonda se hibrida bajo condiciones de 10
hibridación rigurosas con un polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 
20, 21, 22, 23, 24, 25, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, o su complemento, en el que dichas condiciones de hibridación son 
una hibridación en formamida al 50%, NaCl 1,0 M, SDS al 1% a 37 °C y un lavado en 0,1 x SSC de 60 a 65 °C, en el 
que la sonda tiene una longitud de al menos 8 nucleótidos y tiene una longitud suficiente de nucleótidos contiguos de 
SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, para actuar como sonda de ADN que puede detectar y/o identificar 15
específicamente un ADN que comprende la SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 
24, 25, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, o su complemento; y (b) detectar la hibridación de la sonda con el ADN. La muestra 
biológica puede comprender tejido de soja.

En la presente se describe un cebador de ADN aislado que comprende al menos una secuencia seleccionada del 
grupo que consiste en SEQ ID NO:26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 20
47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 
78, 79, 80, 81, 89, 90, 91, 92, 93 o 94, o su complemento.

En otra realización, la presente invención incluye una pareja de cebadores de ADN que comprende un primer 
cebador de ADN y un segundo cebador de ADN, en el que los cebadores de ADN tienen una longitud de al menos 6 
nucleótidos y tienen una longitud suficiente de nucleótidos contiguos de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, 25
para actuar como cebadores de ADN que pueden detectar y/o identificar específicamente un ADN que comprende la 
SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, o su 
complemento, y en el que primer cebador se asocia con:

a) una región genómica 5’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, o

b) una región genómica 3’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, y30

en el que la secuencia del segundo cebador se asocia con una región de inserción de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su 
complemento, y la región de inserción comprende los nucleótidos 18.652-31.579 de SEQ ID NO:5, los nucleótidos 
12.164-14.494 de SEQ ID NO:6, los nucleótidos 5.751-7.813 de SEQ ID NO:7, o los nucleótidos 2.900-7.909 de 
SEQ ID NO:82.

En la presente se describe una sonda de ADN que tiene una longitud suficiente de nucleótidos contiguos de SEQ ID 35
NO:5, 6, 7 o 82 para actuar como sonda de ADN de diagnóstico de un ADN que comprende la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88.

En otra realización, la presente invención incluye un método para seleccionar semillas para detectar la presencia de 
un polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 
25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, que comprende: a) poner en contacto una muestra que comprende ADN de dicha 40
semilla con un primer y un segundo cebador de ADN, en el que el primer cebador se asocia a:

i) una región genómica 5’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, o

ii) una región genómica 3’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, y

en el que la secuencia del segundo cebador se asocia con una región de inserción de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su 
complemento, y la región de inserción comprende los nucleótidos 18.652-31.579 de SEQ ID NO:5, los nucleótidos 45
12.164-14.494 de SEQ ID NO:6, los nucleótidos 5.751-7.813 de SEQ ID NO:7, o los nucleótidos 2.900-7.909 de 
SEQ ID NO:82; b) amplificar un polinucleótido que comprende un polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:8, 9, 
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 83, 84, 85, 86, 87 o 88; y c) detectar dicho polinucleótido 
amplificado.

En otra realización, la presente invención incluye un método para seleccionar semillas para detectar la presencia de 50
un polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 9 5, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 
24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, que comprende: (a) poner en contacto una muestra que comprende ADN de 
dicha semilla bajo condiciones de hibridación rigurosas con una sonda polinucleotídica que se hibrida bajo 
condiciones de hibridación rigurosas con un polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, o su complemento, en el que dichas condiciones de 55
hibridación son una hibridación en formamida al 50%, NaCl 1,0 M, SDS al 1% a 37 °C y un lavado en 0,1 x SSC de 
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60 a 65 °C, en el que la sonda tiene una longitud de al menos 8 nucleótidos y tiene una longitud suficiente de 
nucleótidos contiguos de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, para actuar como sonda de ADN que puede 
detectar y/o identificar específicamente un ADN que comprende la SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, o su complemento; y (b) detectar la hibridación de la sonda 
con el ADN.5

En la presente se describe un método para producir una planta con alto contenido en ácido oleico y tolerante a 
inhibidores de ALS, que comprende cruzar una planta que comprende un polinucleótido que comprende la SEQ ID 
NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, y 
seleccionar la progenie mediante un análisis para detectar la progenie que comprende un polinucleótido que 
comprende la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 10
86, 87 o 88.

En la presente se describe una secuencia de ADN aislada que comprende al menos una secuencia de nucleótidos 
seleccionada del grupo que consiste en: (a) una secuencia de nucleótidos indicada en SEQ ID NO:26, 27, 28, 29, 
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 89, 90, 91, 92, 93 o 94; y (b) un 15
complemento de longitud completa de la secuencia de nucleótidos de (a).

En la presente se describe una pareja de secuencias de cebadores de ADN aislados, que comprende cada uno al 
menos diez nucleótidos y que, cuando se emplean juntas en un procedimiento de amplificación de ADN, producen 
un amplicón de ADN que comprende un polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88. La pareja de secuencias de cebadores de ADN 20
puede comprender una primera secuencia de cebador seleccionada del grupo que consiste en: a) una región 
genómica 5’ de SEQ ID NO:5, 6; 7 o 82; y b) una región genómica 3’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82; y una segunda 
secuencia de cebador seleccionada de una región de inserción de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82.

En la presente se describe un método para controlar las hierbas adventicias en un área de cultivo, que comprende 
aplicar una cantidad eficaz de un inhibidor de ALS al área de cultivo que comprende plantas de soja que 25
comprenden un polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 
21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88. El inhibidor de ALS puede ser un herbicida de sulfonilurea o un 
herbicida de imidazolinona. Puede emplearse una combinación de diferentes inhibidores de ALS. El inhibidor de ALS 
o la combinación de inhibidores de ALS puede utilizarse en otra combinación con uno o más herbicidas no
inhibidores de ALS.30

En la presente se describe una construcción de expresión de ADN que comprende el polinucleótido aislado de la 
invención unido operablemente al menos a una secuencia reguladora.

Las plantas de la progenie transgénicas pueden obtenerse a partir de la semilla transgénica de la invención.

En la presente se describe una construcción de ADN recombinante que comprende: un primer y un segundo módulo 
de expresión, en los que dicho primer módulo de expresión comprende, en unión operable: (a) un promotor KTi3 de 35
soja; (b) un fragmento gm-fad2-1; y (c) un terminador transcripcional KTi3 de soja; y dicho segundo módulo de 
expresión comprende, en unión operable: (i) un promotor SAMS de soja; (ii) un intrón y conductor no traducido 5’ 
SAMS de soja; (iii) una molécula de ADN que codifica gm-hra de soja; y (iv) un terminador transcripcional als de 
soja.

En la presente también se describe una planta o una semilla que comprende la construcción de ADN recombinante 40
descrita anteriormente. La planta o la semilla puede ser una planta de soja o una semilla de soja.

Breve descripción de las figuras y de la lista de secuencias 

La figura 1 proporciona un mapa esquemático del fragmento PHP19340A que indica diversos elementos genéticos y 
sitios de enzimas de restricción para Nco I y Hind III.

La figura 2 proporciona un mapa esquemático del fragmento PHP17752A que indica diversos elementos genéticos y 45
sitios de enzimas de restricción para Nco I y Hind III.

La figura 3 proporciona un mapa esquemático del vector de expresión PHP19340 que indica diversos elementos 
genéticos y sitios de enzimas de restricción para Asc I, Nco I y Hind III.

La figura 4 proporciona un mapa esquemático del vector de expresión PHP17752 que indica diversos elementos 
genéticos y sitios de enzimas de restricción para Asc I, Nco I y Hind III.50

La figura 5 muestra un experimento de hibridación Southern de ADN genómico procedente de tejido foliar de soja de 
plantas individuales de DP-305423-1 (generación T5 y T4) y de un control no modificado (Jack), digerido con Hind III 
y sondado con la sonda génica gm-fad2-1.

La figura 6 muestra un experimento de hibridación Southern de ADN genómico aislado a partir de tejido foliar de soja 
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de plantas individuales de DP-305423-1 (generación T5 y T4) y de un control no modificado (Jack), digerido con Nco 
I y sondado con la sonda génica gm-fad2-1.

La figura 7 muestra un experimento de hibridación Southern de ADN genómico aislado a partir de tejido foliar de soja 
de plantas individuales de DP-305423-1 (generación T5 y T4) y de un control no modificado (Jack), digerido con 
Hind III y sondado con la sonda génica gm-hra.5

La figura 8 muestra un experimento de hibridación Southern de ADN genómico aislado a partir de tejido foliar de soja 
de plantas individuales de DP-305423-1 (generación T5 y T4) y de un control no modificado (Jack), digerido con Nco 
I y sondado con la sonda génica gm-hra.

La figura 9 proporciona un mapa esquemático del cóntigo-1 que indica diversos elementos genéticos dentro de la 
inserción-1.10

La figura 10 proporciona un mapa esquemático del cóntigo-2 que indica diversos elementos genéticos dentro de la 
inserción-2.

La figura 11 proporciona un mapa esquemático del cóntigo-3 que indica diversos elementos genéticos dentro de la 
inserción-3.

La figura 12 proporciona un mapa esquemático del cóntigo-4 que indica diversos elementos genéticos dentro de la 15
inserción-4.

La tabla 1 presenta una descripción de las siguientes secuencias que están presentes en la lista de secuencias: (1) 
las secuencias de inserción empleadas para crear el acontecimiento DP-305423-1 y los vectores de los que se 
derivan; (2) las secuencia de ADN genómico presentes en el cóntigo-1, cóntigo-2, cóntigo-3 y cóntigo-4; (3) las
secuencias de la zona de unión 5’ y 3’, en la que se unen la inserción transgénica y la secuencia genómica de soja 20
endógena, para cada uno de los cuatro cóntigos; y (4) secuencias de cebador que pueden emplearse para amplificar 
las secuencias de la zona de unión 5’ y 3’ de cada uno de los cuatro cóntigos.

Tabla 1

Tabla resumen de SEQ ID NO:

SEQ ID NO: Descripción

1 PHP19340A

2 PHP17752A

3 PHP19340

4 PHP17752

5 Cóntigo-1 de DP-305423-1 

6 Cóntigo-2 de DP-305423-1

7 Cóntigo-3 de DP-305423-1

8 Zona de unión 5’ de 20-nt del cóntigo-1 (5’ genómico/5’ transgén; 10-nt/10-nt)

9 Zona de unión 3’ de 20-nt del cóntigo-1 (3’ transgén/3’ genómico; 10-nt/10-nt)

10 Zona de unión 5’ de 40-nt del cóntigo-1 (5’ genómico/5’ transgén; 20-nt/20-nt)

11 Zona de unión 3’ de 40-nt del cóntigo-1 (3’ transgén/3’ genómico; 20-nt/20-nt)

12 Zona de unión 5’ de 60-nt del cóntigo-1 (5’ genómico/5’ transgén; 30-nt/30-nt)

13 Zona de unión 3’ de 60-nt del cóntigo-1 (3’ transgén/3’genomic; 30-nt/30-nt)

14 Zona de unión 5’ de 20-nt del cóntigo-2 (5’ genómico/5’ transgén; 10-nt/10-nt)

15 Zona de unión 3’ de 20-nt del cóntigo-2 (3’ transgén/3’ genómico; 10-nt/10-nt)

16 Zona de unión 5’ de 40-nt del cóntigo-2 (5’ genómico/5’ transgén; 20-nt/20-nt)

17 Zona de unión 3’ de 40-nt del cóntigo-2 (3’ transgén/3’ genómico; 20-nt/20-nt)

18 Zona de unión 5’ de 60-nt del cóntigo-2 (5’ genómico/5’ transgén; 30-nt/30-nt)

19 Zona de unión 3’ de 60-nt del cóntigo-2 (3’ transgén/3’ genómico; 30-nt/30-nt)

20 Zona de unión 5’ de 20-nt del cóntigo-3 (5’ genómico/5’ transgén; 10-nt/10-nt)
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Tabla resumen de SEQ ID NO:

SEQ ID NO: Descripción

21 Zona de unión 3’ de 20-nt del cóntigo-3 (3’ transgén/3’ genómico; 10-nt/10-nt)

22 Zona de unión 5’ de 40-nt del cóntigo-3 (5’ genómico/5’ transgén; 20-nt/20-nt)

23 Zona de unión 3’ de 40-nt del cóntigo-3 (3’ transgén/3’ genómico; 20-nt/20-nt)

24 Zona de unión 5’ de 60-nt del cóntigo-3 (5’ genómico/5’ transgén; 30-nt/30-nt)

25 Zona de unión 3’ de 60-nt del cóntigo-3 (3’ transgén/3’ genómico; 30-nt/30-nt)

26 Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 05-O-975 

27 Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 05-O-977

28 Cebador de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 05-QP22

29 Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 06-O-1573

30 Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 06-O-1487

31 Cebador directo de la zona de unión 3’ del cóntigo-1 06-O-1414

32 Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-1 06-O-1579

33 Cebador directo de la zona de unión 3’ del cóntigo-1 06-O-1577

34 Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-1 06-O-1579 

35 Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-2 06-O-1586

36 Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-2 06-O-1585 

37 Cebador directo de la zona de unión 3’ del cóntigo-2 06-O-1404 

38 Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-2 06-O-1590

39 Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-3 06-O-1626

40 Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-3 06-O-1366

41 Cebador directo de la zona de unión 3’ del cóntigo-3 06-O-1569

42 Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-3 06-O-1551

43 Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 06-O-1571

44 Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 06-O-1572

45 Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 06-O-1351

46 Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 06-O-1367

47 Cebador directo de la inserción del cóntigo-1 06-O-1357

48 Cebador inverso de la inserción del cóntigo-1 06-O-1368

49 Cebador inverso de la inserción del cóntigo-1 06-O-1369

50 Cebador directo de la inserción del cóntigo-1 06-O-1356

51 Cebador inverso de la inserción del cóntigo-1 06-O-1371

52 Cebador directo de la inserción del cóntigo-1 06-O-1360 

53 Cebador inverso de la inserción del cóntigo-1 06-O-1423

54 Cebador directo de la inserción del cóntigo-1 06-O-1363

55 Cebador directo de la inserción del cóntigo-1 06-O-1421

56 Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-1 06-O-1578

57 Cebador directo de la región 5’ del contigo-1 07-O-1889

58 Cebador inverso de la región 5’ del contigo-1 07-O-1940
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Tabla resumen de SEQ ID NO:

SEQ ID NO: Descripción

59 Cebador inverso de la región 3’ del contigo-1 07-O-1892

60 Cebador directo de la región 3’ del contigo-1 07-O-1894 

61 Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-2 06-O-1588

62 Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-2 06-O-1403

63 Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-2 06-O-1592

64 Cebador directo de la región 5’ del contigo-2 07-O-1895

65 Cebador inverso de la región 5’ del contigo-2 07-O-1898

66 Cebador directo de la región 3’ del contigo-2 07-O-1905

67 Cebador inverso de la región 3’ del contigo-2 07-O-1903

68 Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-3 06-O-1669

69 Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-3 06-O-1426

70 Cebador directo de la inserción del cóntigo-3 06-O-1355

71 Cebador inverso de la inserción del cóntigo-3 06-O-1459

72 Cebador directo de la zona de unión 3’ del cóntigo-3 05-O-1182

73 Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-3 06-O-1672

74 Cebador directo de la región 5’ del contigo-3 07-O-1881 

75 Cebador inverso de la región 5’ del contigo-3 07-O-1882

76 Cebador directo de la región 3’ del contigo-3 07-O-1886

77 Cebador inverso de la región 3’ del contigo-3 07-O-1884

78 Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-4 HOS-A

79 Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-4 HOS-B

80 Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-4 HOS-C

81 Cebador directo de la zona de unión 3’ del cóntigo-4 HOS-D

82 Cóntigo-4 de DP-305423-1

83 Zona de unión 5’ de 20-nt del cóntigo-4 (5’ genómico/5’ transgén; 10-nt/10-nt)

84 Zona de unión 3’ de 20-nt del cóntigo-4 (3’ transgén/3’ genómico; 10-nt/10-nt)

85 Zona de unión 5’ de 40-nt del cóntigo-4 (5’ genómico/5’ transgén; 20-nt/20-nt)

86 Zona de unión 3’ de 40-nt del cóntigo-4 (3’ transgén/3’ genómico; 20-nt/20-nt)

87 Zona de unión 5’ de 60-nt del cóntigo-4 (5’ genómico/5’ transgén; 30-nt/30-nt)

88 Zona de unión 3’ de 60-nt del cóntigo-4 (3’ transgén/3’ genómico; 30-nt/30-nt)

89 Cebador directo QPCR de la zona de unión 5’ del cóntigo-1

90 Cebador inverso QPCR de la zona de unión 5’ del cóntigo-1

91 Sonda QPCR de la zona de unión 5’ del cóntigo-1

92 Cebador directo QPCR de SAMS-HRA

93 Cebador inverso QPCR de SAMS-HRA

94 Sonda QPCR de SAMS-HRA 

Descripción detallada de la invención 

La presente invención se describirá con más detalle a continuación remitiéndose los dibujos adjuntos, en los que se 
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muestran algunas, pero no todas, de las realizaciones de la invención.

A los expertos en la técnica a la que pertenece esta invención se les ocurrirán muchas modificaciones y otras 
realizaciones de la invención indicada en la presente, aprovechando las indicaciones presentadas en las anteriores 
descripciones y los dibujos asociados. Aunque en la presente se emplean términos y expresiones específicos, estos 
se emplean solo en un sentido genérico y descriptivo, y no pretenden ser limitantes.5

En la descripción de la presente invención se emplean las siguientes abreviaturas:

ALS: proteína de acetolactato sintasa

pb: par de bases

FAD2: proteína de omega-6 desaturasa microsómica

gm-fad2-1: gen 1 de omega-6 desaturasa microsómica de soja10

gm-als: gen de acetolactato sintasa de tipo salvaje de soja

gm-hra: versión modificada del gen de acetolactato sintasa de soja

kb: kilobase

PCR: reacción en cadena de polimerasa

UTR: región no traducida15

Se proporcionan composiciones y métodos relacionados con plantas de sojas tolerantes al inhibidor de ALS/con alto 
contenido en ácido oleico transgénicas. De modo específico, la presente invención proporciona plantas de soja que 
contienen un acontecimiento DP-305423-1. Una planta de soja que contiene el "acontecimiento DP-305423-1" se ha 
modificado mediante la inserción de un módulo de supresión que contiene un fragmento de 597 pb del gen 1 de 
omega-6 desaturasa microsómica de soja (gm-fad2-1) y un módulo de expresión que contiene una versión 20
modificada del gen de acetolactato sintasa de soja (gm-hra). La inserción del módulo de supresión de gm-fad2-1 en 
la planta confiere un fenotipo de alto contenido en ácido oleico. La inserción del gen gm-hra produce una forma 
modificada de la enzima acetolactato sintasa (ALS). La ALS es fundamental para la biosíntesis de aminoácidos de 
cadena ramificada y es inhibida por ciertos herbicidas. La modificación en el gen gm-hra supera esta inhibición y, por 
tanto, proporciona tolerancia a una amplia gama de herbicidas inhibidores de ALS. Así, una planta de soja que 25
contenga un acontecimiento DP-305423-1 tiene un fenotipo de alto contenido en ácido oleico y es tolerante al menos 
a un herbicida inhibidor de ALS.

Los polinucleótidos que confieren el fenotipo de alto contenido en ácido oleico y tolerancia al inhibidor de ALS están 
enlazados genéticamente en el genoma de soja en el acontecimiento DP-305423-1 de soja. La planta de soja que 
porta el acontecimiento DP-305423-1 comprende zonas de unión genómicas/del transgén que tienen al menos la 30
secuencia polinucleotídica de SEQ ID NO:8, 9, 14, 15, 20, 21, 83, y 84. La caracterización del sitio de inserción 
genómico del acontecimiento DP-305423-1 proporciona una mayor eficacia de reproducción y permite el uso de 
marcadores moleculares para seguir la pista de la inserción del transgén en las poblaciones reproductoras y su 
progenie. En la presente se proporcionan diversos métodos y composiciones para la identificación, la detección y el 
uso de acontecimientos DP-305423-1 de soja. Tal como se emplea en la presente, la expresión "específico del 35
acontecimiento DP-305423-1" se refiere a una secuencia polinucleotídica que es adecuada para identificar, de modo 
discriminante, el acontecimiento DP-305423-1 en plantas, material vegetal, o en productos tales como, pero sin 
limitase a productos alimentarios o de piensos (frescos o procesados) que comprenden o se derivan de material 
vegetal.

Tal como se emplea en la presente, el término "soja" significa Glycine max e incluye todas las variedades de plantas 40
que pueden cruzarse con la soja. Tal como se emplea en la presente, el término planta incluye células vegetales, 
órganos vegetales, protoplastos vegetales, cultivos de tejido de células vegetales a partir de los cuales pueden 
regenerarse plantas, callos vegetales, matas vegetales, y células vegetales que están intactas en plantas o partes 
de plantas, tales como embriones, polen, óvulos, semillas, hojas, flores, ramas, frutos, tallos, raíces, zonas apicales 
de las raíces, anteras y similares. Grano significa la semilla madura producida por cultivadores comerciales para 45
objetivos distintos del crecimiento o la reproducción de la especie. En la presente se describen la progenie, los 
variantes y los mutantes de las plantas regeneradas que comprenden el acontecimiento DP-305423-1.

Un "acontecimiento" transgénico se produce mediante la transformación de células vegetales con una o más 
construcciones de ADN heterólogas, que incluyen un módulo de expresión de ácido nucleico que comprende un 
transgén de interés, la regeneración de una población de plantas que resultan de la inserción del transgén en el 50
genoma de la planta, y la selección de una planta concreta que se caracteriza por la inserción en una localización 
genómica concreta. Un acontecimiento se caracteriza fenotípicamente por la expresión del transgén o transgenes. A 
nivel genético, un acontecimiento es parte de la constitución genética de una planta. El término "acontecimiento" 
también se refiere a la progenie producida mediante reproducción sexual entre el transformante y otra variedad que 
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incluye el ADN heterólogo. Incluso después de repetidos retrocruzamientos hasta lograr un progenitor recurrente, el 
ADN insertado y el ADN flanqueante del progenitor transformado están presentes en la progenie del cruzamiento en 
la misma localización cromosómica. El término "acontecimiento" también se refiere a ADN del transformante original
que comprende el ADN insertado y la secuencia flanqueante inmediatamente adyacente al ADN insertado que se 
espera que sea transferido a la progenie que recibe el ADN insertado que incluye el transgén de interés, como 5
resultado de una reproducción sexual de una línea progenitora que incluye el ADN insertado (por ejemplo, el 
transformante original y la progenie que resulta de la autofecundación) y una línea progenitora que no contiene el 
ADN insertado.

Tal como se emplea en la presente, una "inserción de ADN" se refiere al ADN heterólogo dentro de los módulos de 
expresión empleados para transformar el material vegetal, mientras que el "ADN flanqueante" puede comprender 10
ADN genómico presente en la naturaleza en un organismo, tal como una planta, o ADN extraño (heterólogo) 
introducido a través del proceso de transformación, que es extraño a la molécula de la inserción de ADN original, por 
ejemplo, fragmentos asociados con el acontecimiento de transformación. Una "región flanqueante" o "secuencia 
flanqueante", tal como se emplea en la presente, se refiere a una secuencia de al menos 20, 50, 100, 200, 300, 400, 
1000, 1500, 2000, 2500, o 5000 pares de bases o mayor, que se localiza inmediatamente cadena arriba y contigua, 15
o inmediatamente cadena abajo y contigua, a la molécula de la inserción de ADN extraño original. Se indican 
ejemplos de las regiones flanqueantes del acontecimiento DP-305423-1 en SEQ ID NO:5, 6, 7 y 82 y sus 
fragmentos.

Los procedimientos de transformación que conducen a la integración aleatoria del ADN extraño producirán 
transformantes que contienen diferentes regiones flanqueantes características y exclusivas para cada transformante. 20
Una "zona de unión" es un punto en el que se unen dos fragmentos de ADN específicos. Por ejemplo, existe una 
zona de unión en donde la inserción de ADN se une al ADN genómico flanqueante. También existe un punto de 
zona de unión en un organismo transformado en donde dos fragmentos de ADN se unen de una manera que es 
distinta de la que se encuentra en el organismo nativo. Tal como se emplea en la presente, un "ADN de zona de 
unión" se refiere al ADN que comprende un punto de zona de unión. Se indican ejemplos de ADN de zona de unión 25
del acontecimiento DP-305423-1 en SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 
24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, o sus fragmentos.

Puede obtenerse una planta DP-305423-1 realizando en primer lugar una reproducción sexual entre una primera 
planta de soja progenitora cultivada a partir de la planta de soja DP-305423-1 transgénica (o su progenie derivada 
de la transformación con los módulos de expresión descritos en la presente que confieren tolerancia a herbicidas) y 30
una segunda planta de soja progenitora que carece del fenotipo de tolerancia al herbicida, produciendo con ello una 
pluralidad de plantas de la primera progenie; y después seleccionando una planta de la primera progenie que 
muestre la tolerancia al herbicida deseada; y realizando una autofecundación con la planta de la primera progenie, 
produciendo con ello una pluralidad de plantas de la segunda progenie; y después seleccionando, a partir de las 
plantas de la segunda progenie, las plantas que muestran la tolerancia al herbicida deseada. Estas etapas pueden 35
incluir además el retrocruzamiento de la planta de la primera progenie tolerante al herbicida o la planta de la 
segunda progenie tolerante al herbicida, con la segunda planta de soja progenitora o una tercera planta de soja 
progenitora, produciendo con ello una planta de soja que muestra la tolerancia al herbicida deseada. También se 
reconoce que no es necesario ensayar la progenie para el fenotipo. Pueden emplearse diversos métodos y 
composiciones, tal como se describe en otros puntos en la presente, para detectar y/o identificar el acontecimiento 40
DP-305423-1.

Además se entiende que dos plantas transgénicas diferentes también pueden cruzarse para producir descendencia 
que contenga dos genes exógenos añadidos que se segregan independientemente. La autofecundación de la 
progenie apropiada puede producir plantas que son homocigóticas para ambos genes exógenos añadidos. También 
se contempla el retrocruzamiento hasta la planta progenitora y el cruzamiento exogámico con una planta no 45
transgénica, así como la propagación vegetativa. Pueden encontrarse descripciones de otros métodos de 
reproducción que se emplean habitualmente para diferentes rasgos y cultivos en una de varias referencias 
bibliográficas, por ejemplo, Fehr, en Breeding Methods for Cultivar Development, Wilcos J. ed., American Society of 
Agronomy, Madison Wis. (1987).

Una aplicación particularmente útil de la invención reivindicada es combinar el rasgo de alto contenido en ácido 50
oleico del acontecimiento DP-305423-1 con otras líneas de soja que tengan composiciones alteradas de ácidos 
grasos para obtener líneas de progenie con nuevas composiciones de ácidos grasos y/o mejores rasgos 
agronómicos. Las otras líneas de soja pueden ser líneas mutantes, líneas transgénicas, o líneas transgénicas que 
también comprenden un gen mutado. Los transgenes de DP-305423-1 pueden combinarse con genes mutantes u 
otros transgenes realizando un cruzamiento genético o transformando la otra línea de soja con las construcciones de 55
ADN recombinante descritas en la presente.

Como ejemplos, el rasgo de alto contenido en ácido oleico de la invención puede combinarse con una línea mutante 
que tenga un fenotipo de alto contenido en ácido esteárico, tal como la línea de soja A6 [Hammond, E. G. y Fehr, W. 
R. (1983)] o con una línea mutante que tenga un fenotipo de bajo contenido en ácido linolénico, tal como las líneas 
de soja mutantes A5, A23, A16 y C1640 [Fehr, W. R. et al. (1992), en Crop Science, 32:903-906]. Los aceites 60
producidos a partir de dichas combinaciones proporcionarán mejores materias primas para la producción de 
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margarinas, mantecas, aceites de revestimiento por pulverización y para freír, que eliminen o reduzcan la necesidad 
de una hidrogenación. Además, estos aceites proporcionan un beneficio para la salud de los consumidores, por 
ejemplo, reduciendo o eliminando los ácidos grasos trans, que se ha descubierto que están asociados con un alto 
riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares.

El rasgo de alto contenido en ácido oleico de la invención también puede combinarse con líneas mutantes que 5
tengan un fenotipo de alto contenido en ácido oleico. Los ejemplos de líneas mutantes de alto contenido en ácido 
oleico incluyen las líneas de soja A5 y N782245 [Martin, B. A. y Rinne, R. W. (1985), Crop Science, 25:1055-1058].

Tal como se emplea en la presente, el uso del término "polinucleótido" no pretende limitar la presente invención a los 
polinucleótidos que comprenden ADN. Los expertos en la técnica reconocerán que los polinucleótidos pueden 
comprender ribonucleótidos y combinaciones de ribonucleótidos y desoxirribonucleótidos. Estos ribonucleótidos y 10
desoxirribonucleótidos incluyen moléculas naturales y análogos sintéticos. Los polinucleótidos de la invención 
también incluyen todas las formas de secuencias que incluyen, pero no se limitan a las formas monocatenarias, las 
formas bicatenarias, las horquillas, las estructuras de tallo y bucle, y similares.

Una planta DP-305423-1 comprende un módulo de supresión que contiene un fragmento de 597 pb del gen 1 de 
omega-6 desaturasa microsómica de soja (gm-fad2-1) y un módulo de expresión que contiene una versión 15
modificada del gen de acetolactato sintasa de soja (gm-hra). El módulo puede incluir secuencias reguladoras 5’ y 3’ 
unidas operablemente a los polinucleótidos gm-fad2-1 y gm-hra. "Unido operablemente" significa un enlace funcional 
entre dos o más elementos. Por ejemplo, un enlace operable entre un polinucleótido de interés y una secuencia 
reguladora (es decir, un promotor) es un enlace funcional que permite la expresión del polinucleótido de interés. Los 
elementos unidos operablemente pueden ser contiguos o no contiguos. Cuando se emplea para indicar la unión de 20
dos regiones codificadoras de proteínas, unido operablemente significa que las regiones codificadoras están en el 
mismo marco de lectura. El módulo puede contener también al menos un gen adicional que va a ser cotransformado 
hacia el interior del organismo. Como alternativa, el gen o genes adicionales pueden proporcionarse sobre múltiples
módulos de expresión. Este módulo de expresión se proporciona con una pluralidad de sitios de restricción y/o sitios 
de recombinación para la inserción del polinucleótido que está bajo la regulación transcripcional de las regiones 25
reguladoras. El módulo de expresión puede contener también genes de marcadores seleccionables.

El módulo de expresión incluirá, en la dirección 5’-3’ de la transcripción, una región de inicio transcripcional y 
traduccional (es decir, un promotor), una región codificadora, y una región de terminación transcripcional y 
traduccional funcional en plantas. Un "promotor" se refiere a una secuencia de nucleótidos capaz de controlar la 
expresión de una secuencia codificadora o un ARN funcional. En general, una secuencia codificadora se localiza 3’ 30
con respecto a una secuencia de promotor. La secuencia de promotor puede comprender elementos proximales y 
más distales cadena arriba, y estos últimos elementos a menudo se denominan potenciadores. Por consiguiente, un 
"potenciador" es una secuencia de nucleótidos que puede estimular la actividad del promotor y puede ser un 
elemento innato del promotor o un elemento heterólogo insertado para potenciar el nivel o especificidad de tejido de 
un promotor. Los promotores pueden derivarse, en su totalidad, de un gen nativo, o pueden estar compuestos de 35
diferentes elementos derivados de diferentes promotores que se encuentran en la naturaleza, o incluso comprender 
segmentos de nucleótidos sintéticos. Los expertos en la técnica entienden que diferentes promotores pueden dirigir 
la expresión de un gen en diferentes tejidos o tipos de células, o en diferentes etapas de desarrollo, o en respuesta a 
diferentes condiciones ambientales. Los promotores que provocan que un fragmento de ácido nucleico pueda 
expresarse en la mayoría de los tipos de células la mayoría de las veces se denominan habitualmente "promotores 40
constitutivos". Constantemente se están descubriendo nuevos promotores de diversos tipos útiles en células
vegetales; pueden encontrarse numerosos ejemplos en la compilación de Okamuro y Goldberg (1989), Biochemistry 
of Plants, 15: 1-82. También se reconoce que, puesto que en la mayoría de los casos, los límites exactos de las 
secuencias reguladoras aún no se han definido por completo, fragmentos de ácidos nucleicos de diferente longitud 
pueden tener una actividad de promotor idéntica.45

Los módulos de expresión también pueden contener secuencias conductoras 5’. Estas secuencias conductoras 
pueden actuar para potenciar la traducción. Las regiones reguladoras (es decir, promotores, regiones reguladoras 
transcripcionales, regiones de estabilidad o procesamiento de ARN, intrones, señales de poliadenilación, y regiones 
de terminación de la traducción) y/o la región codificadora pueden ser nativas/análogas o heterólogas para la célula 
hospedante o entre sí.50

La "secuencia conductora de la traducción" se refiere a una secuencia de nucleótidos localizada entre la secuencia 
de promotor de un gen y la secuencia codificadora. La secuencia conductora de la traducción está presente en el 
ARNm totalmente procesado cadena arriba de la secuencia de inicio de la traducción. La secuencia conductora de la 
traducción puede afectar a numerosos parámetros, que incluyen el procesamiento de la transcripción primaria a 
ARNm, la estabilidad del ARNm y/o la eficacia de la traducción. Se han descrito ejemplos de secuencias 55
conductoras de la traducción (Turner y Foster (1995), Mol. Biotechnol., 3:225-236). Las "secuencias no codificadoras 
3’" se refieren a secuencias de nucleótidos localizadas cadena abajo de una secuencia codificadora e incluyen 
secuencias de reconocimiento de la poliadenilación y otras secuencias que codifican señales reguladoras capaces 
de afectar al procesamiento del ARNm o a la expresión génica. La señal de poliadenilación habitualmente se 
caracteriza porque afecta a la adición de tramos de poli(ácido adenílico) al extremo 3’ del precursor de ARNm. El 60
uso de diferentes secuencias no codificadoras 3’ se ejemplifica en Ingelbrecht et al. (1989), Plant Cell, 1:671-680.
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Tal como se emplea en la presente, "heterólogo", en referencia a una secuencia, es una secuencia que se origina de 
una especie extraña o, si es de la misma especie, está sustancialmente modificada con respecto a su forma nativa 
en composición y/o locus genómico por una intervención humana deliberada. Por ejemplo, un promotor unido 
operablemente a un polinucleótido heterólogo procede de una especie diferente de la especie de la que se deriva el 
polinucleótido o, si procede de la misma especie/una especie análoga, uno o ambos están sustancialmente 5
modificados con respecto a su forma nativa y/o locus genómico, o el promotor no es el promotor nativo para el 
polinucleótido unido operablemente.

Cuando se prepara el módulo de expresión, los diversos fragmentos de ADN pueden manipularse para proporcionar 
las secuencias de ADN en la orientación apropiada y, según sea apropiado, en el marco de lectura apropiado. Para 
este fin pueden emplearse adaptadores o conectores para unir los fragmentos de ADN o pueden estar implicadas 10
otras manipulaciones para proporcionar sitios de restricción convenientes, la eliminación de ADN superfluo, la 
eliminación de sitios de restricción o similares. Para este fin, puede estar implicada la mutagénesis in vitro, la 
reparación de cebadores, la restricción, la reasociación, las resustituciones, por ejemplo, transiciones y 
transversiones. El módulo de expresión puede contener también un gen de marcador seleccionable para la selección 
de las células transformadas. Los genes de marcadores seleccionables se emplean para la selección de células o 15
tejidos transformados.

Se proporcionan polinucleótidos aislados que pueden utilizarse en diversos métodos para la detección y/o 
identificación del acontecimiento DP-305423-1 de soja. Un polinucleótido "aislado" o "purificado", o una de sus 
porciones biológicamente activas, está sustancial o fundamentalmente exento de componentes que normalmente 
acompañan o interaccionan con el polinucleótido tal como se encuentra en su entorno natural. Así, un polinucleótido 20
aislado o purificado está sustancialmente exento de cualquier otro material celular, o medio de cultivo cuando se 
produce mediante técnicas recombinantes, o está sustancialmente exento de precursores químicos u otros 
productos químicos cuando se sintetiza de modo químico. De manera óptima, un polinucleótido "aislado" está exento 
de secuencias (de modo óptimo, secuencias codificadoras de proteínas) que flanquean al polinucleótido en la 
naturaleza (es decir, secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3’ del polinucleótido) en el ADN genómico del 25
organismo del cual se deriva el polinucleótido. Por ejemplo, en diversas realizaciones, el polinucleótido aislado 
puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb, o 0,1 kb de la secuencia de 
nucleótidos que flanquea al polinucleótido en la naturaleza en el ADN genómico de la célula de la cual se deriva el 
polinucleótido.

En realizaciones específicas, los polinucleótidos de la invención comprenden la secuencia de ADN de la zona de 30
unión indicada en SEQ ID NO:8, 9, 15, 20, 21 o 84. En otras realizaciones, los polinucleótidos de la invención 
comprenden las secuencias de ADN de la zona de unión indicada en SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 84, 85, 86, 87 o 88, o sus complementos. Los fragmentos y variantes de las 
secuencias de ADN de la zona de unión son adecuados para identificar, de modo discriminante, el acontecimiento
DP-305423-1. Tal como se analiza en otro punto de la presente, estas secuencias son útiles como cebadores y/o35
sondas.

Los polinucleótidos descritos en la presente comprenden polinucleótidos que pueden detectar un acontecimiento 
DP-305423-1 o una región específica de DP-305423-1. Estas secuencias incluyen cualquier polinucleótido indicado 
en SEQ ID NO:1-94, o sus variantes y fragmentos. Los fragmentos y variantes de los polinucleótidos que detectan 
un acontecimiento DP-305423-1 o una región específica de DP-305423-1 son adecuados para identificar, de modo 40
discriminante, el acontecimiento DP-305423-1. Tal como se analiza en otro punto de la presente, estas secuencias 
son útiles como cebadores y/o sondas. También se describen secuencias de cebadores de nucleótidos de ADN 
aislados que comprenden o consisten en una secuencia indicada en SEQ ID NO:26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 89, 90, 91, 92, 93 o 94, o su complemento.45

"Variantes" significa secuencias sustancialmente similares. Para los polinucleótidos, un variante comprende un
polinucleótido que presenta deleciones (es decir, truncamientos) en el extremo 5’ y/o 3’; la deleción y/o la adición de 
uno o más nucleótidos en uno o más sitios internos en el polinucleótido nativo; y/o la sustitución de uno o más 
nucleótidos en uno o más sitios en el polinucleótido nativo.

Tal como se emplea en la presente, una "sonda" es un polinucleótido aislado al cual está unido un marcador 50
detectable o molécula indicadora convencional, por ejemplo, un isótopo radiactivo, ligando, agente 
quimioluminiscente, enzima, etc. Esta sonda es complementaria con una hebra de un polinucleótido diana, en el 
caso de la presente invención, con una hebra de ADN aislado del acontecimiento DP-305423-1 de soja, tanto de una 
planta de soja como de una muestra que incluya ADN del acontecimiento. Las sondas según la presente invención 
incluyen no solo ácidos desoxirribonucleicos o ribonucleicos, sino también poliamidas y otros materiales de sondas 55
que pueden detectar específicamente la presencia de la secuencia de ADN diana.

Tal como se emplea en la presente, los "cebadores" son polinucleótidos aislados que se asocian con una hebra de 
ADN diana complementaria y, mediante hibridación de ácidos nucleicos, forman un híbrido entre el cebador y la 
hebra de ADN diana, y después se extienden a lo largo de la hebra del ADN diana mediante una polimerasa, por 
ejemplo, una ADN polimerasa. Las parejas de cebadores de la invención se refieren a su uso para la amplificación 60
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de un polinucleótido diana, por ejemplo, mediante una reacción en cadena de polimerasa (PCR) u otros métodos de 
amplificación de ácidos nucleicos convencionales. La "PCR" o "reacción en cadena de polimerasa" es una técnica 
empleada para la amplificación de segmentos de ADN específicos (véanse las patente de EEUU n.os 4.683.195 y 
4.800.159). Cualquier combinación de cebadores descritos en la presente puede utilizarse si la pareja permite la 
detección de un acontecimiento o región específica de DP-305423-1. Los ejemplos de parejas de cebadores 5
incluyen SEQ ID NO:26 y 27; SEQ ID NO:29 y 30; SEQ ID NO:31 y 32; SEQ ID NO:33 y 34; SEQ ID NO:35 y 36; 
SEQ ID NO:37 y 38; SEQ ID NO:39 y 40; SEQ ID NO:41 y 42; SEQ ID NO:43 y 44; SEQ ID NO:45 y 46; SEQ ID
NOS:47 y 48; SEQ ID NO:47 y 49; SEQ ID NO:50 y 51; SEQ ID NO:52 y 53; SEQ ID NO:54 y 49; SEQ ID NO:55 y 
46; SEQ ID NO:33 y 56; SEQ ID NO:57 y 58; SEQ ID NO:59 y 60; SEQ ID NO:61 y 36; SEQ ID NO:35 y 62; SEQ ID 
NO:37 y 63; SEQ ID NO:64 y 65; SEQ ID NO:66 y 67; SEQ ID NOS:68 y 69; SEQ ID NO:70 y 71; SEQ ID NO:72 y 10
73; SEQ ID NO:74 y 75; SEQ ID NO:76 y 77; SEQ ID NO:78 y 79; SEQ ID NO:80 y 81; y SEQ ID NO:89 y 90.

Las sondas y cebadores tienen una longitud de nucleótidos suficiente para unirse a la secuencia de ADN diana y 
detectar y/o identificar específicamente un polinucleótido que contiene un acontecimiento DP-305423-1. Se reconoce 
que las condiciones de hibridación o condiciones de reacción pueden ser determinadas por el operario para lograr 
este resultado. Esta longitud puede ser cualquier longitud que sea una longitud suficiente para ser útil en el método 15
de detección elegido. En general, se emplean 8, 11, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 40, 50, 75, 100, 200, 300, 
400, 500, 600, 700 nucleótidos o más, o entre aproximadamente 11-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-100, 100-200, 200-
300, 300-400, 400-500, 500-600, 600-700, 700-800, o más nucleótidos de longitud. Estas sondas y cebadores
pueden hibridarse específicamente con una secuencia diana bajo condiciones de hibridación de alta rigurosidad. Las 
sondas y cebadores según las realizaciones de la presente invención pueden tener una identidad de secuencia de 20
ADN completa de nucleótidos contiguos con la secuencia diana, aunque pueden diseñarse por métodos 
convencionales sondas que se diferencien de la secuencia de ADN diana y que conserven la capacidad para 
detectar y/o identificar específicamente una secuencia de ADN diana. Por consiguiente, las sondas y los cebadores 
pueden compartir aproximadamente 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o más de 
identidad de secuencia o complementariedad con el polinucleótido diana (es decir, SEQ ID NO:1-94), o pueden 25
diferir de la secuencia diana (es decir, SEQ ID NO:1-94) en 1, 2, 3, 4, 5, 6 o más nucleótidos. Las sondas pueden 
emplearse como cebadores, pero en general se diseñan para unirse al ADN o ARN diana y no se emplean en un 
proceso de amplificación.

Pueden emplearse cebadores específicos para amplificar un fragmento de integración para producir un amplicón 
que puede utilizarse como "sonda específica" o, en sí mismo, puede detectarse para identificar el acontecimiento 30
DP-305423-1 en muestras biológicas. Como alternativa, una sonda para su uso en los métodos de la invención 
puede utilizarse durante la reacción de PCR para permitir la detección del acontecimiento de amplificación
(concretamente, una sonda Taqman). Cuando la sonda se hibrida con los polinucleótidos de una muestra biológica 
bajo condiciones que permiten la unión de la sonda a la muestra, esta unión puede detectarse y, así, se logra una 
indicación de la presencia del acontecimiento DP-305423-1 en la muestra biológica. Esta identificación de una sonda 35
unida se ha descrito en la técnica. En una realización de la invención, la sonda específica es una secuencia que, 
bajo condiciones optimizadas, se hibrida específicamente con una región dentro de la región flanqueante 5’ o 3’ del 
acontecimiento y también comprende una parte del ADN extraño contiguo en su interior. La sonda específica puede 
comprender una secuencia al menos 80%, entre 80 y 85%, entre 85 y 90%, entre 90 y 95%, y entre 95 y 100% 
idéntica (o complementaria) con una región específica del acontecimiento DP-305423-1.40

Tal como se emplea en la presente, un "ADN amplificado" o "amplicón" se refiere al producto de la amplificación del 
polinucleótido de un polinucleótido diana que es parte de un molde de ácido nucleico. Por ejemplo, para determinar 
si una planta de soja que resulta de la reproducción sexual contiene el acontecimiento DP-305423-1, el ADN 
extraído de la muestra de tejido de la planta de soja puede someterse a un método de amplificación de 
polinucleótidos empleando una pareja de cebadores de ADN que incluya un primer cebador derivado de la 45
secuencia flanqueante adyacente al sitio de inserción del ADN heterólogo insertado, y un segundo cebador derivado 
del ADN heterólogo insertado para producir un amplicón que es diagnóstico de la presencia del ADN del 
acontecimiento DP-305423-1. Que sea "diagnóstico" para un acontecimiento DP-305423-1 significa el uso de 
cualquier método o ensayo que pueda discriminar entre la presencia o la ausencia de un acontecimiento DP-
305423-1 en una muestra biológica. Como alternativa, el segundo cebador puede derivarse de la secuencia 50
flanqueante. Las parejas de cebadores pueden derivarse de la secuencia flanqueante en ambos lados del ADN 
insertado, de modo que se produce un amplicón que incluye el polinucleótido de la inserción completo de la 
construcción de expresión, así como la secuencia que flanquea la inserción transgénica. El amplicón tiene una 
longitud y una secuencia que también son diagnósticas para el acontecimiento (es decir, tiene un ADN de la zona de 
unión de un acontecimiento DP-305423-1). El amplicón puede tener una longitud que varía desde la longitud 55
combinada de las parejas de cebadores más un par de bases de nucleótidos, hasta cualquier longitud del amplicón 
que pueda producirse mediante un protocolo de amplificación de ADN. Un miembro de una pareja de cebadores 
derivado de la secuencia flanqueante puede localizarse a una distancia de la secuencia de ADN insertada, y esta 
distancia puede variar desde un par de bases de nucleótidos hasta los límites de la reacción de amplificación, o 
aproximadamente veinte mil pares de bases de nucleótidos. El uso del término "amplicón" excluye específicamente 60
los dímeros de cebadores que puedan formarse en la reacción de amplificación térmica del ADN.

Los métodos para preparar y utilizar sondas y cebadores se describen, por ejemplo, en Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2ª ed., vol. 1-3, ed. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
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N.Y., 1989 (en lo sucesivo, "Sambrook et al., 1989"); Current Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel et al., 
Greene Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York, 1992 (con actualizaciones periódicas) (en lo sucesivo, 
"Ausubel et al., 1992"); e Innis et al., PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Press: San 
Diego, 1990. Las parejas de cebadores de PCR pueden derivarse de una secuencia conocida, por ejemplo, 
empleando programas informáticos previstos para ese fin, tales como la herramienta de análisis de cebadores de 5
PCR en Vector NTI versión 6 (Informax Inc., Bethesda Md.); PrimerSelect (DNASTAR Inc., Madison, Wis.); y Primer 
(versión 0.5.COPYRGT., 1991, Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, Mass.). Además, la 
secuencia puede ser visualmente escaneada y los cebadores pueden identificarse de forma manual empleando las 
directrices conocidas por los expertos en la técnica.

Debe entenderse que, tal como se emplea en la presente, el término "transgénico" incluye cualquier célula, línea 10
celular, callo, tejido, parte de una planta, o planta, cuyo genotipo ha sido alterado por la presencia de un ácido 
nucleico heterólogo, que incluye los transgénicos que inicialmente han sido alterados de esta manera, así como los 
creados por reproducción sexual o propagación asexual a partir del transgénico inicial. El término "transgénico", tal 
como se emplea en la presente, no incluye la alteración del genoma (cromosómico o extracromosómico) mediante 
métodos de cruzamientos de plantas convencionales o por acontecimientos naturales, tales como fertilización 15
cruzada aleatoria, infección vírica no recombinante, transformación bacteriana no recombinante, transposición no 
recombinante, o mutación espontánea.

Una "transformación" se refiere a la transferencia de un fragmento de ácido nucleico hacia el genoma de un 
organismo hospedante, que resulta en una herencia genéticamente estable. Los organismos hospedantes que 
contienen los fragmentos de ácidos nucleicos transformados se denominan organismos "transgénicos". Los ejemplos 20
de métodos de transformación de plantas incluyen la transformación de plantas mediada por Agrobacterium (De 
Blaere et al. (1987), Meth. Enzymol., 143:277) y la tecnología de transformación por partículas aceleradas o "de 
pistola de genes" (Klein et al. (1987), Nature (Londres), 327:70-73; patente de EEUU n.º 4.945.050). A continuación 
se describen otros métodos de transformación.

Así, los polinucleótidos aislados de la invención pueden incorporarse en las construcciones recombinantes, 25
generalmente construcciones de ADN, que son capaces de introducirse y replicarse en una célula hospedante. Esta 
construcción puede ser un vector que incluya un sistema de replicación y secuencias que son capaces de transcribir 
y traducir una secuencia codificadora de polipéptido en una célula hospedante concreta. Se han descrito una serie 
de vectores para la transfección estable de células vegetales o para el establecimiento de plantas transgénicas, por 
ejemplo, en Pouwels et al. (1985; sup. 1987), Cloning Vectors: A Laboratory Manual; Weissbach y Weissbach 30
(1989), Methods for Plant Molecular Biology (Academic Press, Nueva York); y Flevin et al. (1990), Plant Molecular 
Biology Manual (Kluwer Academic Publishers). Generalmente, los vectores de expresión en plantas incluyen, por 
ejemplo, uno o más genes vegetales clonados bajo el control transcripcional de secuencias reguladoras 5’ y 3’ y un 
marcador seleccionable dominante. Estos vectores de expresión en plantas también contener una región reguladora 
de promotor (por ejemplo, una región reguladora que controla la expresión inducible o constitutiva, regulada por el 35
entorno o por el desarrollo, o específica de célula o tejido), un sitio de inicio de la transcripción, un sitio de unión a 
ribosomas, una señal de procesamiento del ARN, un sitio de terminación de la transcripción y/o una señal de 
poliadenilación.

Se proporcionan diversos métodos y composiciones para identificar el acontecimiento DP-305423-1. Estos métodos 
son útiles para identificar y/o detectar un acontecimiento DP-305423-1 en cualquier material biológico. Estos 40
métodos incluyen, por ejemplo, métodos para confirmar la pureza de las semillas y métodos para seleccionar 
semillas en un lote de semillas para un acontecimiento DP-305423-1. En la presente se describe un método para 
identificar el acontecimiento DP-305423-1 en una muestra biológica, y comprende poner en contacto la muestra con 
un primer y un segundo cebador; y amplificar un polinucleótido que comprende una región específica de DP-305423-
1.45

Una muestra biológica puede comprender cualquier muestra en la que se desee determinar si está presente un ADN 
que contenga el acontecimiento DP-305423-1. Por ejemplo, una muestra biológica puede comprender cualquier 
material vegetal o un material que comprenda o se deriva de un material vegetal tal como, pero sin limitarse a 
productos alimentarios o de piensos. Tal como se emplea en la presente, un "material vegetal" se refiere a un 
material que se obtiene o se deriva de una planta o de una parte de una planta. En realizaciones específicas, la 50
muestra biológica comprende un tejido de soja.

Los cebadores y las sondas basados en las secuencias de ADN flanqueante y de la inserción descritos en la 
presente pueden emplearse para confirmar (y, si es necesario, para corregir) las secuencias descritas por métodos 
convencionales, por ejemplo, mediante reclonación y secuenciación de dichas secuencias. Las sondas y los 
cebadores polinucleotídicos descritos en la presente detectan específicamente una secuencia de ADN diana. Puede 55
emplearse cualquier método de amplificación o de hibridación de ácidos nucleicos convencional para identificar la 
presencia de ADN de un acontecimiento transgénico en una muestra. "Detecta específicamente" significa que el 
polinucleótido puede emplearse como cebador para amplificar una región específica de DP-305423-1, o el 
polinucleótido puede emplearse como sonda que se hibrida, bajo condiciones rigurosas, con un polinucleótido que 
contiene un acontecimiento DP-305423-1 o una región específica de DP-305423-1. El nivel o el grado de hibridación60
que permite la detección específica de un acontecimiento DP-305423-1 o una región específica de un 
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acontecimiento DP-305423-1 es suficiente para distinguir el polinucleótido con la región específica DP-305423-1 de 
un polinucleótido que carece de esta región y, por tanto, permite identificar, de modo discriminante, un
acontecimiento DP-305423-1. Que "comparte una complementariedad o identidad de secuencia suficiente para 
permitir la amplificación de un acontecimiento específico DP-305423-1" significa que la secuencia comparte al 
menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de complementariedad o 5
identidad con un fragmento o a lo largo de la longitud completa del polinucleótido que contiene la región específica 
de DP-305423-1.

Con respecto a la amplificación de un polinucleótido diana (por ejemplo, mediante PCR) empleando una pareja de 
cebadores de amplificación concreta, unas "condiciones rigurosas" son condiciones que permiten que la pareja de 
cebadores se hibride con el polinucleótido diana, con el que un cebador que tenga la correspondiente secuencia de 10
tipo salvaje (o su complemento) se uniría, y preferiblemente producen un producto de la amplificación identificable
(el amplicón) que contiene una región específica de DP-305423-1 en una reacción de amplificación térmica de ADN. 
En una estrategia de PCR, pueden diseñarse cebadores oligonucleotídicos para su uso en reacciones de PCR para 
amplificar una región específica de DP-305423-1. Los métodos para diseñar cebadores de PCR y de clonación con 
PCR son conocidos en general en la técnica y se describen en Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: A 15
Laboratory Manual (2ª ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva York). Véase también, Innis et 
al., eds. (1990), PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Academic Press, Nueva York); Innis y 
Gelfand, eds. (1995), PCR Strategies (Academic Press, Nueva York); e Innis y Gelfand, eds. (1999), PCR Methods 
Manual (Academic Press, Nueva York). También se describen métodos de amplificación en las patentes de EEUU 
n.os 4.683.195, 4.683.202, y en Chen et al. (1994), PNAS, 91:5695-5699. Estos métodos, así como otros métodos 20
conocidos en la técnica de la amplificación de ADN, pueden utilizarse en la práctica de las realizaciones de la 
presente invención. Se entiende que puede ser necesario ajustar una serie de parámetros en un protocolo de PCR 
específico a las condiciones de laboratorio específicas, y que pueden ser ligeramente modificados y todavía se 
pueden recoger resultados similares. Estos ajustes serán evidentes para los expertos en la técnica.

El polinucleótido amplificado (amplicón) puede tener cualquier longitud que permita la detección del acontecimiento 25
DP-305423-1 o una región específica de DP-305423-1. Por ejemplo, el amplicón puede tener una longitud de 
aproximadamente 10, 50, 100, 200, 300, 500, 700, 100, 2000, 3000, 4000, 5000 nucleótidos o mayor.

En una realización específica, se detecta la región específica del acontecimiento DP-305423-1.

Puede emplearse cualquier cebador en los métodos de la invención que permita amplificar y/o detectar una región 
específica de DP-305423-1. Por ejemplo, en realizaciones específicas, la pareja de cebadores comprende un primer 30
cebador que comprende un fragmento de una región genómica 5’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, y un segundo cebador 
que comprende una región de inserción de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o, como alternativa, la pareja de cebadores 
puede comprender un primer cebador que comprende un fragmento de una región genómica 3’ de SEQ ID NO:5, 6, 
7 o 82, y un segundo cebador que comprende una región de inserción de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82. En otras 
realizaciones, el primer y el segundo cebador pueden comprender cualquiera o cualquier combinación de las 35
secuencias indicadas en SEQ ID NO:26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 
47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 
78, 79, 80, 81, 89, 90, 91, 92, 93 o 94. Los cebadores pueden tener cualquier longitud suficiente para amplificar una 
región de DP-305423-1, e incluyen, por ejemplo, al menos 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 15, o 30, o aproximadamente 7-10, 
10-15, 15-20, 20-25, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45 nucleótidos o más.40

Tal como se analiza en otro punto en la presente, puede emplearse cualquier método para amplificar mediante PCR 
el acontecimiento o la región específica de DP-305423-1 que incluye, por ejemplo, una PCR a tiempo real. Véase, 
por ejemplo, Livak et al. (1995a), Oligonucleotides with fluorescent dyes at opposite ends provide a quenched probe 
system for detecting PCR product and nucleic acid hybridization, PCR methods and Applications, 4:357-362; patente 
de EEUU 5.538.848; patente de EEUU 5.723.591; Applied Biosystems User Bulletin n.º 2, "Relative Quantitation of 45
Gene Expression," P/N 4303859; y Applied Biosystems User Bulletin n.º 5, "Multiplex PCR with Taqman VIC probes," 
P/N 4306236. 

Así, en realizaciones específicas, se proporciona un método para detectar la presencia del acontecimiento DP-
305423-1 de soja, o su progenie, en una muestra biológica. El método comprende (a) extraer una muestra de ADN 
de la muestra biológica; (b) proporcionar una pareja de moléculas de cebadores de ADN que incluyen, pero no se 50
limitan a: i) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:26 y SEQ ID NO:27; ii) las secuencias que comprenden 
SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:30; iii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:31 y SEQ ID NO:32; iv) las 
secuencias que comprenden SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:34; v) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:35 y 
SEQ ID NO:36; vi) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:37 y SEQ ID NO:38; vii) las secuencias que 
comprenden SEQ ID NO:39 y SEQ ID NO:40; viii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:41 y SEQ ID NO:42; 55
ix) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:43 y SEQ ID NO:44; x) las secuencias que comprenden SEQ ID 
NO:45 y SEQ ID NO:46; xi) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:47 y SEQ ID NO:48; xii) las secuencias que 
comprenden SEQ ID NO:47 y SEQ ID NO:49; xiii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:50 y SEQ ID NO:51; 
xiv) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:52 y SEQ ID NO:53; xv) las secuencias que comprenden SEQ ID 
NO:54 y SEQ ID NO:49; xvi) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:55 y SEQ ID NO:46; xvii) las secuencias 60
que comprenden SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:56; xviii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:57 y SEQ ID 
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NO:58; xix) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:59 y SEQ ID NO:60; xx) las secuencias que comprenden 
SEQ ID NO:61 y SEQ ID NO:36; xxi) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:35 y SEQ ID NO:62; xxii) las 
secuencias que comprenden SEQ ID NO:37 y SEQ ID NO:63; xxiii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:64 
y SEQ ID NO:65; xxiv) las secuencias que comprenden SEQ ID NO-66 y SEQ ID NO:67; xxv) las secuencias que 
comprenden SEQ ID NO:68 y SEQ ID NO:69; xxvi) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:70 y SEQ ID NO:71; 5
xxvii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:72 y SEQ ID NO:73; xxviii) las secuencias que comprenden SEQ 
ID NO:74 y SEQ ID NO:75; xxix) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:76 y SEQ ID NO:77; xxx) las 
secuencias que comprenden SEQ ID NO:78 y SEQ ID NO:79; xxxi) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:80 
y SEQ ID NO:81; y xxxii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:89 y SEQ ID NO:90, y poner en contacto al 
menos una de dichas parejas de cebador con dicha muestra de ADN; (c) proporcionar unas condiciones de reacción 10
de amplificación de ADN; (d) realizar la reacción de amplificación de ADN, produciendo con ello una molécula de 
amplicón de ADN; y (e) detectar la molécula de amplicón de ADN, en el que la detección de dicha molécula de 
amplicón de ADN en la reacción de amplificación de ADN indica la presencia del acontecimiento DP-305423-1 de 
soja. Para que una molécula de ácido nucleico actúe como una sonda o un cebador solo debe ser suficientemente 
complementaria, en secuencia, como para ser capaz de formar una estructura bicatenaria estable bajo las 15
condiciones salinas y de disolvente particulares empleadas.

En las técnicas de hibridación, se emplea todo o una parte del polinucleótido que se hibrida selectivamente con un 
polinucleótido diana que contiene un acontecimiento DP-305423-1 específico. Unas "condiciones rigurosas" o 
"condiciones de hibridación rigurosas", cuando se refieren a una sonda polinucleotídica, se indican las condiciones 
bajo las cuales una sonda se hibrida con su secuencia diana en un grado detectable mayor que con otras 20
secuencias (por ejemplo, al menos 2 veces más sobre el fondo). Con respecto a la amplificación de un polinucleótido 
diana (por ejemplo, mediante PCR) empleando una pareja de cebadores de amplificación concreta, unas 
"condiciones rigurosas" son condiciones que permiten que la pareja de cebadores se hibride con el polinucleótido 
diana, con el que un cebador que tenga la correspondiente secuencia de tipo salvaje se uniría. Las condiciones 
rigurosas dependen de la secuencia y serán diferentes en diferentes circunstancias. Controlando la rigurosidad de la 25
hibridación y/o las condiciones de lavado, pueden identificarse secuencias diana que sean 100% complementarias 
con la sonda (sondeo homólogo). Como alternativa, las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para permitir 
cierto grado de desapareamiento en las secuencias, de modo que se detectan grados más bajos de identidad 
(sondeo heterólogo). En general, una sonda tiene una longitud menor que aproximadamente 1000 nucleótidos o 
menor que 500 nucleótidos.30

Tal como se emplea en la presente, una secuencia sustancialmente idéntica o complementaria es un polinucleótido 
que se hibrida específicamente con el complemento de la molécula de ácido nucleico con la que se está 
comparando bajo condiciones de alta rigurosidad. Las condiciones de rigurosidad apropiadas que estimulan la 
hibridación del ADN, por ejemplo, 6X cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45 °C, seguido de 
un lavado con 2X SSC a 50 °C, son conocidas por los expertos en la técnica, o pueden encontrarse en Current 35
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Generalmente, las condiciones 
rigurosas para la hibridación y la detección serán aquellas en las que la concentración salina es menor que 
aproximadamente 1,5 M de ion Na, generalmente de aproximadamente 0,01 a 1,0 M de concentración de ion Na (u 
otras sales) a pH 7,0 a 8,3, y la temperatura es al menos aproximadamente 30 °C para sondas cortas (por ejemplo, 
de 10 a 50 nucleótidos) y al menos aproximadamente 60 °C para sondas más largas (por ejemplo, mayores que 50 40
nucleótidos). También pueden lograrse condiciones rigurosas con la adición de agentes desestabilizantes, tales 
como formamida. Los ejemplos de condiciones de baja rigurosidad incluyen la hibridación con una disolución tampón 
de formamida del 30 al 35%, NaCl 1 M, SDS (dodecilsulfato de sodio) al 1% a 37 °C, y un lavado en 1X a 2X SSC 
(20X SSC = NaCl 3,0 M/citrato de trisodio 0,3 M) de 50 a 55 °C. Los ejemplos de condiciones de rigurosidad 
moderada incluyen la hibridación con formamida del 40 al 45%, NaCl 1,0 M, SDS al 1% a 37 °C, y un lavado en 0,5X 45
a 1X SSC de 55 a 60 °C. Los ejemplos de condiciones de alta rigurosidad incluyen la hibridación en formamida al 
50%, NaCl 1 M, SDS al 1% a 37 °C, y un lavado en 0,1X SSC de 60 a 65 °C. Opcionalmente, los tampones de 
lavado pueden comprender SDS de aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 1%. La duración de la hibridación 
en general es menor que aproximadamente 24 horas, habitualmente de aproximadamente 4 a aproximadamente 12 
horas. La duración del tiempo de lavado será al menos una longitud de tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio.50

En las reacciones de hibridación, la especificidad generalmente está en función de los lavados de posthibridación, y 
los factores críticos son la fuerza iónica y la temperatura de la disolución de lavado final. Para los híbridos de ADN-
ADN, la Tm puede aproximarse a partir de la ecuación de Meinkoth y Wahl (1984), Anal. Biochem., 138:267-284: Tm

= 81,5 °C + 16,6 (log M) + 0,41 (%GC) - 0,61 (% form.) - 500/L; en la que M es la molaridad de los cationes 
monovalentes, %GC es el porcentaje de nucleótidos de guanosina y citosina en el ADN, % form. es el porcentaje de 55
formamida en la disolución de hibridación, y L es la longitud del híbrido en pares de bases. La Tm es la temperatura 
(bajo una fuerza iónica y pH definidos) en la cual 50% de una secuencia diana complementaria se hibrida con una 
sonda perfectamente apareada. La Tm se reduce en aproximadamente 1 °C por cada 1% de desapareamiento; así,
las condiciones de Tm, hibridación y/o lavado pueden ajustarse para la hibridación a secuencias con la identidad 
deseada. Por ejemplo, si se buscan secuencias con ≥90% de identidad, la Tm puede disminuir 10 °C. En general, las 60
condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5 °C menores que el punto de fusión térmico
(Tm) para la secuencia específica y su complemento a una fuerza iónica y pH definidos. Sin embargo, unas
condiciones muy rigurosas pueden utilizar una hibridación y/o un lavado a 1, 2, 3, o 4 °C menor que el punto de 
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fusión térmico (Tm); unas condiciones moderadamente rigurosas pueden utilizar una hibridación y/o un lavado a 6, 7, 
8, 9, o 10°C menor que el punto de fusión térmico (Tm); una condiciones de baja rigurosidad pueden utilizar una 
hibridación y/o un lavado a 11, 12, 13, 14, 15, o 20°C menor que el punto de fusión térmico (Tm). Utilizando la 
ecuación, las composiciones de hibridación y lavado, y la Tm deseada, los expertos en la técnica entenderán que se 
describen inherentemente las variaciones en la rigurosidad de la hibridación y/o lavado. Si el grado deseado de 5
resultados de desapareamiento produce una Tm menor que 45 °C (disolución acuosa) o 32 °C (disolución de 
formamida), resulta óptimo aumentar la concentración de SSC de modo que pueda utilizarse una temperatura
mayor. Puede encontrarse una guía completa para la hibridación de ácidos nucleicos en Tijssen (1993), Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, parte I, capítulo 2 
(Elsevier, Nueva York); y Ausubel et al., eds. (1995), Current Protocols in Molecular Biology, capítulo 2 (Greene 10
Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York). Véase Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual (2ª ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva York); y Haymes et al. (1985), en: Nucleic 
Acid Hybridization, a Practical Approach, IRL Press, Washington, D.C. 

Se dice que un polinucleótido es el "complemento" de otro polinucleótido si muestran complementariedad. Tal como 
se emplea en la presente, se dice que las moléculas muestran una "complementariedad completa" cuando cada 15
nucleótido de una de las moléculas polinucleotídicas es complementario con un nucleótido de la otra. Se dice que 
dos moléculas son "mínimamente complementarias" si pueden hibridarse entre sí con la suficiente estabilidad para 
que puedan seguir asociadas entre sí bajo al menos unas condiciones de "baja rigurosidad" convencionales. De 
modo similar, se dice que las moléculas son "complementarias" si pueden hibridarse entre sí con la suficiente 
estabilidad para que puedan seguir asociadas entre sí bajo al menos unas condiciones de "alta rigurosidad" 20
convencionales.

También se proporcionan métodos para detectar la presencia de un ADN que se corresponde con el acontecimiento 
DP-305423-1 en una muestra. En una realización, el método comprende: (a) poner en contacto la muestra biológica 
con una sonda polinucleotídica que se hibrida bajo condiciones de hibridación rigurosas con un ADN de un 
acontecimiento DP-305423-1 de soja y detecta específicamente el acontecimiento DP-305423-1; (b) someter la 25
muestra y la sonda a condiciones de hibridación rigurosas; y (c) detectar la hibridación de la sonda al ADN, en el que 
la detección de la hibridación indica la presencia del acontecimiento DP-305423-1.

Pueden emplearse diversos métodos para detectar la región específica de DP-305423-1 o su amplicón que incluyen, 
pero no se limitan a Genetic Bit Analysis (Nikiforov et al. (1994), Nucleic Acid Res., 22:4167-4175), en el que se 
diseña un oligonucleótido de ADN que se solapa con la secuencia de ADN flanqueante adyacente y con la 30
secuencia de ADN insertada. El oligonucleótido se inmoviliza en pocillos de una placa de microtitulación. Después 
de una PCR de la región de interés (empleando un cebador en la secuencia insertada y otro en la secuencia 
flanqueante adyacente), un producto de la PCR monocatenario puede hibridarse con el oligonucleótido inmovilizado 
y actuar como molde para una reacción de extensión de una sola base, empleando una ADN polimerasa y ddNTP 
marcados específicos para la siguiente base esperada. La lectura puede ser fluorescente o basarse en ELISA. Una 35
señal indica la presencia de la secuencia de la inserción/flanqueante debido a que se ha realizado una amplificación, 
una hibridación y una extensión de una sola base con éxito.

Otro método de detección es la técnica de pirosecuenciación, según se describe en Winge ((2000), Innov. Pharma.
Tech., 00:18-24). En este método, se diseña un oligonucleótido que se solapa con el ADN adyacente y con la zona 
de unión del ADN de la inserción. El oligonucleótido se hibrida con un producto de la PCR monocatenario de la 40
región de interés (un cebador en la secuencia insertada y otro en la secuencia flanqueante) y se incuba en presencia 
de una ADN polimerasa, ATP, sulfurilasa, luciferasa, apirasa, adenosina 5 fosfosulfato y luciferina. Se añaden 
individualmente dNTP y la incorporación produce una señal luminosa que se mide. Una señal luminosa indica la 
presencia de la inserción del transgén/secuencia flanqueante debido a que se ha realizado una amplificación, una 
hibridación y una extensión de una sola base o de múltiples bases con éxito.45

La polarización de fluorescencia, tal como describen Chen et al. ((1999), Genome Res., 9:492-498, 1999) también es 
un método que puede utilizarse para detectar un amplicón producido por los métodos de la invención. Empleando 
este método, se diseña un oligonucleótido que se solapa con la zona de unión del ADN insertado y flanqueante. El 
oligonucleótido se hibrida con un producto de la PCR monocatenario de la región de interés (un cebador en la 
secuencia insertada y otro en la secuencia flanqueante) y se incuba en presencia de una ADN polimerasa y ddNTP 50
marcado fluorescente. Una extensión de una sola base provoca la incorporación del ddNTP. La incorporación puede 
medirse como un cambio en la polarización empleando un fluorómetro. Un cambio en la polarización indica la 
presencia de la inserción del transgén/secuencia flanqueante debido a que se ha realizado una amplificación, una 
hibridación y una extensión de una sola base con éxito.

Taqman® (PE Applied Biosystems, Foster City, Calif.) se describe como un método para detectar y cuantificar la 55
presencia de una secuencia de ADN y se entiende sin problemas en las instrucciones proporcionadas por el 
fabricante. Brevemente, se diseña una sonda oligonucleotídica FRET que se solapa con la zona de unión del ADN 
insertado y flanqueante. La sonda FRET y los cebadores de PCR (un cebador en la secuencia insertada y otro en la 
secuencia flanqueante) se ciclan en presencia de una polimerasa termoestable y dNTP. La hibridación de la sonda 
FRET provoca la escisión y la liberación del resto fluorescente del resto extintor sobre la sonda FRET. Una señal 60
fluorescente indica la presencia de la secuencia de la inserción del transgén/flanqueante debido a que se ha 
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realizado una amplificación y una hibridación con éxito.

Se han descrito balizas moleculares para su uso en la detección de secuencias, tal como se describe en Tyangi et 
al. ((1996), Nature Biotech., 14:303-308). Brevemente, se diseña un oligonucleótido FRET que se solapa con la zona 
de unión del ADN insertado y flanqueante. La estructura exclusiva de la sonda FRET hace que contenga una 
estructura secundaria que mantiene muy cercanos a los restos fluorescente y extintor. La sonda FRET y los 5
cebadores de PCR (un cebador en la secuencia insertada y otro en la secuencia flanqueante) se ciclan en presencia
de una polimerasa termoestable y dNTP. Después de haber realizado con éxito una amplificación con PCR, la 
hibridación de la sonda FRET con la secuencia diana provoca la eliminación de la estructura secundaria de la sonda 
y la separación espacial de los restos fluorescente y extintor. Se produce una señal fluorescente. Una señal 
fluorescente indica la presencia de la secuencia de la inserción del transgén/flanqueante debido a que se ha 10
realizado una amplificación y una hibridación con éxito.

Una reacción de hibridación que emplea una sonda específica para una secuencia que se encuentra dentro del 
amplicón es otro método utilizado para detectar el amplicón producido mediante una reacción de PCR.

Tal como se emplea en la presente, un "kit" se refiere a un conjunto de reactivos para poner en práctica las 
realizaciones del método de la invención, más en concreto, la identificación y/o la detección del acontecimiento DP-15
305423-1 en muestras biológicas. El kit descrito en la presente puede utilizarse, y sus componentes pueden 
ajustarse específicamente, para el control de calidad (por ejemplo, la pureza de lotes de semillas), la detección del 
acontecimiento DP-305423-1 en material vegetal, o material que comprende o se deriva de material vegetal, tal 
como, pero sin limitarse a productos alimentarios o de piensos.

En la presente se describe un kit para identificar el acontecimiento DP-305423-1 en una muestra biológica. El kit 20
comprende un primer y un segundo cebador, en el que el primer y el segundo cebador amplifican un polinucleótido 
que comprende una región específica de DP-305423-1. El kit también puede comprender un polinucleótido para la 
detección de la región específica de DP-305423-1. El kit puede comprender, por ejemplo, un primer cebador que 
comprende un fragmento de un polinucleótido de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, en el que el primer o el segundo cebador
comparte una complementariedad u homología de secuencia suficiente con el polinucleótido para amplificar dicha 25
región específica de DP-305423-1. Por ejemplo, el primer cebador comprende un fragmento de un polinucleótido de 
SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, en el que el primer o el segundo cebador comparte una complementariedad u homología de 
secuencia suficiente con los polinucleótidos para amplificar dicha región específica de DP-305423-1. La pareja de 
cebadores puede comprender un primer cebador que comprende un fragmento de una región genómica 5’ de SEQ 
ID NO:5, 6, 7 o 82, y un segundo cebador que comprende un fragmento de una región genómica 3’ de SEQ ID NO:5, 30
6, 7 o 82, o una región de inserción de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o, como alternativa, la pareja de cebadores puede 
comprender un primer cebador que comprende un fragmento de una región genómica 3’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, 
y un segundo cebador que comprende un fragmento de una región genómica 5’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o una 
región de inserción de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82. El primer y el segundo cebador pueden comprender cualquiera o 
cualquier combinación de las secuencias indicadas en SEQ ID NO:26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 35
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 
70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 89, 90, 91, 92, 93 o 94. Los cebadores pueden tener cualquier longitud 
suficiente para amplificar una región de DP-305423-1, e incluyen, por ejemplo, al menos 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 15, o 
30, o aproximadamente 7-10, 10-15, 15-20, 20-25, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45 nucleótidos o más.

En la presente también se describen kits de detección de ADN que comprenden al menos un polinucleótido que 40
puede detectar específicamente una región específica de DP-305423-1, en los que dicho polinucleótido comprende 
al menos una molécula de ADN de longitud suficiente de nucleótidos contiguos homóloga o complementaria con 
SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82. El kit de detección de ADN puede comprender un polinucleótido que tiene la SEQ ID NO:8, 
9, 14, 15, 20, 21, 83 o 84, o puede comprender una secuencia que se hibrida con al menos una secuencia 
seleccionada del grupo que consiste en: a) las secuencias de una región genómica 5’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, y 45
las secuencias de una región de inserción de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82; y, b) la secuencias de una región genómica 3’
de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, y las secuencias de una región de inserción de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82.

Cualquiera de los polinucleótidos y sus fragmentos y variantes empleados en los métodos y las composiciones de la 
invención puede compartir una identidad de secuencia con una región de la inserción del transgén del 
acontecimiento DP-305423-1, una secuencia de zona de unión del acontecimiento DP-305423-1, o una secuencia 50
flanqueante del acontecimiento DP-305423-1. Los métodos para determinar la relación de diversas secuencias son 
conocidos. Tal como se emplea en la presente, una "secuencia de referencia" es una secuencia definida que se 
emplea como base para la comparación de secuencias. Una secuencia de referencia puede ser un subconjunto o la 
totalidad de una secuencia especificada, por ejemplo, como un segmento de una secuencia génica o ADNc de 
longitud completa, o la secuencia génica o ADNc completo. Tal como se emplea en la presente, una "ventana de 55
comparación" hace referencia a un segmento contiguo y especificado de una secuencia polinucleotídica, en la que la 
secuencia polinucleotídica en la ventana de comparación puede comprender adiciones o deleciones (es decir, 
huecos), comparado con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones ni deleciones) para el 
alineamiento óptimo de los dos polinucleótidos. En general, la ventana de comparación tiene una longitud de al 
menos 20 nucleótidos contiguos, y opcionalmente puede tener 30, 40, 50, 100, o más. Los expertos en la técnica 60
entienden que, para evitar una alta similitud con una secuencia de referencia debida a la inclusión de huecos en la 
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secuencia polinucleotídica, generalmente se introduce una penalización de hueco y se resta del número de 
apareamientos.

Los métodos de alineamiento de secuencias para la comparación son muy conocidos en la técnica. Así, la 
determinación del porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias cualesquiera puede lograrse 
empleando un algoritmo matemático. Los ejemplos no limitantes de dichos algoritmos matemáticos son el algoritmo 5
de Myers y Miller (1988), CABIOS 4:11-17; el algoritmo de alineamiento local de Smith et al. (1981), Adv. Appl. 
Math., 2:482; el algoritmo de alineamiento global de Needleman y Wunsch (1970), J. Mol. Biol., 48:443-453; el 
método de búsqueda de alineamiento de local de Pearson y Lipman (1988), Proc. Natl. Acad. Sci. 85:2444-2448; el 
algoritmo de Karlin y Altschul (1990), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 872264, modificado como en Karlin y Altschul 
(1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:5873-5877.10

Pueden utilizarse aplicaciones informáticas de estos algoritmos matemáticos para la comparación de secuencias 
para determinar la identidad de secuencia. Estas aplicaciones incluyen, pero no se limitan a: CLUSTAL en el 
programa PC/Gene (disponible en Intelligenetics, Mountain View, California); el programa ALIGN (versión 2.0) y 
GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA, y TFASTA en el paquete GCG Wisconsin Genetics Software Package, versión 10 
(disponible en Accelrys Inc., 9685 Scranton Road, San Diego, California, EEUU). Empleando estos programas, los 15
alineamientos pueden realizarse utilizando los parámetros por defecto. El programa CLUSTAL se describe a fondo 
en Higgins et al. (1988), Gene, 73:237-244 (1988); Higgins et al. (1989), CABIOS, 5:151-153; Corpet et al. (1988), 
Nucleic Acids Res., 16:10881-10890; Huang et al. (1992), CABlOS 8:155-165; y Pearson et al. (1994), Meth. Mol. 
Biol., 24:307-331. El programa ALIGN se basa en el algoritmo de Myers y Miller (1988), supra. Puede utilizarse una 
tabla de peso de restos PAM120, una penalización de longitud de hueco de 12, y una penalización de hueco de 420
con el programa ALIGN cuando se comparan secuencias de aminoácidos. Los programas BLAST de Altschul et al.
(1990), J. Mol. Biol., 215:403, se basan en el algoritmo de Karlin y Altschul (1990), supra. Las búsquedas de 
nucleótidos BLAST pueden realizarse con el programa BLASTN, puntuación = 100, longitud de palabra = 12, para 
obtener secuencias de nucleótidos homólogas con una secuencia de nucleótidos descrita en la presente. Las 
búsquedas de proteínas BLAST pueden realizarse con el programa BLASTX, puntuación = 50, longitud de palabra = 25
3, para obtener secuencias de aminoácidos homólogas con una proteína o un polipéptido descrito en la presente. 
Para obtener alineamientos con huecos para comparaciones, puede utilizarse Gapped BLAST (en BLAST 2.0), tal 
como se describe en Altschul et al. (1997), Nucleic Acids Res., 25:3389. Como alternativa, puede utilizarse PSI-
BLAST (en BLAST 2.0) para realizar una búsqueda iterada que detecte relaciones lejanas entre moléculas. Véase, 
Altschul et al. (1997) ,supra. Cuando se utiliza BLAST, Gapped BLAST, o PSI-BLAST, pueden emplearse los 30
parámetros por defecto de los respectivos programas (por ejemplo, BLASTN para secuencias de nucleótidos, 
BLASTX para proteínas). Véase, www.ncbi.nlm.nih.gov. El alineamiento también puede realizarse de forma manual 
mediante inspección.

Los cálculos de alineamiento de secuencias y de porcentaje de identidad pueden determinarse empleando un 
diversidad de métodos de comparación diseñados para detectar secuencias homólogas que incluyen, pero no se 35
limitan al programa Megalign® del paquete bioinformático LASERGENE® (DNASTAR® Inc., Madison, WI). Por 
ejemplo, pueden realizarse múltiples alineamientos de las secuencias proporcionadas en la presente empleando el 
método de alineamiento Clustal V (Higgins y Sharp (1989), CABIOS, 5:151-153) con los parámetros por defecto 
(PENALIZACIÓN DE HUECO = 10, PENALIZACIÓN DE LONGITUD DE HUECO = 10). Los parámetros por defecto 
para los alineamientos apareados y el cálculo del porcentaje de identidad de las secuencias de proteínas empleando 40
el método Clustal V son KTUPLO = 1, PENALIZACIÓN DE HUECO = 3, VENTANA = 5 y DIAGONALES 
GUARDADAS = 5. Para los ácidos nucleicos, estos parámetros son KTUPLO = 2, PENALIZACIÓN DE HUECO = 5, 
VENTANA = 4 y DIAGONALES GUARDADAS = 4. Después del alineamiento de las secuencias empleando el 
programa Clustal V, es posible obtener los valores del "porcentaje de identidad" y de "divergencia" observando la 
tabla de "distancias de secuencia" en el mismo programa.45

A menos que se indique lo contrario, los valores de similitud/identidad de secuencia proporcionados en la presente 
se refieren al valor obtenido empleando GAP, versión 10, utilizando los siguientes parámetros: % de identidad y %
de similitud para una secuencia de nucleótidos empleando un peso GAP de 50 y un peso de longitud de 3, y la 
matriz de puntación nwsgapdna.cmp; % de identidad y % de similitud para una secuencia de aminoácidos
empleando un peso GAP de 8 y un peso de longitud de 2, y la matriz de puntuación BLOSUM62; o cualquier 50
programa equivalente a estos. Un "programa equivalente" significa cualquier programa de comparación de 
secuencias que, para cualquier par de secuencias en cuestión, genera un alineamiento que tiene idénticos 
desapareamientos de nucleótidos o restos aminoácidos, y un porcentaje de identidad de secuencia idéntico cuando 
se compara con el correspondiente alineamiento generado por GAP, versión 10.

GAP emplea el algoritmo de Needleman y Wunsch (1970), J. Mol. Biol., 48:443-453, para encontrar el alineamiento 55
de dos secuencias completas que maximice el número de apareamientos y minimice el número de huecos. GAP 
considera todos los alineamientos posibles y posiciones de huecos, y crea el alineamiento con el mayor número de 
bases apareadas y el mínimo de huecos. Permite proporcionar la penalización de creación de huecos y la 
penalización de extensión de huecos en unidades de bases apareadas. GAP debe aprovechar la penalización de 
creación de huecos del número de apareamientos para cada hueco que inserta. Si se elige la penalización de 60
extensión de hueco mayor que cero, GAP debe aprovechar, además, cada hueco insertado de la longitud del hueco 
por la penalización de la extensión de hueco. Los valores de penalización de creación de huecos y los valores de 
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penalización de extensión de hueco por defecto en la versión 10 del paquete GCG Wisconsin Genetics Software 
Package para secuencias de proteínas son de 8 y 2, respectivamente. Para las secuencias de nucleótidos, la 
penalización de creación de huecos por defecto es de 50, mientras que la penalización de extensión de huecos por 
defecto es de 3. Las penalizaciones de creación de huecos y de extensión de huecos pueden expresarse como un 
número entero seleccionado del grupo de números enteros de 0 a 200. Así, por ejemplo, las penalizaciones de 5
creación de huecos y de extensión de huecos pueden ser 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 
55, 60, 65 o mayor.

GAP presenta un miembro de la familia de los mejores alineamientos. Existen muchos miembros de esta familia, 
pero ningún otro miembro tiene mejor calidad. GAP muestra cuatro factores de calidad para los alineamientos: 
calidad, proporción, identidad, y similitud. La calidad es la métrica maximizada para alinear las secuencias. La 10
proporción es la calidad dividida entre el número de bases en el segmento más corto. El porcentaje de identidad es 
el porcentaje de símbolos que realmente se aparean. El porcentaje de similitud es el porcentaje de símbolos que son 
similares. Los símbolos que están frente a los huecos no se toman en cuenta. Se puntúa una similitud cuando el 
valor de la matriz de puntuación para una pareja de símbolos es mayor o igual a 0,50, el umbral de similitud. La 
matriz de puntuación empleada en la versión 10 del paquete GCG Wisconsin Genetics Software Package es 15
BLOSUM62 (véase, Henikoff y Henikoff (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:10915).

Tal como se emplea en la presente, la "identidad de secuencia" o "identidad", en el contexto de dos secuencias de 
polinucleótidos o de polipéptidos, se refiere a los restos en las dos secuencias que son los mismos cuando se 
alinean para la máxima correspondencia a lo largo de una ventana de comparación especificada. Cuando el 
porcentaje de identidad de secuencia se emplea en referencia a las proteínas, se reconoce que las posiciones de los 20
restos que no son idénticos a menudo difieren por sustituciones de aminoácidos conservadoras, en las que los 
restos aminoácidos son sustituidos por otros restos aminoácidos con propiedades químicas similares (por ejemplo, 
carga o hidrofobicidad) y, por tanto, no cambian las propiedades funcionales de la molécula. Cuando las secuencias 
se diferencian en sustituciones conservadores, el porcentaje de identidad de secuencia puede ajustarse hacia arriba 
para corregir la naturaleza conservadora de la sustitución. Se dice que las secuencias que se diferencian por dichas 25
sustituciones conservadoras tienen "similitud de secuencia" o "similitud". Los medios para realizar este ajuste son 
muy conocidos por los expertos en la técnica. Generalmente, esto implica puntuar una sustitución conservadora 
como desapareamiento parcial, en lugar de total, aumentando con ello el porcentaje de identidad de secuencia. Así, 
por ejemplo, cuando un aminoácido idéntico recibe una puntuación de 1 y una sustitución no conservadora recibe 
una puntuación de cero, una sustitución conservadora recibe una puntuación entre cero y 1. La puntuación de las 30
sustituciones conservadoras se calcula, por ejemplo, según se aplica en el programa PC/GENE (Intelligenetics, 
Mountain View, California).

Tal como se emplea en la presente, un "porcentaje de identidad de secuencia" significa el valor determinado 
comparando dos secuencias óptimamente alineadas a lo largo de una ventana de comparación, en el que la porción 
de la secuencia polinucleotídica en la ventana de comparación puede comprender adiciones o deleciones (es decir, 35
huecos), comparado con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para el alineamiento 
óptimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el número de posiciones en las que aparece la 
base de ácido nucleico o el resto aminoácido idéntico en ambas secuencias, para producir el número de posiciones 
apareadas, dividiendo el número de posiciones apareadas entre el número total de posiciones en la ventana de 
comparación, y multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad de secuencia.40

En la presente se describen métodos para controlar las hierbas adventicias en un área de cultivo, para evitar el 
desarrollo o la aparición de hierbas adventicias resistentes a herbicidas en un área de cultivo, para producir una 
cosecha y para aumentar la seguridad de la cosecha. La expresión "controlar" y sus derivados, por ejemplo, 
"controlar las hierbas adventicias", se refiere a uno o más de inhibir el crecimiento, la germinación, la reproducción 
y/o la proliferación y/o matar, eliminar, destruir o disminuir de otro modo la aparición y/o la actividad de una hierba 45
adventicia.

Tal como se emplea en la presente, un "área de cultivo" comprende cualquier región en la que se desee cultivar una 
planta. Estas áreas de cultivo incluyen, pero no se limitan a un campo en el que se cultiva una planta (tal como un 
campo de cultivo, un campo de césped, un campo de árboles, un bosque gestionado, un campo para cultivar frutas y 
verduras, etc.), un invernadero, una cámara de crecimiento, etc.50

Los métodos descritos en la presente comprenden plantar el área de cultivo con plantas o semillas DP-305423-1 de 
soja y, en realizaciones específicas, aplicar al cultivo, semilla, hierba adventicia o a su área de cultivo una cantidad 
eficaz de un herbicida de interés. Se reconoce que el herbicida puede aplicarse antes o después de que el cultivo se 
plante en el área de cultivo. Estas aplicaciones de herbicidas pueden incluir una aplicación de un inhibidor de ALS. 
Un inhibidor de ALS puede aplicarse al acontecimiento DP-305423-1 de soja, en el que la concentración eficaz del 55
inhibidor de ALS dañará significativamente una planta control apropiada. El herbicida puede comprender al menos 
uno de una sulfonilaminocarboniltriazolinona; una triazolopirimidina; un pirimidinil(tio)benzoato; una imidazolinona; 
una triazina; y/o un ácido fosfínico.

El herbicida puede comprender imazapiro, clorimurona-etilo, quizalofop, o fomesafeno, en el que una cantidad eficaz 
es tolerada por el cultivo y las hierbas adventicias control. Tal como se describe en otro punto en la presente, puede 60
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aplicarse una cantidad eficaz de estos herbicidas. Una cantidad eficaz de imazapiro puede comprender de 
aproximadamente 7,5 a aproximadamente 27,5 g ai/hectárea; una cantidad eficaz de clorimurona-etilo puede 
comprender de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 27,5 g ai/hectárea; una cantidad eficaz de quizalofop 
puede comprender de aproximadamente 50 a aproximadamente 70 g ai/hectárea; y una cantidad eficaz de 
fomesafeno puede comprender de aproximadamente 240 a aproximadamente 260 g ai/hectárea.5

Puede aplicarse una combinación de al menos dos herbicidas. En otro punto en la presente se analizan más detalles 
con respecto a las diversas combinaciones de herbicidas que pueden emplearse en los métodos descritos en la 
presente.

Un "control" o "planta control" o "célula vegetal control" proporciona un punto de referencia para medir los cambios 
en el fenotipo de la planta o célula vegetal sujeto, y puede ser cualquier planta o célula vegetal adecuada. Una 10
planta o célula vegetal control puede comprender, por ejemplo: (a) una planta o célula vegetal de tipo salvaje, es 
decir, del mismo genotipo que el material de partida para la alteración genética que produjo la planta o célula diana 
sujeto; (b) una planta o célula vegetal del mismo genotipo que el material de partida, pero que se ha transformado 
con una construcción nula (es decir, con una construcción que no tiene ningún efecto conocido sobre el rasgo de 
interés, tal como una construcción que comprende un gen marcador); (c) una planta o célula vegetal que es un 15
segregante no transformado entre la progenie de una planta o célula vegetal sujeto; (d) una planta o célula vegetal 
que es genéticamente idéntica a la planta o célula vegetal sujeto pero que no se expone al mismo tratamiento (por 
ejemplo, un tratamiento con herbicida) que la planta o célula vegetal sujeto; (e) la propia planta o célula vegetal 
sujeto, bajo condiciones en las que el gen de interés no se expresa; o (f) la propia planta o célula vegetal sujeto, bajo 
condiciones en las que no ha sido expuesta a un tratamiento concreto, tal como, por ejemplo, un herbicida o 20
combinación de herbicidas y/u otros productos químicos. En algunos casos, una planta control o célula vegetal 
control apropiada puede tener un genotipo diferente de la planta o célula vegetal sujeto, pero puede compartir las 
características de sensibilidad a herbicidas del material de partida para la alteración o alteraciones genéticas que 
produjeron la planta o célula sujeto (véase, por ejemplo, Green (1998), Weed Technology, 12:474-477; Green y 
Ulrich (1993), Weed Science, 41:508-516). En algunos casos, una planta de soja control apropiada es una planta de 25
soja "Jack" (Illinois Foundation Seed, Champaign, Illinois). En otras realizaciones, el segregante nulo puede utilizarse 
como control, puesto que es genéticamente idéntico a DP-305423-1 con la excepción del ADN de la inserción 
transgénico.

Cualquier herbicida puede aplicarse al cultivo de soja DP-305423-1, a una parte del cultivo, o al área de cultivo que 
contiene la planta cultivada. Las clasificaciones de herbicidas (es decir, el agrupamiento de herbicidas en clases y 30
subclases) son muy conocidas en la técnica, e incluyen las clasificaciones realizadas por HRAC (Herbicide 
Resistance Action Committee) y WSSA, (the Weed Science Society of America) (véase también, Retzinger y Mallory-
Smith (1997), Weed Technology, 11:384-393). Una versión abreviada de la clasificación HRAC (con notas con 
respecto al correspondiente grupo WSSA) se indica a continuación en la tabla 2.

Los herbicidas pueden clasificarse según su modo de acción y/o sitio de acción, y también pueden clasificarse según 35
el momento en que se aplican (por ejemplo, preemergente o postemergente), según el método de aplicación (por 
ejemplo, aplicación foliar o aplicación al suelo), o según cómo son captados por la planta o afectan a la planta. Por 
ejemplo, la tifensulfurona-metilo y la tribenurona-metilo se aplican al follaje de un cultivo y en general son 
metabolizados allí, mientras que la rimsulfurona y la clorimurona-etilo en general son captadas a través de las raíces 
y el follaje de una planta. El "modo de acción" en general se refiere al proceso metabólico o fisiológico dentro de la 40
planta que el herbicida inhibe o altera de otra forma, mientras que el "sitio de acción" en general se refiere a la 
localización física o sitio bioquímico dentro de la planta sobre el cual el herbicida actúa o con el que directamente 
interactúa. Los herbicidas pueden clasificarse de diversas formas, que incluyen el modo de acción y/o el sitio de 
acción (véase, por ejemplo, la tabla 2).

A menudo, un gen de tolerancia a un herbicida que confiere tolerancia a un herbicida concreto o a otro producto 45
químico en una planta que lo expresa también conferirá tolerancia a otros herbicidas o productos químicos de la 
misma clase o subclase, por ejemplo, una clase o subclase indicada en la tabla 2. Así, en algunas realizaciones de 
la invención, una planta transgénica de la invención es tolerante a más de un herbicida o producto químico de la 
misma clase o subclase tal como, por ejemplo, un inhibidor de PPO, una sulfonilurea o una auxina sintética.

La invención proporciona una planta de soja transgénica, según se define en las reivindicaciones adjuntas, que 50
puede seleccionarse para su uso en la producción de cultivos basándose en la prevalencia de especies de hierbas 
adventicias tolerantes a un herbicida en el área en que el cultivo transgénico se va a cultivar. Se conocen métodos 
en la técnica para evaluar la tolerancia a herbicidas de diversas especies de hierbas adventicias. Las técnicas de 
gestión de hierbas adventicias también son conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo, la rotación de cultivos 
empleando un cultivo que sea tolerante a un herbicida al cual las especies de hierbas adventicias locales no son 55
tolerantes. Una serie de entidades controlan e informan al público de la incidencia y características de las hierbas 
adventicias tolerantes a herbicidas, que incluyen the Herbicide Resistance Action Committee (HRAC), the Weed
Science Society of America, y diversas agencias estatales (véanse, por ejemplo, las puntuaciones de tolerancia a 
herbicidas para diversas hierbas adventicias de hoja ancha de the 2004 Illinois Agricultural Pest Management 
Handbook), y los expertos en la técnica podrán utilizar esta información para determinar qué combinación de cultivo 60
y herbicida debería utilizarse en una localización concreta.
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Estas entidades también publican consejos y directrices para evitar el desarrollo y/o la aparición y el control de la 
proliferación de hierbas adventicias tolerantes a herbicida (véase, por ejemplo, Owen y Hartzler (2004), 2005 
Herbicide Manual for Agricultural Professionals, Pub. WC 92 revisado (Iowa State University Extension, Iowa State 
University of Science and Technology, Ames, Iowa); Weed Control for Com, Soybeans, and Sorghum, capítulo 2 de 
"2004 Illinois Agricultural Pest Management Handbook" (University of Illinois Extension, University of Illinois at 5
Urbana-Champaign, Illinois); Weed Control Guide for Field Crops, MSU Extension Bulletin E434 (Michigan State 
University, East Lansing, Michigan)).

Tabla 2 - Versión abreviada de la clasificación de herbicidas HRAC

I. Inhibidores de ALS (WSSA Grupo 2)

A. Sulfonilureas

1. Azimsulfurona 17. Flupirsulfurona- metilo

2. Clorimurona-etilo 18. Foramsulfurona

3. Metsulfurona-metilo 19. Imazosulfurona

4. Nicosulfurona 20. Yodosulfurona-metilo

5. Rimsulfurona 21. Mesosulfurona-metilo

6. Sulfometurona-metilo 22. Oxasulfurona

7. Tifensulfurona-metilo 23. Primisulfurona-metilo

8. Tribenurona-metilo 24. Prosulfurona

9. Amidosulfurona 25. Pirazosulfurona-etilo

10. Bensulfurona-metilo 26. Sulfosulfurona

11. Clorsulfurona 27. Triasulfurona

12. Cinosulfurona 28. Trifloxisulfurona

13. Ciclosulfamurona 29. Triflusulfurona-metilo

14. Etametsulfurona-metilo 30. Tritosulfurona

15. Etoxisulfurona 31. Halosulfurona-metilo

16. Flazasulfurona 32. Flucetosulfurona

B. Sulfonilaminocarboniltriazolinonas

1. Flucarbazona 2. Procarbazona

C. Triazolopirimidinas

1. Cloransulamo-metilo 5. Metosulamo

2. Flumetsulamo 6. Penoxsulamo

3. Diclosulamo 7. Piroxsulamo

4. Florasulamo

D. Pirimidiniloxi(tio)benzoatos

1. Bispiribaco 4. Piritiobaco

2. Piriftalida 5. Piriminobaco-metilo

3. Piribenzoxima

E. Imidazolinonas

1. Imazapiro 4. Imazapico

2. Imazetapiro 5. Imazametabenz-metilo

3. Imazaquino 6. Imazamox

II. Otros ingredientes activos herbicidas/otros modos de acción
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A. Inhibidores de la acetil CoA carboxilasa (ACCasa) (WSSA Grupo 1)

1. Ariloxifenoxipropionatos (“FOP”)

a. Quizalofop-P-etilo f. Propaquizafop

b. Diclofop-metilo g. Haloxifop-P-metilo

c. Clodinafop-propargilo h. Cihalofop-butilo

d. Fenoxaprop-P-etilo i. Quizalofop-P-etilo

e. Fluazifop-P-butilo

2. Ciclohexandionas (“DIMO”)

a. Aloxidimo e. Setoxidimo

b. Butroxidimo f. Tepraloxidimo

c. Cletodimo g. Tralcoxidimo

d. Cicloxidimo

B. Inhibidores del fotosistema II-HRAC Grupo C1/WSSA Grupo 5

1. Triazinas

a. Ametrina h. Propazina

b. Atrazina i. Simazina

c. Cianazina j. Simetrina

d. Desmetrina k. Terbumetona

e. Dimetametrina l. Terbutilazina

f. Prometona m. Terbutrina

g. Prometrina n. Trietazina

2. Triazinonas

a. Hexazinona c. Metamitrona

b. Metribuzina

3. Triazolinonas

a. Amicarbazona

4. Uracilos

a. Bromacilo c. Terbacilo

b. Lenacilo

5. Piridazinonas

a. Pirazona

6. Fenilcarbamatos

a. Desmedifamo b. Fenmedifamo

C. Inhibidores del fotosistema II--HRAC Grupo C2/WSSA Grupo 7

1. Ureas

a. Fluometurona j. Isoproturona

b. Linurona k. Isourona

c. Clorobromurona l. Metabenztiazurona

d. Clorotolurona m. Metobromurona

e. Cloroxurona n. Metoxurona
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f. Dimefurona o. Monolinurona

g. Diurona p. Neburona

h. Etidimurona q. Sidurona

i. Fenurona r. Tebutiurona

2. Amidas

a. Propanilo b. Pentanoclor

D. Inhibidores del fotosistema II-HRAC Grupo C3/WSSA Grupo 6

1. Nitrilos

a. Bromofenoximo c. loxinilo

b. Bromoxinilo

2. Benzotiadiazinona (bentazona)

a. Bentazona

3. Fenilpiridazinas

a. Piridato b. Piridafol

E. Diversión de electrones del fotosistema-l (bipiridilios) (WSSA Grupo 22)

1. Diquat 2. Paraquat

F. Inhibidores de PPO (protoporfirinógeno oxidasa) (WSSA Grupo 14)

1. Difenil éteres

a. Acifluorfeno-Na e. Fomesafeno

b. Bifenox f. Halosafeno

c. Clometoxifeno g. Lactofeno

d. Fluoroglicofeno-etilo h. Oxifluorfeno

2. Fenilpirazoles

a. Fluazolato b. Piraflufeno-etilo

3. N-fenilftalimidas

a. Cinidona-etilo c. Flumicloraco-pentilo

b. Flumioxazina

4. Tiadiazoles

a. Flutiacet-metilo b. Tidiazimina

5. Oxadiazoles

a. Oxadiazona b. Oxadiargilo

6. Triazolinonas

a. Carfentrazona-etilo b. Sulfentrazona

7. Oxazolidindionas

a. Pentoxazona

8. Pirimidindionas

a. Benzfendizona b. Butafenicilo

9. Otros

a. Pirazogilo b. Profluazol

G. Blanqueamiento: Inhibición de la biosíntesis de carotenoides en la etapa de fitoeno desaturasa (PDS) 
(WSSA Grupo 12)

E07861586
14-07-2016ES 2 582 552 T3

 



25

1. Piridazinonas

a. Norflurazona

2. Piridincarboxamidas

a. Diflufenicano b. Picolinafeno

3. Otros

a. Beflubutamida c. Flurocloridona

b. Fluridona d. Flurtamona

H. Blanqueamiento: Inhibición de la 4-hidroxifenil-piruvato-dioxigenasa (4-HPPD) (WSSA Grupo 28)

1. Tricetonas

a. Mesotriona b. Sulcotriona

2. Isoxazoles

a. Isoxaclortol b. Isoxaflutol

3. Pirazoles

a. Benzofenapo c. Pirazolinato

b. Pirazoxifeno

4. Otros

a. Benzobuciclona

I. Blanqueamiento: Inhibición de la biosíntesis de carotenoide (diana desconocida) (WSSA Grupo 11 y 13)

1. Triazoles (WSSA Grupo 11)

a. Amitrol

2. Isoxazolidinonas (WSSA Grupo 13)

a. Clomazona

3. Ureas

a. Fluometurona

4. Difenil éter

a. Aclonifeno

J. Inhibición de la EPSP sintasa

1. Glicinas (WSSA Grupo 9)

a. Glifosato b. Sulfosato

K. Inhibición de la glutamina sintetasa

1. Ácidos fosfínicos

a. Glufosinato-amonio b. Bialafós

L. Inhibición de la DHP (dihidropteroato) sintasa (WSSA Grupo 18)

1. Carbamatos

a. Asulamo

M. Inhibición del ensamblaje de microtúbulos (WSSA Grupo 3)

1. Dinitroanilinas

a. Benfluralina e. Orizalina

b. Butralina f. Pendimetalina

c. Dinitramina g. Trifluralina
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d. Etalfluralina

2. Fosforamidatos

a. Amiprofós-metilo b. Butamifós

3. Piridinas

a. Ditiopiro b. Tiazopior

4. Benzamidas

a. Pronamida b. Tebutamo

5. Ácidos bencendicarboxílicos

a. Clortal-dimetilo

N. Inhibición de la mitosis/organización de los microtúbulos (WSSA Grupo 23)

1. Carbamatos

a. Clorprofamo c. Carbetamida

b. Profamo

O. Inhibición de la división celular (inhibición de ácidos de cadena muy larga como mecanismo propuesto; 
WSSA Grupo 15)

1. Cloroacetamidas

a. Acetoclor g. Metolaclor

b. Alaclor h. Petoxamida

c. Butaclor i. Pretilaclor

d. Dimetaclor j. Propaclor

e. Dimetanamida k. Propisoclor

f. Metazaclor l. Tenilclor

2. Acetamidas

a. Difenamida c. Naproanilida

b. Napropamida

3. Oxyacetamidas

a. Flufenaceto b. Mefenaceto

4. Tetrazolinonas

a. Fentrazamida

5. Otros

a. Anilofós c. Indanofano

b. Cafenstrol d. Piperofós

P. Inhibición de la síntesis de la pared celular (celulosa)

1. Nitrilos (WSSA Grupo 20)

a. Diclobenilo b. Clortiamida

2. Benzamidas (isoxabeno (WSSA Grupo 21))

a. Isoxabeno

3. Triazolocarboxamidas (flupoxamo)

a. Flupoxamo

Q. Desacoplamiento (alteración de la membrana): (WSSA Grupo 24)

1. Dinitrofenoles
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a. DNOC c. Dinoterbo

b. Dinosebo

R. Inhibición de la síntesis de lípidos de un modo distinto a la inhibición de ACC 

1. Tiocarbamatos (WSSA Grupo 8)

a. Butilato h. Pebulato

b. Cicloato i. Prosulfocarbo

c. Dimepiperato j. Bentiocarbo

d. EPTC k. Tiocarbazilo

e. Esprocarbo l. Trialato

f. Molinato m. Vernolato

g. Orbencarbo

2. Fosforoditioatos

a. Bensulida

3. Benzofuranos

a. Benfuresato b. Etofumesato

4. Ácidos alcanoicos halogenados (WSSA Grupo 26)

a. TCA c. Flupropanato

b. Dalapón

S. Auxinas sintéticas (similares a IAA) (WSSA Grupo 4)

1. Ácidos fenoxicarboxílicos

a. Clomeprop c. Mecoprop

b. 2,4-D

2. Ácidos benzoicos

a. Dicamba c. TBA

b. Clorambeno

3. Ácidos piridincarboxílicos

a. Clopiralid c. Picloramo

b. Fluroxipiro d. Triciclopiro

4. Ácidos quinolincarboxílicos

a. Quincloraco b. Quinmeraco

5. Otros (benazolina-etilo)

a. Benazolina-etilo

T. Inhibición del transporte de auxinas

1. Ftalamatos; semicarbazonas (WSSA Grupo 19)

a. Naptalamo b. Diflufenzopiro-Na

U. Otros mecanismos de acción

1. Ácidos arilaminopropiónicos

a. Flamprop-M-metilo/-isopropilo

2. Pirazolio

a. Difenzoquat

E07861586
14-07-2016ES 2 582 552 T3

 



28

3. Organoarsénicos

a. DSMA b. MSMA

4. Otros

a. Bromobutida h. Fosamina

b. Cinmetilina i. Metamo

c. Cumilurona j. Oxaziclomefona

d. Dazometo k. Ácid oleico

e. Daimurona-metilo l. Ácido pelargónico

f. Dimurona m. Piributicarb

g. Etobenzanida

Puede aplicarse un inhibidor de ALS o al menos dos inhibidores de ALS al cultivo de soja DP-305423-1 o al área de 
cultivo. El inhibidor de ALS puede aplicarse a cualquier tasa eficaz que controle selectivamente las hierbas 
adventicias y que no dañe significativamente al cultivo. Por ejemplo, al menos un inhibidor de ALS puede aplicarse a 
un nivel que dañe significativamente una planta control apropiada, o al menos un inhibidor de ALS puede aplicarse 
por encima de la tasa de uso recomendada en la etiqueta para el cultivo. Puede aplicarse una mezcla de inhibidores 5
de ALS a una tasa menor que la tasa de uso recomendada y las hierbas adventicias aún pueden ser selectivamente 
controladas. Los herbicidas que inhiben la acetolactato sintasa (también conocida como acetohidroxiácido sintasa) y, 
por tanto, son útiles en los métodos descritos en la presente, incluyen sulfonilureas, tal como se lista en la tabla 2, 
que incluyen sus sales agrícolamente adecuadas (por ejemplo, sales de sodio); sulfonilaminocarboniltriazolinonas, 
tal como se lista en la tabla 2, que incluyen sus sales agrícolamente adecuadas (por ejemplo, sales de sodio); 10
triazolopirimidinas, tal como se lista en la tabla 2, que incluyen sus sales agrícolamente adecuadas (por ejemplo, 
sales de sodio); pirimidiniloxi(tio)benzoatos, tal como se lista en la tabla 2, que incluyen sus sales agrícolamente
adecuadas (por ejemplo, sales de sodio); e imidazolinonas, tal como se lista en la tabla 2, que incluyen sus sales 
agrícolamente adecuadas (por ejemplo, sales de sodio). Los métodos descritos en la presente pueden comprender
el uso de una sulfonilurea que no sea clorimurona-etilo, clorsulfurona, rimsulfurona, tifensulfurona-metilo, o 15
tribenurona-metilo.

Así, una planta transgénica de la invención puede utilizase en un método para cultivar un cultivo de soja DP-305423-
1 mediante la aplicación de herbicidas a los cuales la planta es tolerante. De esta manera, se describe un
tratamiento con una combinación de uno o más herbicidas que incluyen, pero no se limitan a: acetoclor, acifluorfeno 
y su sal de sodio, aclonifeno, acroleína (2-propenal), alaclor, aloxidimo, ametrina, amicarbazona, amidosulfurona, 20
aminopiralida, amitrol, sulfamato de amonio, anilofós, asulamo, atrazina, azimsulfurona, beflubutamida, benazolina, 
benazolina-etilo, bencarbazona, benfluralina, benfuresato, bensulfurona-metilo, bensulida, bentazona, 
benzobiciclona, benzofenapo, bifenox, bilanafós, bispiribaco y su sal de sodio, bromacilo, bromobutida, 
bromofenoxima, bromoxinilo, octanoato de bromoxinilo, butaclor, butafenacilo, butamifós, butralina, butroxidimo, 
butilato, cafenstrol, carbetamida, carfentrazona-etilo, catequina, clometoxifeno, clorambeno, clorbromurona, 25
clorflurenol-metilo, cloridazona, clorimurona-etilo, clorotolurona, clorprofamo, clorsulfurona, clortal-dimetilo, 
clortiamida, cinidona-etilo, cinmetilina, cinosulfurona, cletodimo, clodinafop-propargilo, clomazona, clomeprop,
clopiralida, clopiralida-olamina, cloransulamo-metilo, CUH-35 (2-[[[4-cloro-2-fluoro-5-[(1-metil-2-propinil)oxi]fenil](3-
fluorobenzoil)amino]carbonil]-1-ciclohexen-1-carboxilato de 2-metoxietilo), cumilurona, cianazina, cicloato,
ciclosulfamurona, cicloxidimo, cihalofop-butilo, 2,4-D y sus ésteres de butotilo, butilo, isoctilo e isopropilo y sus sales 30
de dimetilamonio, diolamina y trolamina, daimurona, dalapona, dalapona-sodio, dazomet, 2,4-DB y sus sales de 
dimetilamonio, potasio y sodio, desmedifamo, desmetrina, dicamba y sus sales de diglicolamonio, dimetilamonio,
potasio y sodio, diclobenilo, diclorprop, diclofop-metilo, diclosulamo, metilsulfato de difenzoquat, diflufenicano, 
diflufenzopiro, dimefurona, dimepiperato, dimetaclor, dimetametrina, dimetenamida, dimetenamida-P, dimetipina, 
ácido dimetilarsínico y su sal de sodio, dinitramina, dinoterb, difenamida, dibromuro de diquat, ditiopiro, diurona,35
DNOC, endotal, EPTC, esprocarb, etalfluralina, etametsulfurona-metilo, etofumesato, etoxifeno, etoxisulfurona,
etobenzanida, fenoxaprop-etilo, fenoxaprop-P-etilo, fentrazamida, fenurona, fenurona-TCA, flamprop-metilo, 
flamprop-M-isopropilo, flamprop-M-metilo, flazasulfurona, florasulamo, fluazifop-butilo, fluazifop-P-butilo, 
flucarbazona, flucetosulfurona, flucloralina, flufenaceto, flufenpiro, flufenpiro-etilo, flumetsulamo, flumicloraco-pentilo, 
flumioxazina, fluometurona, fluoroglicofeno-etilo, flupirsulfurona-metilo y su sal de sodio, flurenol, flurenol-butilo, 40
fluridona, flurocloridona, fluroxipiro, flurtamona, flutiaceto-metilo, fomesafeno, foramsulfurona, fosamina-amonio, 
glufosinato, glufosinato-amonio, glifosato y sus sales, tales como sales de amonio, isopropilamonio, potasio, sodio 
(incluyendo sesquisodio) y trimesio (denominada también sulfosato), halosulfurona-metilo, haloxifop-etotilo, 
haloxifop-metilo, hexazinona, HOK-201 (N-(2,4-difluorofenilo)-1,5-dihidro-N-(1-metiletil)-5-oxo-1-[(tetrahidro-2H-piran-
2-il)metil]-4H-1,2,4-triazol-4-carboxamida), imazametabenz-metilo, imazamox, imazapico, imazapiro, imazaquina, 45
imazaquina-amonio, imazetapiro, imazetapiro-amonio, imazosulfurona, indanofano, yodosulfurona-metilo, ioxinilo, 
octanoato de ioxinilo, ioxinil sodio, isoproturona, isourona, isoxabeno, isoxaflutol, isoxaclortol, lactofeno, lenacilo, 
linurona, maleico hidrazida, MCPA y sus sales (por ejemplo, MCPA-dimetilamonio, MCPA-potasio y MCPA-sodio, 
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ésteres (por ejemplo, MCPA-2-etilhexilo, MCPA-butotilo) y tioésteres (por ejemplo, MCPA-tioetilo), MCPB y sus sales 
(por ejemplo, MCPB-sodio) y ésteres (por ejemplo, MCPB-etilo), mecoprop, mecoprop-P, mefenaceto, mefluidida, 
mesosulfurona-metilo, mesotriona, metamo-sodio, metamifop, metamitrona, metazaclor, metabenztiazurona, ácido 
metilarsónico y sus sales de calcio, monoamonio, monosodio y disodio, metildimrona, metobenzurona, 
metobromurona, metolaclor, S-metholaclor, metosulamo, metoxurona, metribuzina, metsulfurona-metilo, molinato, 5
monolinurona, naproanilida, napropamida, naptalamo, neburona, nicosulfurona, norflurazona, orbencarb, orizalina, 
oxadiargilo, oxadiazono, oxasulfurona, oxaziclomefona, oxifluorfeno, dicloruro de paraquat, pebulato, ácido 
pelargónico, pendimetalina, penoxsulamo, pentanoclor, pentoxazona, perfluidona, petoxiamida, fenmedifamo,
picloramo, picloramo-potasio, picolinafeno, pinoxadeno, piperofós, pretilaclor, primisulfurona-metilo, prodiamina,
profoxidimo, prometona, prometrina, propaclor, propanilo, propaquizafop, propazina, profamo, propisoclor, 10
propoxicarbazona, propizamida, prosulfocarb, prosulfurona, piraclonilo, piraflufeno-etilo, pirasulfotol, pirazogilo, 
pirazolinato, pirazoxifeno, pirazosulfurona-etilo, piribenzoxima, piributicarb, piridato, piriftalida, piriminobaco-metilo, 
pirimisulfano, piritiobaco, piritiobaco-sodio, piroxsulamo, quincloraco, quinmeraco, quinoclamina, quizalofop-etilo, 
quizalofop-metilo, quizalofop-P-tefurilo, rimsulfurona, setoxidimo, sidurona, simazina, simetrina, sulcotriona, 
sulfentrazona, sulfometurona- metilo, sulfosulfurona, 2,3,6-TBA, TCA, TCA-sodio, tebutamo, tebutiurona, tefuriltriona, 15
tembotriona, tepraloxidimo, terbacilo, terbumetona, terbutilazina, terbutrina, tenilclor, tiazopiro, tiencarbazona, 
tifensulfurona-metilo, tiobencarb, tiocarbazilo, topramezona, tralcoxidimo, tri-alato, triasulfurona, triaziflamo, 
tribenurona-metilo, triclopiro, triclopirbutotilo, triclopiro-trietilamonio, tridifano, trietazina, trifloxisulfurona, trifluralina, 
triflusulfurona-metilo, tritosulfurona y vernolato.

Otros herbicidas y productos químicos agrícolas adecuados son conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, 20
los descritos en el documento WO 2005/041654. Otros herbicidas incluyen también bioherbicidas, tales como 
Altemaria destruens Simmons, Colletotrichum gloeosporiodes (Penz.) Penz. & Sacc., Drechsiera monoceras (MTB-
951), Myrothecium verrucaria (Albertini & Schweinitz) Ditmar: Fries, Phytophthora palmivora (Butl.) Butl. y Puccinia 
thlaspeos Schub. Las combinaciones de diversos herbicidas pueden producir un efecto mayor que el aditivo (es 
decir, sinérgico) sobre las hierbas adventicias y/o un efecto menor que el aditivo (es decir, efecto antídoto) en 25
cultivos u otras plantas deseables. Las cantidades herbicidamente eficaces de cualquier herbicida concreto pueden 
ser determinadas con facilidad por los expertos en la técnica mediante unos sencillos experimentos.

Los herbicidas pueden clasificarse en grupos y/o subgrupos, según se describió anteriormente en la presente, 
remitiéndose a su modo de acción, o pueden clasificarse en grupos y/o subgrupos según su estructura química.

Los herbicidas de sulfonamida tienen, como característica de estructura molecular fundamental, un resto 30
sulfonamida (-S(O)2NH-). Tal como se mencionan en la presente, los herbicidas de sulfonamida comprenden, en
particular, herbicidas de sulfonilurea, herbicidas de sulfonilaminocarboniltriazolinona y herbicidas de 
triazolopirimidina. En los herbicidas de sulfonilurea, el resto sulfonamida es un componente en un puente de 
sulfonilurea (-S(O)2NHC(O)NH(R)-). En los herbicidas de sulfonilurea, el extremo sulfonilo y el puente de sulfonilurea
están conectados directamente o a través de un átomo de oxígeno o un grupo amino o metileno opcionalmente 35
sustituido con un grupo cíclico o acíclico generalmente sustituido. En el extremo opuesto al puente de sulfonilurea, el 
grupo amino, que puede tener un sustituyente, tal como metilo (R es CH3) en lugar de hidrógeno, está conectado a 
un grupo heterocíclico, generalmente un anillo de pirimidina o triazina simétrico, que tiene uno o dos sustituyentes, 
tales como metilo, etilo, trifluorometilo, metoxi, etoxi, metilamino, dimetilamino, etilamino y los halógenos. En los 
herbicidas de sulfonilaminocarboniltriazolinona, el resto sulfonamida es un componente de un puente de 40
sulfonilaminocarbonilo (-S(O)2NHC(O)-). En los herbicidas de sulfonilaminocarboniltriazolinona, el extremo sulfonilo 
del puente de sulfonilaminocarbonilo generalmente está conectado con un anillo de fenilo sustituido. En extremo 
opuesto del puente de sulfonilaminocarbonilo, el carbonilo está conectado a la posición 1 de un anillo de triazolinona, 
que generalmente está sustituido con grupos tales como alquilo y alcoxi. En los herbicidas de triazotopirimidina, el 
extremo sulfonilo del resto sulfonamida está conectado con la posición 2 de un sistema de anillo de 45
[1,2,4]triazolopirimidina sustituida, y el extremo amino del resto sulfonamida está conectado con un arilo sustituido, 
generalmente un grupo fenilo o, como alternativa, el extremo amino del resto sulfonamida está conectado con la 
posición 2 de un sistema de anillo de [1,2,4]triazolopirimidina sustituida, y el extremo sulfonilo del resto sulfonamida 
está conectado con un grupo arilo sustituido, generalmente piridinilo.

Los ejemplos de herbicidas de sulfonilurea útiles en los métodos descritos en la presente son los que presentan la 50
fórmula:

en la que:
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J se selecciona del grupo que consiste en:

J es R13SO2N(CH3)-;

R es H o CH3; 

R1 es F, Cl, Br, NO2, alquilo C1-C4, haloalquilo C1-C4, cicloalquilo C3-C4, haloalquenilo C2-C4, alcoxi C1-C4, haloalcoxi 5
C1-C4, (alcoxi C2-C4)alcoxi, CO2R

14, C(O)NR15R16, SO2NR17R18, S(O)nR
19, C(O)R20, CH2CN o L; 

R2 es H, F, Cl, Br, I, CN, CH3, OCH3, SCH3, CF3 o OCF2H; 

R3 es Cl, NO2, CO2CH3, CO2CH2CH3, C(O)CH3, C(O)CH2CH3, C(O)-ciclopropilo, SO2N(CH3)2, SO2CH3, SO2CH2CH3, 
OCH3 u OCH2CH3; 
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R4 es alquilo C1-C3, haloalquilo C1-C2, alcoxi C1-C2, haloalquenilo C2-C4, F, Cl, Br, NO2, CO2R
14, C(O)NR15R16,

SO2NR17R18, S(O)nR
19, C(O)R20 o L; 

R5 es H, F, Cl, Br o CH3; 

R6 es alquilo C1-C3 opcionalmente sustituido con 0-3 F, 0-1 Cl y 0-1 (alcoxi C3-C4)acetiloxi, o R6 es alcoxi C1-C2,
haloalquenilo C2-C4, F, Cl, Br, CO2R14, C(O)NR15R16, SO2NR17R18, S(O)nR

19, C(O)R20 o L; 5

R7 es H, F, Cl, CH3 o CF3; 

R8 es H, alquilo C1-C3 o piridinilo; 

R9 es alquilo C1-C3, alcoxi C1-C2, F, Cl, Br, NO2, CO2R14, SO2NR17R18, S(O)nR
19, OCF2H, C(O)R20, haloalquenilo C2-

C4 o L; 

R10 es H, Cl, F, Br, alquilo C1-C3 o alcoxi C1-C2; 10

R11 es H, alquilo C1-C3, alcoxi C1-C2, haloalquenilo C2-C4, F, Cl, Br, CO2R
14, C(O)NR15R16, SO2NR17R18, S(O)nR

19,
C(O)R20 o L; 

R12 es halógeno, alquilo C1-C4 o alquilsulfonilo C1-C3; 

R13 es alquilo C1-C4; 

R14 es alilo, propargilo u oxetan-3-ilo; o R14 es alquilo C1-C3 opcionalmente sustituido con al menos un miembro 15
seleccionado independientemente de halógeno, alcoxi C1-C2 y CN; 

R15 es H, alquilo C1-C3 o alcoxi C1-C2; 

R16 es alquilo C1-C2; 

R17 es H, alquilo C1-C3, alcoxi C1-C2, alilo o ciclopropilo; 

R18 es H o alquilo C1-C3; 20

R19 es alquilo C1-C3, haloalquilo C1-C3, alilo o propargilo; 

R20 es alquilo C1-C4, haloalquilo C1-C4 o cicloalquilo C3-C5 opcionalmente con halógeno; 

n es 0, 1 o 2; 

L es

25

L
1

es CH2, NH o O; 

R21 es H o alquilo C1-C3; 

X es H, alquilo C1-C4, alcoxi C1-C4, haloalcoxi C1-C4, haloalquilo C1-C4, haloalquiltio C1-C4, alquiltio C1-C4, halógeno,
(alcoxi C2-C5)alquilo, (alcoxi C2-C5)alcoxi, amino, alquilamino C1-C3 o di(alquil C1-C3)amino; 

Y es H, alquilo C1-C4, alcoxi C1-C4, haloalcoxi C1-C4, alquiltio C1-C4, haloalquiltio C1-C4, (alcoxi C2-C5)alquilo, (alcoxi 30
C2-C5)alcoxi, amino, alquilamino C1-C3, di(alquil C1-C3)amino, alqueniloxi C3-C4, alquiniloxi C3-C4, (alquil C2-
C5)tioalquilo, (alquil C2-C5)sulfinilalquilo, (alquil C2-C5)sulfonilalquilo, haloalquilo C1-C4, alquinilo C2-C4, cicloalquilo 
C3-C5, azido o ciano; y

Z es CH o N; 

con la condición de que: (i) cuando uno o ambos de X e Y es haloalcoxi C1, entonces Z es CH; y (ii) cuando X es 35
halógeno, entonces Z es CH e Y es OCH3, OCH2CH3, N(OCH3)CH3, NHCH3, N(CH3)2 o OCF2H. Merece 
mencionarse la composición herbicida líquida única de la presente que comprende una o más sulfonilureas de 
fórmula I, en la que R6 es alquilo, y dicho alquilo no está sustituido.

Los ejemplos de herbicidas de triazolopirimidina contemplados para su uso en los métodos descritos en la presente 
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son los que presentan la fórmula:

en la que:

R22 y R23 son cada uno independientemente halógeno, nitro, alquilo C1-C4, haloalquilo C1-C4, alcoxi C1-C4, haloalcoxi 
C1-C4 o (alcoxi C2-C3)carbonilo; 5

R24 es H, halógeno, alquilo C1-C2 o alcoxi C1-C2; 

W es -NHS(O)2- o -S(O)2NH-; 

Y1 es H, alquilo C1-C2 o alcoxi C1-C2; 

Y2 es H, F, Cl, Br, alquilo C1-C2 o alcoxi C1-C2; 

Y3 es H, F o metoxi; 10

Z1 es CH o N; y 

Z2 es CH o N; 

con la condición de que al menos uno de Y1 e Y2 es distinto de H.

En la anterior descripción de Markush de los herbicidas de triazolopirimidina representativos, cuando W es -
NHS(O)2-, el extremo sulfonilo del resto sulfonamida está conectado con el sistema de anillo de 15
[1,2,4]triazolopirimidina, y cuando W es -S(O)2NH, el extremo amino del resto sulfonamida está conectado con el 
sistema de anillo de [1,2,4]triazolopirimidina.

En las anteriores relaciones, el término "alquilo", utilizado por sí solo o en palabras compuestas, tales como 
"alquiltio" o "haloalquilo", incluye alquilo de cadena lineal o ramificada, tal como metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, o los 
diferentes isómeros de butilo. "Cicloalquilo" incluye, por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo y ciclopentilo. "Alquenilo" 20
incluye alquenos de cadena lineal o ramificada, tales como etenilo, 1-propenilo, 2-propenilo, y los diferentes 
isómeros de butenilo. "Alquenilo" tambiénincluye polienos, tales como 1,2-propadienilo y 2,4-butadienilo. "Alquinilo" 
incluye alquinos de cadena lineal o ramificada, tales como etinilo, 1-propinilo, 2-propinilo y los diferentes isómeros de 
butinilo. "Alquinilo" también puede incluir restos formados por múlples enlaces triples, tales como 2,5-hexadiinilo. 
"Alcoxi" incluye, por ejemplo, metoxi, etoxi, n-propiloxi, isopropiloxi y los diferentes isómeros de butoxi. "Alcoxialquilo" 25
indica una sustitución alcoxi sobre un alquilo. Los ejemplos de "alcoxialquilo" incluyen CH3OCH2, CH3OCH2CH2, 
CH3CH2OCH2, CH3CH2CH2CH2OCH2 y CH3CH2OCH2CH2. "Alcoxialcoxi" indica una sustitución alcoxi sobre un
alcoxi. "Alqueniloxi" incluye restos alqueniloxi de cadena lineal o ramificada. Los ejemplos de "alqueniloxi" incluyen
H2C=CHCH2O, (CH3)CH=CHCH2O y CH2=CHCH2CH2O. "Alquiniloxi" incluyen restos alquiniloxi de cadena lineal o 
ramificada. Los ejemplos de "alquiniloxi" incluyen HC≡CCH2O y CH3C≡CCH2O. "Alquiltio" incluye restos alquiltio de 30
cadena lineal o ramificada, tales como metiltio, etiltio y los diferentes isómeros de propiltio. "Alquiltioalquilo" indica 
una sustitución alquiltio sobre un alquilo. Los ejemplos de "alquiltioalquilo" incluyen CH3SCH2, CH3SCH2CH2, 
CH3CH2SCH2, CH3CH2CH2CH2SCH2 y CH3CH2SCH2CH2; "alquilsulfinilalquilo" y "alquilsulfonilalquilo" incluyen los 
correspondientes sulfóxidos y sulfonas, respectivamente. Otros sustituyentes, tales como "alquilamino", 
"dialquilamino", se definen de modo análogo.35

El número total de átomos de carbono en un grupo sustituyente se indica mediante el prefijo "Ci-Cj", en el que i y j 
son números de 1 a 5. Por ejemplo, alquilo C1-C4 indica de metilo a butilo, incluyendo los diversos isómeros. Como 
otros ejemplos, (alcoxi C2)alquilo indica CH3OCH2; (alcoxi C3)alquilo indica, por ejemplo, CH3CH(OCH3), 
CH3OCH2CH2 o CH3CH2OCH2; y (alcoxi C4)alquilo indica los diversos isómeros de un grupo alquilo sustituido con un 
grupo alcoxi que contiene un total de cuatro átomos de carbono, cuyos ejemplos incluyen CH3CH2CH2OCH2 y 40
CH3CH2OCH2CH2.

El término "halógeno", utilizado por sí solo o en palabras compuestas, tales como "haloalquilo", incluye flúor, cloro, 
bromo o yodo. Además, cuando se emplea en palabras compuestas, tales como "haloalquilo", dicho alquilo puede 
estar parcial o totalmente sustituido con átomos de halógeno que pueden ser iguales o diferentes. Los ejemplos de 
"haloalquilo" incluyen F3C, ClCH2, CF3CH2 y CF3CCl2. Los términos "haloalcoxi", "haloalquiltio", y similares, se 45
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definen de modo análogo al término "haloalquilo". Los ejemplos de "haloalcoxi" incluyen CF3O, CCl3CH2O, 
HCF2CH2CH2O y CF3CH2O. Los ejemplos de "haloalquiltio" incluyen CCl3S, CF3S, CCl3CH2S y ClCH2CH2CH2S.

Los siguientes herbicidas de sulfonilurea ilustran las sulfonilureas útiles para los métodos descritos en la presente: 
amidosulfurona (N-[[[[(4,6-dimetoxi-2-pirimidinil)amino]carbonil]amino]sulfonil]-N-metilmetansulfonamida), 
azimsulfurona (N-[[(4,6-dimetoxi-2-pirimidinil)amino]carbonil]-1-metil-4-(2-metil-2H-tetrazol-5-il)-1H-pirazol-5-5
sulfonamida), bensulfurona-metilo (2-[[[[[(4,6-dimetoxi-2-pirimidinil)amino]carbonil]amino]sulfonil]metil]benzoato de 
metilo), clorimurona-etilo (2-[[[[(4-cloro-6-metoxi-2-pirimidinil)amino]carbonil]amino]sulfonil]benzoato de etilo), 
clorsulfurona (2-cloro-N-[[(4-metoxi-6-metil-1,3,5-triazin-2-il)amino]carbonil]bencensulfonamida), cinosulfurona (N-
[[(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)amino]carbonil]-2-(2-metoxi)bencensulfonamida), ciclosulfamurona (N-[[[2-
(ciclopropilcarbonil)fenil]amino]sulfonil]-N1-(4,6-dimetoxipirimidin-2-il)urea), etametsulfurona-metilo (2-[[[[[4-etoxi-6-10
(metilamino)-1,3,5-triazin-2-il]amino]carbonil]amino]sulfonil]benzoato de metilo), etoxisulfurona (2-etoxifenil-[[(4,6-
dimetoxi-2-pirimidinil)amino]carbonil]sulfamato), flazasulfurona (N-[[(4,6-dimetoxi-2-pirimidinil)amino]carbonil]-3-
(trifluorometil)-2-piridinsulfonamida), flucetosulfurona (metoxiacetato de 1-[3-[[[[(4,6-dimetoxi-2-
pirimidinil)amino]carbonil]amino]sulfonil]-2-piridinil]-2-fluoropropilo), flupirsulfurona-metilo (2-[[[[(4,6-dimetoxi-2-
pirimidinil)amino]carbonil]amino]sulfonil]-6-(trifluorometil)-3-piridincarboxilato de metilo), foramsulfurona (2-[[[[(4,6-15
dimetoxi-2-pirimidinil)amino]carbonil]amino]sulfonil]-4-(formilamino)-N,N-dimetilbenzamida), halosulfurona-metilo (3-
cloro-5-[[[[(4,6-dimetoxi-2-pirimidinil)amino]carbonil]amino]sulfonil]-1-metil-1H-pirazol-4-carboxilato de metilo),
imazosulfurona (2-cloro-N-[[(4,6-dimetoxi-2-pirimidinil)amino]carbonil]-imidazo[1,2-a]piridin-3-sulfonamida),
yodosulfurona-metilo (4-yodo-2-[[[[(4-metoxi-6-metil-1,3,5-triazin-2-il)amino]carbonil]amino]sulfonil]benzoato de 
metilo), mesosulfurona-metilo (2-[[[[(4,6-dimetoxi-2-pirimidinil)amino]carbonil]amino]sulfonil]-4-20
[[(metilsulfonil)amino]metil]benzoato de metilo), metsulfurona-metilo (2-[[[[(4-metoxi-6-metil-1,3,5-triazin-2-
il)amino]carbonil]amino]sulfonil]benzoato de metilo), nicosulfurona (2-[[[[(4,6-dimetoxi-2-
pirimidinil)amino]carbonil]amino]sulfonil]-N,N-dimetil-3-piridincarboxamida), oxasulfurona (2-[[[[(4,6-dimetil-2-
pirimidinil)amino]carbonil]amino]sulfonil]benzoato de 3-oxetanilo), primisulfurona-metilo (2-[[[[[4,6-bis(trifluorometoxi)-
2-pirimidinil]amino]carbonil]amino]sulfonil]benzoato de metilo), prosulfurona (N-[[(4-metoxi-6-metil-1,3,5-triazin-2-25
il)amino]carbonil]-2-(3,3,3-trifluoro-propil)bencensulfonamida), pirazosulfurona-etilo (5-[[[[(4,6-dimetoxi-2-
pirimidinil)amino]carbonil]amino]sulfonil]-1-metil-1H-pirazol-4-carboxilato de etilo), rimsulfurona (N-[[(4,6-dimetoxi-2-
pirimidinil)amino]carbonil]-3-(etilsulfonil)-2-piridinsulfonamida), sulfometurona-metilo (2-[[[[(4,6-dimetil-2-
pirimidinil)amino]carbonil]amino]sulfonil]benzoato de metilo), sulfosulfurona (N-[[(4,6-dimetoxi-2-
pirimidinil)amino]carbonil]-2-(etilsulfonil)imidazo[1,2-a]piridin-3-sulfonamida), tifensulfurona-metilo (3-[[[[(4-metoxi-6-30
metil-1,3,5-triazin-2-il)amino]carbonil]amino]sulfonil]-2-tiofencarboxilato de metilo), triasulfurona (2-(2-cloroetoxi)-N-
[[(4-metoxi-6-metil-1,3,5-triazin-2-il)amino]carbonil]bencensulfonamida), tribenurona-metilo (2-[[[[N-(4-metoxi-6-metil-
1,3,5-triazin-2-il)-N-metilamino]carbonil]amino]sulfonil]benzoato de metilo), trifloxisulfurona (N-[[(4,6-dimetoxi-2-
pirimidinil)amino]carbonil]-3-(2,2,2-trifluoroetoxi)-2-piridinsulfonamida), triflusulfurona-metilo (2-[[[[[4-dimetilamino)-6-
(2,2,2-trifluoroetoxi)-1,3,5-triazin-2-il]amino]carbonil]amino]sulfonil]-3-metilbenzoato de metilo) y tritosulfurona (N-[[[4-35
metoxi-6-(trifluorometil)-1,3,5-triazin-2-il]amino]carbonil]-2-(trifluorometil)bencensulfonamida).

Los siguientes herbicidas de triazolopirimidina ilustran las triazolopirimidinas útiles para los métodos descritos en la 
presente: cloransulamo-metilo (3-cloro-2-[[(5-etoxi-7-fluoro[1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidin-2-il)sulfonil]amino]benzoato
de metilo), diclosulamo (N-(2,6-diclorofenil)-5-etoxi-7-fluoro[1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidin-2-sulfonamida), florasulamo
(N-(2,6-difluorofenil)-8-fluoro-5-metoxi[1,2,4]triazolo-[1,5-c]pirimidin-2-sulfonamida), flumetsulamo (N-(2,6-40
difluorofenil)-5-metil[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-2-sulfonamida), metosulamo (N-(2,6-dicloro-3-metilfenil)-5,7-
dimetoxi[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-2-sulfonamida), penoxsulamo (2-(2,2-difluoroetoxi)-N-(5,8-
dimetoxi[1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidin-2-il)-6-(trifluorometil)bencensulfonamida) y piroxsulamo (N-(5,7-
dimetoxi[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-2-il)-2-metoxi-4-(trifluorometil)-3-piridinsulfonamida).

Los siguientes herbicidas de sulfonilaminocarboniltriazolinona ilustran las sulfonilaminocarboniltriazolinonas útiles45
para los métodos descritos en la presente: flucarbazona (4,5-dihidro-3-metoxi-4-metil-5-oxo-N-[[2-
(trifluorometoxi)fenil]sulfonil]-1H-1,2,4-triazol-1-carboxamida) y procarbazona (2-[[[(4,5-dihidro-4-metil)-5-oxo-3-
propoxi-1H-1,2,4-triazol-1-il)carbonil]amino]sulfonil]benzoato de metilo).

Otros herbicidas incluyen fenmedifamo, triazolinonas, y los herbicidas descritos en el documento WO2006/012981.

Los métodos descritos en la presente comprenden además aplicar al cultivo y a las hierbas adventicias en un campo 50
una cantidad suficiente de al menos un herbicida al cual las semillas o las plantas del cultivo son tolerantes, tal 
como, por ejemplo, glifosato, un inhibidor de hidroxifenilpiruvatodioxigenasa (por ejemplo, mesotriona o sulcotriona), 
un inhibidor de fitoeno desaturasa (por ejemplo, diflufenicano), un inhibidor de la síntesis de pigmentos, sulfonamida, 
imidazolinona, bialafós, fosfinotricina, azafenidina, butafenacilo, sulfosato, glufosinato, triazolopirimidina, 
pirimidiniloxi(tio)benzoato, o sulfonilaminocarboniltriazolinona, un inhibidor de acetil Co-A carboxilasa, tal como 55
quizalofop-P-etilo, una auxina sintética, tal como quincloraco, o un inhibidor de protox para controlar las hierbas 
adventicias sin dañar significativamente a las plantas del cultivo.

En general, la cantidad eficaz de herbicida aplicada al campo es suficiente para controlar selectivamente las hierbas 
adventicias sin dañar significativamente al cultivo. Una "hierba adventicia", tal como se emplea en la presente, se 
refiere a una planta que no resulta deseable en un área concreta. A la inversa, una "planta de cultivo", tal como se 60
emplea en la presente, se refiere a una planta que se desea en un área concreta, tal como, por ejemplo, una planta 
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de soja. Así, una hierba adventicia puede ser una planta que no es un cultivo o una especie que no es un cultivo, o 
una hierba adventicia puede ser una especie de cultivo que se desea eliminar de un área concreta, tal como, por 
ejemplo, una planta de soja no transgénica y/o inferior en un campo plantado con el acontecimiento DP-305423-1 de 
soja, o una planta de maíz en un campo plantado con DP-305423-1. Las hierbas adventicias pueden clasificarse en 
dos grupos principales: monocotiledóneas y dicotiledóneas.5

Muchas especies vegetales pueden controlarse (es decir, matarse o dañarse) por medio de los herbicidas descritos 
en la presente. Por consiguiente, los métodos descritos en la presente son útiles para controlar estas especies 
vegetales cuando resultan indeseables (es decir, cuando son hierbas adventicias). Estas especies vegetales 
incluyen plantas de cultivo, así como especies que se consideran habitualmente hierbas adventicias, que incluyen, 
pero no se limitan a especies tales como: cola de zorra (Alopecurus myosuroides), almorejo (Setaria faberi), pata de 10
gallina (Digitaria sanguinalis), pasto amargo (Brachiaria decumbens), avena salvaje (Avena fatua), cachurro 
(Xanthium pensylvanicum), cenizo (Chenopodium album), yedra colorada (Ipomoea coccinea), amaranto 
(Amaranthus spp.), yute de China (Abutilon theophrasti), pasto dentado (Echinochloa crusgalli), grama común 
(Cynodon dactylon), arabueyes (Bromus tectorum), capín (Eleusine indica), cebadilla (Setaria viridis), raigrás italiano 
(Lolium multiflorum), sorgo de Alepo (Sorghum halepense), alpistillo (Phalaris minor), agrostis silvestre (Apera spica-15
venti), paspalo velloso (Erichloa villosa), juncia avellanada (Cyperus esculentus), pamplina (Stellaria media),
altamisa (Ambrosia artemisiifolia), Kochia scoparia, erígero del Canadá (Conyza canadensis), vallico (Lolium 
rigidum), paja de burro (Eleucine indica), rama negra (Conyza bonariensis), llantén menor (Plantago lanceolata), 
golondrina (Commelina benghalensis), correhuela (Convolvulus arvensis), juncia real (Cyperus rotundus), viña roja 
(Brunnichia ovata), tamarindillo (Sesbania exaltata), palo zorrillo (Senna obtusifolia), girasol enano (Helianthus20
ciliaris), y garras del diablo (Proboscidea louisianica). La hierba adventicia puede comprender un raigrás resistente a 
herbicidas, por ejemplo, un raigrás resistente al glifosato, un raigrás resistente al paraquat, un raigrás resistente a un 
inhibidor de ACCasa, y un raigrás resistente a un herbicida no selectivo. Las plantas no deseadas pueden estar 
próximas a las plantas del cultivo.

Tal como se emplea en la presente, "controlado selectivamente" significa que la mayoría de las hierbas adventicias 25
en un área de cultivo resultan significativamente dañadas o muertas, mientras que, si las plantas del cultivo también 
están presentes en el campo, la mayoría de las plantas del cultivo no resultan significativamente dañadas. Así, se 
considera que un método controla selectivamente a las hierbas adventicias cuando al menos 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o más de las hierbas adventicias resultan significativamente dañadas o muertas, 
mientras que, si las plantas del cultivo también están presentes en el campo, menos del 45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 30
20%, 15%, 10%, 5%, o 1% de las plantas del cultivo resultan significativamente dañadas o muertas.

Una planta DP-305423-1 de soja de la invención puede no ser significativamente dañada por un tratamiento con un 
herbicida concreto aplicado a esa planta a una dosis equivalente a una tasa de al menos 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 
10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 150, 170, 200, 
300, 400, 500, 600, 700, 800, 800, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000 o más gramos u onzas (1 onza = 29,57 ml) de 35
ingrediente activo o producto comercial o formulación de herbicida por acre o por hectárea, al mismo tiempo que una 
planta control apropiada resulta significativamente dañada por el mismo tratamiento.

Una cantidad eficaz de un herbicida inhibidor de ALS puede comprender al menos aproximadamente 0,1, 1, 5, 10, 
25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 2000, 3000, 4000, 
5000, o más gramos u onzas (1 onza = 29,57 ml) de ingrediente activo por hectárea. Una cantidad eficaz de un 40
herbicida inhibidor de ALS puede comprender al menos aproximadamente 0,1-50, aproximadamente 25-75, 
aproximadamente 50-100, aproximadamente 100-110, aproximadamente 110-120, aproximadamente 120-130, 
aproximadamente130-140, aproximadamente 140-150, aproximadamente 150-200, aproximadamente 200-500, 
aproximadamente 500-600, aproximadamente 600-800, aproximadamente 800-1000, o más gramos u onzas (1 onza 
= 29,57 ml) de ingrediente activo por hectárea. Puede aplicarse cualquier inhibidor de ALS, por ejemplo, los listados 45
en la tabla 2, a estos niveles.

Una cantidad eficaz de una sulfonilurea puede comprender al menos 0,1, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 
300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 5000 o más gramos u onzas (1 onza = 29,57 ml) de ingrediente 
activo por hectárea. Una cantidad eficaz de una sulfonilurea puede comprender al menos aproximadamente 0,1-50, 
aproximadamente 25-75, aproximadamente 50-100, aproximadamente 100-110, aproximadamente 110-120, 50
aproximadamente 120-130, aproximadamente 130-140, aproximadamente 140-150, aproximadamente 150-160, 
aproximadamente 160-170, aproximadamente 170-180, aproximadamente 190-200, aproximadamente 200-250, 
aproximadamente 250-300, aproximadamente 300-350, aproximadamente 350-400, aproximadamente 400-450, 
aproximadamente 450-500, aproximadamente 500-550, aproximadamente 550-600, aproximadamente 600-650, 
aproximadamente 650-700, aproximadamente 700-800, aproximadamente 800-900, aproximadamente 900-1000, 55
aproximadamente 1000-2000, o más gramos u onzas (1 onza = 29,57 ml) de ingrediente activo por hectárea. Los 
ejemplos de sulfonilureas que pueden aplicarse a este nivel se indican en la tabla 2.

Una cantidad eficaz de una sulfonilaminocarboniltriazolinona, triazolopirimidina, pirimidiniloxi(tio)benzoato, e 
imidazolinona puede comprender al menos aproximadamente 0,1, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 
400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 60
1500, 1550, 1600, 1650, 1700, 1800, 1850, 1900, 1950, 2000, 2500, 3500, 4000, 4500, 5000 o más gramos u onzas 
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(1 onza = 29,57 ml) de ingrediente activo por hectárea. Una cantidad eficaz de una sulfonilaminocarboniltriazolina, 
triazolopirimidina, pirimidiniloxi(tio)benzoato, o imidazolinona puede comprender al menos aproximadamente 0,1-50, 
aproximadamente 25-75, aproximadamente 50-100, aproximadamente 100-110, aproximadamente 110-120, 
aproximadamente 120-130, aproximadamente 130-140, aproximadamente 140-150, aproximadamente 150-160, 
aproximadamente 160-170, aproximadamente 170-180, aproximadamente 190-200, aproximadamente 200-250, 5
aproximadamente 250-300, aproximadamente 300-350, aproximadamente 350-400, aproximadamente 400-450, 
aproximadamente 450-500, aproximadamente 500-550, aproximadamente 550-600, aproximadamente 600-650, 
aproximadamente 650-700, aproximadamente 700-800, aproximadamente 800-900, aproximadamente 900-1000,
aproximadamente 1000-2000, o más gramos u onzas (1 onza = 29,57 ml) de ingrediente activo por hectárea.

Otros intervalos de cantidades eficaces de herbicidas pueden encontrarse, por ejemplo, en diversas publicaciones 10
de los servicios de extensión de universidades. Véase, por ejemplo, Bernards et al. (2006), Guide for Weed 
Management in Nebraska (www.ianrpubs.url.edu/sendlt/ec130); Regher et al. (2005), Chemical Weed Control for 
Fields Crops, Pastures, Rangeland, and Noncropland, Kansas State University Agricultural Extension Station and 
Corporate Extension Service; Zollinger et al. (2006), North Dakota Weed Control Guide, North Dakota Extension 
Service, y the Iowa State University Extension en www.weeds.iastate.edu. 15

Los herbicidas conocidos por inhibir ALS varían en su ingrediente activo, así como en sus formulaciones químicas. 
Los expertos en la técnica están familiarizados con la determinación de la cantidad de ingrediente activo y/o ácido 
equivalente presente en un volumen y/o peso concreto de preparación de herbicida.

Las tasas en las que se aplica el herbicida inhibidor de ALS al cultivo, parte del cultivo, semilla o área de cultivo
pueden ser cualquiera de las tasas descritas en la presente. La tasa para el herbicida inhibidor de ALS puede ser de 20
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 5000 g ai/hectárea, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 300 g 
ai/hectárea, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 150 g ai/hectárea.

En general, un herbicida concreto se aplica a un campo concreto (y a cualquier planta que crezca en él) no más de 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, u 8 veces al año, o no más de 1, 2, 3, 4, o 5 veces por temporada de cosecha.

"Tratado con una combinación de" o "aplicar una combinación de herbicidas a un cultivo, un área de cultivo o un 25
campo" significa que un campo, cultivo o hierba adventicia concreto se trata con cada uno de los herbicidas y/o 
productos químicos indicados como parte de la combinación, de modo que se logra un efecto deseado, es decir, que 
las hierbas adventicias son controladas selectivamente mientras que el cultivo no resulta significativamente dañado. 
Las hierbas adventicias que son susceptibles a cada uno de los herbicidas muestran daños consecuencia del 
tratamiento con cada uno de los herbicidas que pueden ser aditivos o sinérgicos. La aplicación de cada herbicida y/o 30
producto químico puede ser simultánea, o las aplicaciones pueden realizarse en diferentes momentos, con la
condición de que se logre el efecto deseado. Además, la aplicación puede producirse antes de plantar el cultivo.

Las proporciones de herbicidas empleadas en los métodos descritos en la presente con otros ingredientes activos 
herbicidas en las composiciones herbicidas en general están en la proporción de 5000:1 a 1:5000, de 1000:1 a 
1:1000, de 100:1 a 1:100, de 10:1 a 1:10, o de 5:1 a 1:5 en peso. Las proporciones óptimas pueden ser 35
determinadas con facilidad por los expertos en la técnica basándose en el espectro de control de hierbas adventicias 
deseado. Además, también pueden aplicarse muchas combinaciones de intervalos de los diversos herbicidas 
descritos en la tabla 2 en los métodos descritos en la presente.

Así, en la presente se describen métodos mejorados para el control selectivo de hierbas adventicias en un campo, 
en el que la aplicación total de herbicida puede ser menor que 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, 50%, 40
45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 5%, o 1% que la empleada en otros métodos. De modo similar, la 
cantidad de un herbicida concreto utilizada para controlar selectivamente las hierbas adventicias en un campo puede 
ser menor que 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, 50%, 45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 5%, 
o 1% de la cantidad que se emplearía de ese herbicida concreto en otros métodos, es decir, métodos que no utilizan 
una planta de la invención.45

Tal como se emplea en la presente, los términos "sinergia," "sinérgico," "sinérgicamente" y sus derivados, tal como 
en un "efecto sinérgico" o una "combinación herbicida sinérgica" o una "composición herbicida sinérgica" se refieren 
a las circunstancias bajo las cuales la actividad biológica de una combinación de herbicidas, tal como al menos un 
primer herbicida y un segundo herbicida, es mayor que la suma de las actividades biológicas de los herbicidas 
individuales. La sinergia, expresada en términos de un "índice de sinergia (SI)," en general puede determinarse 50
mediante el método descrito en Kull et al., Applied Microbiology, 9, 538 (1961). Véase también, Colby "Calculating 
Synergistic and Antagonistic Responses of Herbicide Combinations," Weeds, 15, 20-22 (1967). 

Una planta de soja DP-305423-1 de la invención puede mostrar una mayor tolerancia a una formulación concreta de 
un ingrediente activo herbicida en comparación con una planta control apropiada. Los herbicidas se comercializan 
como formulaciones que generalmente incluyen otros ingredientes además del ingrediente activo herbicida; estos 55
ingredientes a menudo pretenden potenciar la eficacia del ingrediente activo. Estos otros ingredientes pueden incluir, 
por ejemplo, antídotos y adyuvantes (véase, por ejemplo, Green y Foy (2003), "Adjuvants: Tools for Enhancing 
Herbicide Performance," en Weed Biology and Management, ed. Inderjit (Kluwer Academic Publishers, Países 
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Bajos)). Así, una planta de soja DP-305423-1 de la invención puede mostrar tolerancia a una formulación concreta 
de un herbicida (por ejemplo, un producto de herbicida disponible en el mercado concreto) al que tenga al menos 
1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 12%, 15%, 17%, 20%, 22%, 25%, 27%; 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 
55%, 60%, 65%, 70%, 80%, 90%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 300%, 400%, 500%, 600%, 700%, 800%, 
900%, 1000%, 1100%, 1200%, 1300%, 1400%, 1500%, 1600%, 1700%, 1800%, 1900%, o 2000% o más de 5
tolerancia que la tolerancia de una planta control apropiada que contenga solo un único gen de tolerancia al 
herbicida que confiere tolerancia a la misma formulación de herbicida.

Una combinación de herbicida puede aplicarse sobre una planta de soja DP-305423-1, en la que la combinación de 
herbicida produce un efecto aditivo o sinérgico para controlar hierbas adventicias. Estas combinaciones de 
herbicidas pueden permitir reducir la tasa de aplicación, controlar un espectro más amplio de vegetación no 10
deseada, mejorar el control de la vegetación no deseada con un menor número de aplicaciones, una aparición más 
rápida de la actividad herbicida, o una actividad herbicida más prolongada.

Una "composición herbicida aditiva" tiene una actividad herbicida que es aproximadamente igual que las actividades 
observadas de los componentes individuales. Una "combinación herbicida sinérgica" tiene una actividad herbicida 
mayor que la que se esperaría basándose en las actividades observadas de los componentes individuales cuando15
se emplean por sí solos. Por consiguiente, en la presente se describe una combinación herbicida sinérgica, en la 
que el grado de control de hierbas adventicias excede la suma del control de los herbicidas individuales. El grado de 
control de hierbas adventicias puede exceder la suma del control de los herbicidas individuales en cualquier cantidad 
estadísticamente significativamente que incluye, por ejemplo, de aproximadamente 1% a 5%, de aproximadamente 
5% a aproximadamente 10%, de aproximadamente 10% a aproximadamente 20%, de aproximadamente 20% a 20
aproximadamente 30%, de aproximadamente 30% a aproximadamente 40%, de aproximadamente 40% a 
aproximadamente 50%, de aproximadamente 50% a aproximadamente 60%, de aproximadamente 60% a 
aproximadamente 70%, de aproximadamente 70% a aproximadamente 80%, de aproximadamente 80% a 
aproximadamente 90%, de aproximadamente 90% a aproximadamente 100%, de aproximadamente 100% a 120% o 
mayor. Además, una "cantidad sinérgicamente eficaz" de un herbicida se refiere a la cantidad de un herbicida 25
necesaria para suscitar un efecto sinérgico en otro herbicida presente en la composición herbicida. Así, el término 
"sinérgico," y sus derivaciones, se refieren a una sustancia que potencia la actividad de un ingrediente activo (ai), es 
decir, una sustancia en una formulación a partir de la cual se obtiene un efecto biológico, por ejemplo, un herbicida.

Las plantas de la presente invención pueden cruzarse con plantas transgénicas que son tolerantes al glifosato, para 
producir una progenie que tiene tolerancia al glifosato y a inhibidores de ALS.30

Las hierbas adventicias que pueden ser difíciles de controlar solo con el glifosato en los campos en que se cultiva 
una cosecha (tal como, por ejemplo, una cosecha de soja) incluyen, pero no se limitan a las siguientes: erígero del 
Canadá (por ejemplo, Conyza canadensis); vallico (por ejemplo, Lolium rigidum); capín (por ejemplo, Eleusine 
indica); raigrás italiano (por ejemplo, Lolium multiflorum); rama negra (por ejemplo, Conyza bonariensis); llantén 
menor (por ejemplo, Plantago lanceolata); altamisa (por ejemplo, Ambrosia artemisifolia); don diego (por ejemplo, 35
Ipomoea spp.); amaranto (por ejemplo, Amaranthus spp.); correhuela (por ejemplo, Convolvulus arvensis); juncia 
avellanada (por ejemplo, Cyperus esculentus); cenizo (por ejemplo, Chenopodium album); enredadera (por ejemplo, 
Polygonum convolvulus); yute de China (por ejemplo, Abutilon theophrasti); pinillo (por ejemplo, Kochia scoparia); y 
golondrina (por ejemplo, Commelina spp.). En áreas en las que se encuentran estas hierbas adventicias, la soja DP-
305423-1 resulta particularmente útil porque permite el tratamiento de un campo (y, por tanto, de cualquier cultivo 40
que crezca en el campo) con combinaciones de herbicidas que provocarían un daño inaceptable en las plantas del 
cultivo que no contengan ambos de estos polinucleótidos. Las plantas que son tolerantes al glifosato y otros 
herbicidas, tales como, por ejemplo, herbicidas de sulfonilurea, imidazolinona, triazolopirimidina, 
pirimidinil(tio)benzoato y/o sulfonilaminocarboniltriazolinona, además de ser tolerantes al menos a otro herbicida con 
un modo de acción diferente o un sitio de acción diferente, son particularmente útiles en situaciones en las que las 45
hierbas adventicias son tolerantes al menos a dos de los mismos herbicidas a los que las plantas son tolerantes. De 
esta manera, las plantas descritas en la presente permiten mejorar el control de las hierbas adventicias que son 
tolerantes a más de un herbicida.

En los métodos descritos en la presente, un herbicida puede formularse y aplicarse a un área de interés, tal como, 
por ejemplo, un campo o un área de cultivo, de cualquier manera adecuada. Un herbicida puede aplicarse a un 50
campo en cualquier forma, tal como, por ejemplo, en un pulverizado liquido o como gránulos o polvos sólidos. El 
herbicida o combinación de herbicidas que se emplean en los métodos descritos en la presente pueden comprender 
una mezcla en tanque o una premezcla. Un herbicida también puede formularse, por ejemplo, como una "mezcla de 
gránulos homogénea" producida empleando la tecnología de mezclas (véase, por ejemplo, la patente de EEUU n.º 
6.022.552, titulada "Uniform Mixtures of Pesticide Granules"). La tecnología de mezclas de la patente de EEUU n.º 55
6.022.552 produce una mezcla no segregante (es decir, una "mezcla de gránulos homogénea") de productos 
químicos de protección a cultivos formulados en una forma de gránulos secos que permite la administración de
mezclas a la carta diseñadas para resolver problemas específicos. Una mezcla de gránulos homogénea puede
trasladarse, manipularse, dividirse y aplicarse de la misma manera que los productos premezclados tradicionales, en 
los que se formulan múltiples ingredientes activos en el mismo gránulo.60

Brevemente, una "mezcla de gránulos homogénea" se prepara mezclando juntos al menos dos productos de 
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gránulos formulados extrusionados. Cada producto de gránulo puede comprender una formulación registrada que 
contiene un único ingrediente activo que es, por ejemplo, un herbicida, un fungicida y/o un insecticida. La 
uniformidad (homogeneidad) de una "mezcla de gránulos homogénea" puede optimizarse controlando los tamaños 
relativos y las distribuciones de tamaño de los gránulos utilizados en la mezcla. El diámetro de los gránulos 
extrusionados se controla mediante el tamaño de los orificios en el troquel del extrusor, y puede emplearse un 5
proceso de tamizado centrífugo para obtener una población de gránulos extrusionados con una distribución de 
longitud deseada (véase, por ejemplo, la patente de EEUU n.º 6.270.025).

Una mezcla de gránulos homogénea se considera "homogénea" cuando puede dividirse en parte alícuotas con un 
tamaño apropiado y la composición de cada parte alícuota cumpla con los requisitos del ensayo especificados. Para 
demostrar la homogeneidad, se prepara una gran muestra de la mezcla de gránulos homogénea y después se divide 10
en partes alícuotas de un tamaño mayor que el tamaño de muestra estadístico mínimo.

Las mezclas también permiten añadir otros agroquímicos en las tasas de uso normales y etiquetadas, tales como 
otros herbicidas (un tercer/cuarto mecanismo de acción), fungicidas, insecticidas, reguladores del crecimiento 
vegetal y similares, ahorrando con ello los costes asociados con aplicaciones adicionales.

Cualquier formulación de herbicida aplicada sobre la planta de soja DP-305423-1 puede prepararse como una 15
composición "de mezcla en tanque". Cada ingrediente o combinación de ingredientes puede conservarse de modo 
separado. Los ingredientes después pueden mezclarse entre sí antes de la aplicación. Generalmente, este 
mezclado se produce un poco antes de la aplicación. En un proceso de mezcla en tanque, cada ingrediente, antes 
de mezclar, generalmente está presente en agua o en un disolvente orgánico adecuado. Para obtener más 
directrices sobre la técnica de la formulación, véase T. S. Woods, "The Formulator’s Toolbox-Product Forms for 20
Modem Agriculture" Pesticide Chemistry and Bioscience, The Food-Environment Challenge, T. Brooks y T. R. 
Roberts, eds., Proceedings of the 9th International Congress on Pesticide Chemistry, The Royal Society of 
Chemistry, Cambridge, 1999, pp. 120-133. Véase también la patente de EEUU n.º 3.235.361, columna 6, línea 16, 
hasta columna 7, línea 19, y los ejemplos 10-41; la patente de EEUU n.º 3.309.192, columna 5, línea 43, hasta 
columna 7, línea 62, y los ejemplos 8, 12, 15, 39, 41, 52, 53, 58, 132, 138-140, 162-164, 166, 167 y 169-182; la 25
patente de EEUU n.º 2.891.855, columna 3, línea 66, hasta columna 5, línea 17, y los ejemplos 1-4; Klingman, Weed 
Control as a Science, John Wiley and Sons, Inc., Nueva York, 1961, pp. 81-96; y Hance et al., Weed Control 
Handbook, 8ª ed., Blackwell Scientific Publications, Oxford, 1989.

Los métodos descritos en la presente permiten también desarrollar combinaciones de herbicidas para ser utilizadas 
con las plantas de soja DP-305423-1. En estos métodos, se evalúan las condiciones ambientales en el área de 30
cultivo. Las condiciones ambientales que pueden evaluarse incluyen, pero no se limitan a problemas de 
contaminación del suelo y el agua superficial, uso previsto del cultivo, tolerancia del cultivo, residuos en el suelo,
hierbas adventicias presentes en el área de cultivo, textura del suelo, pH del suelo, cantidad de materia orgánica en 
el suelo, equipo de aplicación, y prácticas de labranza. Después de evaluar las condiciones ambientales, puede 
aplicarse una cantidad eficaz de una combinación de herbicidas al cultivo, parte del cultivo, semilla del cultivo o área 35
del cultivo.

El herbicida aplicado a las plantas de soja DP-305423-1 de la invención actúa para prevenir el inicio del crecimiento 
de hierbas adventicias susceptibles y/o actúa para provocar daños en las hierbas adventicias que están creciendo 
en el área de interés. El herbicida o mezcla de herbicidas ejercen estos efectos sobe las hierbas adventicias que 
afectan a cultivos que después se plantan en el área de interés (es decir, el campo o área de cultivo). En los 40
métodos descritos en la presente, no es necesario que la aplicación de la combinación de herbicidas se produzca al 
mismo tiempo. Con la condición de que el campo en el que se planta el cultivo contenga cantidades detectables del 
primer herbicida y de que el segundo el segundo herbicida se aplique en algún momento durante el periodo en el 
que el cultivo se encuentre en el área de cultivo, el cultivo se considera tratado con una mezcla de herbicidas. Así, 
los métodos descritos en la presente incluyen las aplicaciones de herbicidas que son "preemergentes," 45
"postemergentes," "preincorporación al plantado" y/o que impliquen un "tratamiento antes de plantar" las semillas.

En la presente también se describen métodos para revestir semillas. Los métodos comprenden revestir una semilla 
con una cantidad eficaz de un herbicida o una combinación de herbicidas (tal como se describe en otro punto en la 
presente). Las semillas después pueden plantarse en un área de cultivo. También se describen semillas que tienen 
un revestimiento que comprende una cantidad eficaz de un herbicida o una combinación de herbicidas (tal como se 50
describe en otro punto en la presente).

"Preemergente" se refiere a un herbicida que se aplica a un área de interés (por ejemplo, un campo o un área de 
cultivo) antes de que la planta emerja visiblemente del suelo. "Postemergente" se refiere a un herbicida que se aplica 
a un área después de que una planta emerja visiblemente del suelo. En algunos casos, los términos "preemergente" 
y "postemergente" se emplean con referencia a una hierba adventicia en un área de interés, y algunos casos, estos 55
términos se emplean con referencia a una planta de cultivo en un área de interés. Cuando se emplean con 
referencia a una hierba adventicia, estos términos pueden aplicarse solo a un tipo concreto de hierba adventicia o 
especie de hierba adventicia que está presente, o que se cree que está presente en el área de interés. Aunque 
puede aplicarse cualquier herbicida en un tratamiento preemergente y/o postemergente, se sabe que algunos 
herbicidas son más eficaces para controlar una hierba o hierbas adventicias cuando se aplican en la preemergencia 60
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o la postemergencia. Por ejemplo, la rimsulfurona tiene actividad de preemergencia y de postemergencia, mientras 
que otros herbicidas tienen una actividad predominante de preemergencia (metolaclor) o de postemergencia
(glifosato). Estas propiedades de los herbicidas concretos son conocidas en la técnica y los expertos en la técnica 
pueden determinarlas con facilidad. Además, los expertos en la técnica pueden seleccionar con facilidad los 
herbicidas y tiempos de aplicación apropiados para su uso con las plantas transgénicas de la invención y/o en áreas 5
en las que las plantas transgénicas de la invención se van a plantar. La "preincorporación al plantado" implica la 
incorporación de los compuestos al suelo antes de plantar.

El momento en que se aplica un herbicida a un área de interés (y a las plantas en él) puede ser importante para 
optimizar el control de las hierbas adventicias. El momento en que se aplica un herbicida puede determinarse con 
referencia al tamaño de las plantas y/o a la etapa de crecimiento y/o desarrollo de las plantas en el área de interés, 10
por ejemplo, las plantas de cultivo o las hierbas adventicias que crecen en el área. Las etapas de crecimiento y/o 
desarrollo de las plantas son conocidas en la técnica. Por ejemplo, las plantas de soja normalmente avanzan a 
través de etapas de crecimiento vegetativo conocidas como VE (emergencia), VC (cotiledón), V1 (unifoliado), y V2 a 
VN. La soja después cambia a una fase de crecimiento reproductivo en respuesta a indicaciones del fotoperiodo; las 
etapas reproductivas incluyen R1 (inicio de la floración), R2 (floración), R3 (inicio de la formación de la vaina), R415
(vaina), R5 (inicio de la formación de la semilla), R6 (semilla), R7 (inicio de la maduración), y R8 (maduración). Así, 
por ejemplo, el momento en que se aplica un herbicida u otro producto químico a un área de interés en la cual están 
creciendo plantas puede ser el momento en que algunas o todas las plantas en un área concreta han alcanzado al 
menos un tamaño concreto y/o una etapa de crecimiento y/o desarrollo concretos, o el momento en que algunas o 
todas las plantas en un área concreta no han alcanzado aún un tamaño concreto y/o una etapa de crecimiento y/o 20
desarrollo concretos.

El término "antídoto" se refiere a una sustancia que, cuando se añade a una formulación de herbicida, elimina o 
reduce los efectos fitotóxicos del herbicida en ciertos cultivos. Los expertos en la técnica apreciarán que la elección 
del antídoto depende, en parte, de la planta de cultivo de interés y del herbicida o combinación de herbicidas 
concretos incluidos en la composición herbicida sinérgica. Los ejemplos de antídotos adecuados para su uso con las 25
composiciones herbicidas descritas en la presente incluyen, pero no se limitan a las descritas en las patentes de 
EEUU n.os 4.808.208; 5.502.025; 6.124.240 y las publicaciones de solicitud de patente de EEUU n.os 2006/0148647; 
2006/0030485; 2005/0233904; 2005/0049145; 2004/0224849; 2004/0224848; 2004/0224844; 2004/0157737; 
2004/0018940; 2003/0171220; 2003/0130120; 2003/0078167. Los métodos descritos en la presente pueden implicar 
el uso de herbicidas en combinación con antídotos de herbicidas, tales como benoxacor, BCS (1-bromo-4-30
[(clorometil) sulfonil]benceno), cloquintocet-mexilo, ciometrinilo, diclormida, 2-(diclorometil)-2-metil-1,3-dioxolano (MG 
191), fenclorazol-etilo, fenclorimo, flurazol, fluxofenimo, furilazol, isoxadifeno-etilo, mefenpiro-dietilo, metoxifenona 
((4-metoxi-3-metilfenil)(3-metilfenil)metanona), anhídrido naftálico (anhídrido 1,8-naftálico) y oxabetrinilo, para 
aumentar la seguridad del cultivo. Las cantidades antídotamente eficaces de los antidotos de herbicidas pueden 
aplicarse al mismo tiempo que los compuestos o aplicarse como tratamientos a las semillas.35

El tratamiento de las semillas es particularmente útil para el control selectivo de hierbas adventicias, porque limita 
físicamente el efecto antídoto a las plantas del cultivo. Por tanto, un método particularmente útil para controlar 
selectivamente el crecimiento de hierbas adventicias en un campo comprende tratar la semilla a partir de la cual 
crece el cultivo con una cantidad antídotamente eficaz de un antídoto y tratar el campo con una cantidad eficaz de 
un herbicida para controlar las hierbas adventicias. Las cantidades antídotamente eficaces de los antídotos pueden40
ser determinadas con facilidad por los expertos en la técnica mediante unos sencillos experimentos. Una cantidad 
antídotamente eficaz de un antídoto está presente cuando una planta deseada se trata con el antídoto de modo que 
el efecto de un herbicida sobre la planta disminuye, en comparación con el efecto del herbicida sobre una planta que 
no ha sido tratada con el antídoto; en general, una cantidad antídotamente eficaz de un antídoto evita el daño o el 
daño grave a la planta tratada con el antídoto. Los expertos en la técnica son capaces de determinar si el uso de un 45
antídoto resulta apropiado y determinar la dosis a la cual debe administrarse un antídoto a un cultivo.

La combinación de herbicidas antídotos puede comprender un primer inhibidor de ALS y un segundo inhibidor de 
ALS.

Estas mezclas proporcionan una mayor tolerancia del cultivo (es decir, una disminución en las lesiones del 
herbicida). Este método permite unas mayores tasas de aplicación de los productos químicos post- o pretratamiento. 50
Estos métodos pueden utilizarse para aumentar el control de la vegetación no deseada. Puede lograrse un efecto de 
antídoto cuando los cultivos de soja DP-305423-1, partes del cultivo, semillas del cultivos, hierbas adventicias o el 
área de cultivo se tratan con al menos un herbicida de la familia química de la sulfonilurea en combinación con al 
menos un herbicida de la familia de la imidazolinona. Este método proporciona al cultivo una mayor tolerancia (es 
decir, una disminución en las lesiones del herbicida). La sulfonilurea puede comprender rimsulfurona, y la 55
imidazolinona puede comprender imazetapiro.

Tal como se emplea en la presente, un "adyuvante" es cualquier material añadido a una formulación o disolución en 
pulverizado para modificar la acción de un producto químico agrícola o las propiedades físicas de la disolución en 
pulverizado. Véase, por ejemplo, Green y Foy (2003), "Adjuvants: Tools for Enhancing Herbicide Performance," en 
Weed Biology and Management, ed. Inderjit (Kluwer Academic Publishers, Países Bajos). Los adyuvantes pueden 60
clasificarse o subclasificarse en activadores, acidificantes, tampones, aditivos, adherentes, antifloculantes, 
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antiespumantes, desespumantes, anticongelantes, atractores, mezclas básicas, agentes quelantes, limpiadores, 
colorantes o tintes, agentes de compatibilidad, codisolventes, acoplantes, concentrados de aceite de cultivo, agentes 
de depósito, detergentes, dispersantes, agentes de control de la deriva, emulgentes, reductores de la evaporación, 
extensores, fertilizantes, marcadores de espuma, formulantes, productos inertes, humectantes, aceites de semillas 
metilados, COC de carga alta, polímeros, aceites vegetales modificados, penetrantes, repelentes, concentrados de 5
aceite de petróleo, conservantes, agentes resistentes a la lluvia, adyuvantes de la retención, solubilizantes, 
tensioactivos, extensores, agentes de pegajosidad, agentes de pegajosidad extensores, espesantes, adyuvantes de 
la translocación, protectores de UV, aceites vegetales, acondicionadores de agua, y agentes humectantes.

Además, los métodos descritos en la presente pueden comprender el uso de un herbicida o una mezcla de 
herbicidas, así como uno o más insecticidas, fungicidas, nematocidas, bactericidas, acaricidas, reguladores del 10
crecimiento, quimioesterilizantes, semioquímicos, repelentes, atractores, feromonas, estimulantes de la alimentación 
u otros compuestos biológicamente activos o bacterias, virus u hongos entomopatógenos, para formar una mezcla 
de múltiples componentes que ofrece un espectro aún más amplio de protección agrícola. Los ejemplos de dichos 
protectores agrícolas que pueden usarse en los métodos descritos en la presente incluyen: insecticidas, tales como 
abamectih, acefato, acetamiprida, amidoflumeto (S-1955), avermectina, azadiractina, azinfós-metilo, bifentrina,15
bifenazato, buprofezina, carbofurano, cartapo, clorfenapiro, clorfluazurona, clorpirifós, clorpirifós-metilo, 
cromafenozida, clotianidina, ciflumetofeno, ciflutrina, beta-ciflutrina, cihalotrina, lambda-cihalotrina, cipermetrina, 
ciromazina, deltametrina, diafentiurona, diazinona, dieldrina, diflubenzurona, dimeflutrina, dimetoato, dinotefurano, 
diofenolano, emamectina, endosulfano, esfenvalerato, etiprol, fenotiocarb, fenoxicarb, fenpropatrina, fenvalerato, 
fipronilo, flonicamida, flubendiamida, flucitrinato, tau-fluvalinato, flufenerimo (UR-50701), flufenoxurona, fonofós, 20
halofenozida, hexaflumurona, hidrametilnona, imidacloprid, indoxacarb, isofenfós, lufenurona, malationa, 
metaflumizona, metaldehído, metamidofós, metidationa, metomilo, metopreno, metoxiclor, metoflutrina, 
monocrotofós, metoxifenozida, nitenpiramo, nitiazina, novalurona, noviflumurona (XDE-007), oxamilo, parationa, 
parationa-metilo, permetrina, forato, fosalona, fosmeto, fosfamidona, pirimicarb, profenofós, proflutrina, pimetrozina, 
pirafluprol, piretrina, piridalilo, piriprol, piriproxifeno, rotenona, rianodina, espinosad, espirodiclofeno, espiromesifeno 25
(BSN 2060), espirotetramato, sulprofós, tebufenozida, teflubenzurona, teflutrina, terbufós, tetraclorvinfós, tiacloprida, 
tiametoxamo, tiodicarb, tiosultapo-sodio, tralometrina, triazamato, triclorfona y triflumurona; fungicidas, tales como 
acibenzolar, aldimorf, amisulbroma, azaconazol, azoxiestrobina, benalaxilo, benomilo, bentiavalicarb, bentiavalicarb-
isopropilo, binomialo, bifenilo, bitertanol, blasticidina-S, caldo bordelés (sulfato de cobre tribásico), 
boscalida/nicobifeno, bromuconazol, bupirimato, butiobato, carboxina, carpropamida, captafol, captano, 30
carbendazima, cloroneb, clorotalonilo, clozolinato, clotrimazol, oxicloruro de cobre, sales de cobre, tales como sulfato 
de cobre e hidróxido de cobre, ciazofamida, ciflunamida, cimoxanilo, ciproconazol, ciprodinilo, diclofluanida, 
diclocimeto, diclomezina, diclorano, dietofencarb, difenoconazol, dimetomorf, dimoxiestrobina, diniconazol, 
diniconazol-M, dinocap, diescostrobina, ditianona, dodemorf, dodina, econazol, etaconazol, edifenfós, epoxiconazol, 
etaboxamo, etirimol, etridiazol, famoxadona, fenamidona, fenarimol, fenbuconazol, fencaramida, fenfuramo, 35
fenhexamida, fenoxanilo, fenpiclonilo, fenpropidina, fenpropimorf, acetato de fentina, hidróxido de fentina, ferbamo,
ferfurazoato, ferimzona, fluazinamo, fludioxonilo, flumetover, fluopicolida, fluoxastrobina, fluquinconazol, 
fluquinconazol, flusilazol, flusulfamida, flutolanilo, flutriafol, folpet, fosetilo-aluminio, fuberidazol, furalaxilo, 
furametapiro, hexaconazol, himexazol, guazatina, imazalilo, imibenconazol, iminoctadina, iodicarb, ipconazol, 
iprobenfós, iprodiona, iprovalicarb, isoconazol, isoprotiolano, kasugamicina, kresoxima-metilo, mancozeb, 40
mandipropamida, maneb, mapanipirina, mefenoxamo, mepronilo, metalaxilo, metconazol, metasulfocarb, metiramo, 
metominoestrobina/fenominoestrobina, mepanipirimo, metrafenona, miconazol, miclobutanilo, neo-asozina 
(metanarsonato férrico), nuarimol, octilinona, ofurace, orisaestrobina, oxadixilo, ácido oxolínico, oxpoconazol, 
oxicarboxina, paclobutrazol, penconazol, pencicurona, pentiopirad, perfurazoato, ácido fosfínico, ftalida, 
picobenzamida, picoxiestrobina, polioxina, probenazol, procloraz, procimidona, propamocarb, propamocarb-45
clorhidrato, propiconazol, propineb, proquinazid, protioconazol, piraclostrobina, priazofós, pirifenox, pirimetanilo, 
pirifenox, pirolnitrina, piroquilona, quinconazol, quinoxifeno, quintozeno, siltiofamo, simeconazol, espiroxamina, 
estreptomicina, azufre, tebuconazol, tecrazeno, tecloftalamo, tecnazeno, tetraconazol, tiabendazol, tifluzamida, 
tiofanato, tiofanato-metilo, tiramo, tiadinilo, tolclofós-metilo, tolifluanida, triadimefona, triadimenol, triarimol, triazóxido, 
tridemorf, trimopramida triciclazol, trifloxiestrobina, triforina, triticonazol, uniconazol, validamicina, vinclozolina, zineb, 50
ziramo, y zoxamida; nematocidas, tales como aldicarb, oxamilo y fenamifós; bactericidas, tales como estreptomicina; 
acaricidas, tales como amitraz, quinometionato, clorobenzilato, cihexatina, dicofol, dienoclor, etoxazol, fenazaquina, 
óxido de fenbutatina, fenpropatrina, fenpiroximato, hexitiazox, propargita, piridabeno y tebufenpirad; y agentes 
biológicos que incluyen bacterias entomopatógenas, tales como Bacillus thuringiensis subsp. Aizawai, Bacillus 
thuringiensis subsp. Kurstaki, y las delta-endotoxinas encapsuladas de Bacillus thuringiensis (por ejemplo, Cellcap,55
MPV, MPVII); hongos entomopatógenos, tales como el hongo de muscardina verde; y virus entomopatógenos, que 
incluyen baculovirus, nucleopolihedrovirus (NPV), tales como HzNPV, AfNPV; y virus de granulosis (GV), tal como 
CpGV. Las proporciones en peso de estos diversos compañeros de mezcla con otras composiciones (por ejemplo, 
herbicidas) empleadas en los métodos descrito en la presente generalmente están entre 100:1 y 1:100, o entre 30:1 
y 1:30, entre 10:1 y 1:10, o entre 4:1 y 1:4.60

En la presente se describe una composición que comprende una cantidad biológicamente eficaz de un herbicida de 
interés, o una mezcla de herbicidas, y una cantidad eficaz de al menos otro agente o compuesto biológicamente 
activo, y puede comprender también al menos uno de un tensioactivo, un diluyente sólido o un diluyente líquido. Los 
ejemplos de dichos agentes o compuestos biológicamente activos son: insecticidas, tales como abamectina, acefato, 
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acetamiprida, amidoflumeto (S-1955), avermectina, azadiractina, azinfós-metilo, bifentrina, binfenazato, buprofezina, 
carbofurano, clorfenapiro, clorfluazurona, clorpirifós, clorpirifós-metilo, cromafenozida, clotianidina, ciflutrina, beta-
ciflutrina, cihalotrina, lambda-cihalotrina, cipermetrina, ciromazina, deltametrina, diafentiurona, diazinona, 
diflubenzurona, dimetoato, diofenolano, emamectina, endosulfano, esfenvalerato, etiprol, fenoticarb, fenoxicarb, 
fenpropatrina, fenvalerato, fipronilo, flonicamida, flucitrinato, tau-fluvalinato, flufenerimo (UR-50701), flufenoxurona, 5
fonofós, halofenozida, hexaflumurona, imidacloprida, indoxacarb, isofenfós, lufenurona, malationa, metaldehído, 
metamidofós, metidationa, metomilo, metopreno, metoxiclor, monocrotofós, metoxifenozida, nitiazina, novalurona, 
noviflumurona (XDE-007), oxamilo, parationa, parationa-metilo, permetrina, forato, fosalona, fosmet, fosfamidona, 
pirimicarb, profenofós, pimetrozina, piridalilo, piriproxifeno, rotenona, espinosad, espiromesifina (BSN 2060), 
sulprofós, tebufenozida, teflubenzurona, teflutrina, terbufós, tetraclorvinfós, tiacloprida, tiametoxamo, tiodicarb, 10
tiosultap-sodio, tralometrina, triclorfona y triflumurona; fungicidas, tales como acibenzolar, azoxiestrobina, benomilo, 
blasticidina-S, caldo bordelés (sulfato de cobre tribásico), bromuconazol, carpropamida, captafol, captano, 
carbendazima, cloroneb, clorotalonilo, oxicloruro de cobre, sales de cobre, ciflufenamida, cimoxanilo, ciproconazol, 
ciprodinilo, (S)-3,5-dicloro-N-(3-cloro-1-etil-1-metil-2-oxopropil)-4-metilbenzamida (RH 7281), diclocimeto (S-2900), 
diclomezina, diclorano, difenoconazol, (S)-3,5-dihidro-5-metil-2-(metiltio)-5-fenil-3-(fenilamino)-4H-imidazol-4-ona (RP 15
407213), dimetomorf, dimoxiestrobina, diniconazol, diniconazol-M, dodina, edifenfós, epoxiconazol, famoxadona, 
fenamidona, fenarimol, fenbuconazol, fencaramida (SZX0722), fenpiclonilo, fenpropidina, fenpropimorf, acetato de 
fentina, hidróxido de fentina, fluazinamo, fludioxonilo, flumetover (RPA 403397), flumorf/flumorlina (SYP-L190), 
fluoxastrobina (HEC 5725), fluquinconazol, flusilazol, flutolanilo, flutriafol, folpet, fosetilo-aluminio, furalaxilo, 
furametapiro (S-82658), hexaconazol, ipconazol, iprobenfós, iprodiona, isoprotiolano, kasugamicina, kresoxima-20
metilo, mancozeb, maneb, mefenoxamo, mepronilo, metalaxilo, metconazol, metominoestrobin/fenominoestrobina
(SSF-126), metrafenona (AC375839), miclobutanilo, neo-asozina (metanarsonato férrico), nicobifeno (BAS 510), 
orisaestrobina, oxadixilo, penconazol, pencicurona, probenazol, procloraz, propamocarb, propiconazol, proquinazid
(DPX-KQ926), protioconazol (JAU6476), pirifenox, piraclostrobina, pirimetanilo, piroquilona, quinoxifeno,
espiroxamina, azufre, tebuconazol, tetraconazol, tiabendazol, tifluzamida, tiofanato-metilo, tiramo, tiadinilo, 25
triadimefona, triadimenol, triciclazol, trifloxiestrobina, triticonazol, validamicina y vinclozolina; nematocidas, tales 
como aldicarb, oxamilo y fenamifós; bactericidas, tales como estreptomicina; acaricidas, tales como amitraz, 
quinometionato, clorobenzilato, cihexatina, dicofol, dienoclor, etoxazol, fenazaquina, óxido de fenbutatina, 
fenpropatrina, fenpiroximato, hexitiazox, propargita, piridabeno y tebufenpirad; y agentes biológicos, que incluyen 
bacterias entomopatógenas, tales como Bacillus thuringiensis subsp. Aizawai, Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki, 30
y las delta-endotoxinas encapsuladas de Bacillus thuringiensis (por ejemplo, Cellcap, MPV, MPVII); hongos 
entomopatógenos, tales como el hongo de muscardina verde; y virus entomopatógenos, que incluyen baculovirus,
nucleopolihedrovirus (NPV), tales como HzNPV, AfNPV; y virus de granulosis (GV), tal como CpGV. Los métodos 
descritos en la presente también comprenden el uso de plantas genéticamente transformadas para que expresen 
proteínas tóxicas para plagas de invertebrados (tales como delta-endotoxinas de Bacillus thuringiensis). El efecto de 35
los compuestos de control de plagas de invertebrados aplicados de modo exógeno puede ser sinérgico con las 
proteínas de toxinas expresadas.

Las referencias generales de estos protectores agrícolas incluyen The Pesticide Manual, 13ª edición, C. D. S.
Tomlin, ed., British Crop Protection Council, Farnham, Surrey, Reino Unido, 2003, y The BioPesticide Manual, 2ª 
edición, L. G. Copping, ed., British Crop Protection Council, Farnham, Surrey, Reino Unido, 2001.40

En ciertos casos, las combinaciones con otros compuestos de control de plagas de invertebrados o agentes que 
tengan un espectro de control similar, pero un modo de acción diferente, serán particularmente ventajosas para la 
gestión de la resistencia. Así, las composiciones descritas en la presente pueden comprender además una cantidad 
biológicamente eficaz de al menos un agente o compuesto de control de plagas de invertebrados adicional que 
tenga un espectro de control similar, pero un modo de acción diferente. Poner en contacto una planta genéticamente 45
modificada para que exprese un compuesto de protección de plantas (por ejemplo, una proteína), o el locus de la
planta, con una cantidad biológicamente eficaz de un compuesto descrito en la presente también puede proporcionar 
un espectro más amplio de protección a las plantas y ser ventajoso para la gestión de la resistencia.

Así, los métodos descritos en la presente emplean un herbicida o una combinación de herbicidas y pueden 
comprender además el uso de insecticidas y/o fungicidas y/u otros productos químicos agrícolas, tales como 50
fertilizantes. El uso de dichos tratamientos combinados puede ampliar el espectro de actividad contra más especies 
de hierbas adventicias y suprimir la proliferación de cualquier biotipo resistente.

Los métodos descritos en la presente pueden comprender también el uso de reguladores del crecimiento vegetal, 
tales como aviglicina, N-(fenilmetil)-1H-purin-6-amina, etefona, epocoleona, ácido giberélico, giberelina A4 y A7, 
proteína de horquilla, cloruro de mepiquat, prohexadiona calcio, prohidrojasmona, nitrofenolato de sodio y 55
trinexapaco-metilo, y organismos modificadores del crecimiento vegetal, tales como Bacillus cereus cepa BP01.

Las realizaciones de la invención se definen más a fondo en los siguientes ejemplos. Debe entenderse que estos 
ejemplos se ofrecen solo como ilustración.

Ejemplo 1:

Material genético utilizado para producir el acontecimiento DP-305423-1 60
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El acontecimiento DP-305423-1 de soja (Glycine max) se produjo mediante cobombardeo de partículas con 
fragmentos PHP19340A (figura 1; SEQ ID NO:1) y PHP17752A (figura 2; SEQ ID NO:2). Un resumen de los 
elementos y su posición sobre el fragmento PHP19340A se presenta en la tabla 3, y para el fragmento PHP17752A 
en la tabla 4. Estos fragmentos se obtuvieron mediante la digestión con Asc I de un plásmido fuente. El fragmento 
PHP19340A se obtuvo del plásmido PHP19340 (figura 3; SEQ ID NO:3) y el fragmento PHP17752A se obtuvo del 5
plásmido PHP17752 (figura 4; SEQ ID NO:4). Un resumen de los elementos y su posición sobre cada uno de los 
plásmidos, PHP19340 y PHP17752, se describe en las tablas 5 y 6, respectivamente.

El fragmento PHP19340A contiene un módulo con un fragmento de 597 pb del gen 1 de omega-6 desaturasa 
microsómica de soja (gm-fad2-1) (Heppard et al., 1996). La presencia del fragmento de gm-fad2-1 en el módulo de 
expresión actúa para suprimir la expresión de omega-6 desaturasas endógenas, lo cual produce un aumento en el 10
nivel de ácido oleico y una disminución en los niveles de ácido palmítico, linoleico, y linolénico. Cadena arriba del 
fragmento de gm-fad2-1 se encuentra la región de promotor del gen 3 del inhibidor de tripsina de Kunitz (KTi3) 
(Jofuku y Goldberg, 1989; Jofuku et al., 1989), que regula la expresión de la transcripción. El promotor KTi3 es muy 
activo en embriones de soja y es 1000 veces menos activos en tejido foliar (Jofuku y Goldberg, 1989). La región no 
traducida 3’ del gen KTi3 (terminador KTi3) (Jofuku y Goldberg, 1989) termina la expresión de este módulo.15

El fragmento PHP17752A contiene un módulo con una versión modificada del gen de la acetolactato sintasa de soja 
(gm-hra) que codifica la proteína GM-HRA con dos restos aminoácidos modificados con respecto a la enzima 
endógena y cinco aminoácidos adicionales en la región N-terminal de la proteína derivados de la traducción de la 
región no traducida 5' del gen de la acetolactato sintasa de soja (Falco y Li, 2003). El gen gm-hra codifica una forma 
de acetolactato sintasa, que es tolerante a los herbicidas de la clase de la sulfonilurea. La proteína GM-HRA está 20
formada por 656 aminoácidos y tiene un peso molecular de aproximadamente 71 kDa.

La expresión del gen gm-hra está controlada por la región de promotor 5’ del gen de S-adenosil-L-metionina
sintetasa (SAMS) de la soja (Falco y Li, 2003). Esta región 5’ consiste en un promotor constitutivo y un intrón que 
interrumpe la región no traducida SAMS 5’ (Falco y Li, 2003). El terminador para el gen gm-hra es el terminador de 
acetolactato sintasa de soja endógeno (terminador gm-als) (Falco y Li, 2003).25

Tabla 3

Descripción de los elementos genéticos en el fragmento PHP19340A

Localización sobre el 
fragmento de ADN (posición 

de pares de bases)

Elemento genético Tamaño 
(pares de 

bases)

Descripción

1 a 18 región de policonector 15 Región requerida para la clonación de 
elementos genéticos

19 a 2102 promotor KTi3 2084 Región de promotor del gen 3 del 
inhibidor de tripsina de Kunitz de soja 
(Jofuku y Goldberg, 1989; Jofuku et 
al., 1989).

2103 a 2113 región de policonector 11 Región requerida para la clonación de 
elementos genéticos

2114 a 2710 fragmento de gm-fad2-1 597 Fragmento del gen de omega-6 
desaturasa microsómica (Heppard et 
al., 1996)

2711 a 2720 región de policonector 10 Región requerida para la clonación de 
elementos genéticos

2721 a 2916 terminador KTi3 196 Región del terminador del gen 3 del 
inhibidor de tripsina de Kunitz de soja 
(Jofuku y Goldberg, 1989; Jofuku et 
al., 1989)

2917 a 2924 región de policonector 8 Región requerida para la clonación de 
elementos genéticos
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Tabla 4

Descripción de los elementos genéticos en el fragmento PHP17752A

Localización sobre el 
fragmento de ADN (posición 

de pares de bases)

Elemento genético Tamaño 
(pares de 

bases)

Descripción

1 a 25 región de policonector 25 Región requerida para la clonación de 
elementos genéticos

26 a 76 FRT1 51 Sitio de recombinación de Flp 
recombinasa (GenBank ID: 
AY737006.1)

77 a 222 región de policonector 145 Región requerida para la clonación de 
elementos genéticos

223 a 867 promotor de SAMS 645 Porción de promotor de la región 
reguladora del gen SAMS (Falco y Li, 
2003)

868 a 926 UTR-5’ de SAMS 59 Región no traducida 5’ del en SAMS 
(Falco y Li, 2003)

927 a 1517 intrón de SAMS 591 Intrón dentro de la 5’-UTR del gen 
SAMS (Falco y Li, 2003).

1518 a 1533 UTR-5’ de SAMS 16 Región no traducida 5’ del en SAMS 
(Falco y Li, 2003)

1534 a 3504 gen gm-hra 1971 Versión modificada del gen de la 
acetolactato sintasa de soja con 15 
nucleótidos adicionales en el extremo 
5’ (1534 a 1548) derivados del 5’ UTR 
de als y dos cambios de nucleótidos 
dentro de la secuencia codificadora 
(Falco y Li, 2003).

3505 a 4156 terminador als 652 Terminador nativo del gen de la 
acetolactato sintasa de soja (Falco y 
Li, 2003).

4157 a 4231 región de policonector 75 Región requerida para la clonación de 
elementos genéticos

4232 a 4282 FRT1 51 Sitio de recombinación de Flp 
recombinasa (GenBank ID: 
AY737006.1)

4283 a 4396 región de policonector 114 Región requerida para la clonación de 
elementos genéticos

4397 a 4447 FRT6 51 Sitio de recombinación de la Flp 
recombinasa (94% de homología con 
GenBank ID: AY737006.1)

4448 a 4512 región de policonector 65 Región requerida para la clonación de 
elementos genéticos
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Tabla 5

Descripción de los elementos genéticos del plásmido PHP19340

Región Localización sobre el 
plásmido (posición de 

pares de bases)

Elemento 
genético 
conocido

Tamaño 
(pares de 

bases)

Descripción

Fragmento 
PHP19340A

2725 a 5438 1 a 210 2924 Véase la tabla 3 para los 
elementos y la descripción del 
fragmento (hebra 
complementaria)

Construcción 
de plásmido

211 a 2724 incluye los 
siguiente 
elementos

2514 Vector de ADN de diversas 
fuentes para la construcción y 
replicación del plásmido

228 a 351 Terminador T7 124 Terminador derivado del 
genoma del fago de la 
enterobacteria T7 (GenBank 
V01146; Dunn y Studier, 1983) 
(hebra complementaria)

376 a 1326 Hyg 951 Gen de resistencia a la 
higromicina de Trypanosoma 
brucei (GenBank AL671259; 
Gritz y Davies, 1983) (hebra 
complementaria)

1404 a 1487 Promotor T7 84 Promotor derivado del genoma 
del fago de la enterobacteria T7 
(GenBank V01146; Dunn y 
Studier, 1983) (hebra 
complementaria)

1561 a 1930 Ori 370 Fragmento Hae II que contiene 
el origen de la replicación 
bacteriano (derivado de colE1) 
(Tomizawa et al., 1977)

Tabla 6

Descripción de los elementos genéticos del plásmido PHP17752

Región Localización sobre el 
plásmido (posición de 

pares de bases)

Elemento 
genético 
conocido

Tamaño
(pares de 

bases)

Descripción

Fragmento 
PHP17752A

2528 a 7026 1 a 13 4512 Véase la tabla 4 para los 
elementos y la descripción del 
fragmento (hebra 
complementaria)

Construcción 
de plásmido

14 a 2527 incluye los 
siguiente 
elementos

2514 Vector de ADN de diversas 
fuentes para la construcción y 
replicación del plásmido

31 a 154 Terminador T7 124 Terminador derivado del 
genoma del fago de la 
enterobacteria T7 (GenBank 
V01146; Dunn y Studier, 1983) 
(hebra complementaria)
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Descripción de los elementos genéticos del plásmido PHP17752

Región Localización sobre el 
plásmido (posición de 

pares de bases)

Elemento 
genético 
conocido

Tamaño
(pares de 

bases)

Descripción

179 a 1129 Hyg 951 Gen de resistencia a la 
higromicina de Trypanosoma 
brucei (GenBank AL671259; 
Gritz y Davies, 1983) (hebra 
complementaria)

1207 a 1290 Promotor T7 84 Promotor derivado del genoma 
del fago de la enterobacteria T7 
(GenBank V01146; Dunn y 
Studier, 1983) (hebra 
complementaria)

1364 a 1733 Ori 370 Fragmento Hae II que contiene 
el origen de la replicación 
bacteriano (derivado de colE1) 
(Tomizawa et al., 1977)
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Ejemplo 2:

Método de transformación y selección del acontecimiento DP-305423-1 de soja 

Para la transformación de tejido de soja, una porción lineal de ADN, que contiene la secuencia de gen gm-fad2-1 y 
los componentes reguladores necesarios para la expresión, se corta del plásmido PHP19340 empleando la enzima 
de restricción Asc I y se purifica utilizando una electroforesis en gel de agarosa. Una porción lineal de ADN, que 20
contiene las secuencias del gen gm-hra y los componentes reguladores necesarios para la expresión, se corta del 
plásmido PHP17752 empleando la enzima de restricción Asc I y se purifica utilizando una electroforesis en gel de 
agarosa. La porción lineal de ADN que contiene el gen gm-fad2-1 se denomina inserción PHP19340A y tiene un 
tamaño de 2924 pb. La porción lineal de ADN que contiene el gen gm-hra se denomina inserción PHP17752A y 
tiene un tamaño de 4511 pb. El único ADN introducido en el acontecimiento de transformación DP-305423-1 es el 25
ADN de las inserciones descritas anteriormente.

Las plantas transgénicas del acontecimiento DP-305423-1 se obtuvieron mediante bombardeo de microproyectiles 
empleando la pistola de partículas Biolistics ™ PDS-1000He fabricada por Bio-Rad, fundamentalmente como se 
describe en Klein et al. ("High velocity microprojectiles for delivering nucleic acids into living cells", Nature, 327:70-73 
(1987)). Las dianas para la transformación fueron agrupaciones de embriones somáticos secundarios derivados de 30
explantes de semillas de soja inmaduras pequeñas. Los embriones somáticos secundarios se cortaron de los 
explantes inmaduros después de varias semanas en medio de inicio del cultivo de soja. Las agrupaciones 
embriogénicas, que se habían cortado de los explantes, se trasladaron a un medio de mantenimiento de cultivo de 
soja líquido y se subcultivaron a intervalos regulares hasta que estuvieron preparadas para el bombardeo.
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Los cultivos embriogénicos somáticos de soja se emplearon en los experimentos de transformación de 2-4 meses 
después del inicio. En el día de la transformación, partículas de oro microscópicas se revistieron con una mezcla del 
ADN de los dos fragmentos purificados, PHP19340A y PHP17752A, y se aceleraron en los cultivos de soja 
embriogénicos, tras lo cual los ADN insertados se incorporaron en algunos cromosomas de las células. Solo se 
emplearon PHP19340A y PHP17752A, y no se incorporó otro ADN (por ejemplo, ADN vehículo) en el proceso de 5
transformación. Después del bombardeo, el tejido de soja bombardeado se trasladó a matraces de medio de 
mantenimiento de cultivo líquido fresco para la recuperación. Después de unos pocos días, el medio de cultivo 
líquido en cada matraz de cultivo de soja embriogénico bombardeado se cambió a un medio de mantenimiento del 
cultivo suplementado con clorsulfurona como agente de selección. Los matraces individuales de tejido en medio 
selectivo líquido se mantuvieron físicamente separados durante el cultivo, y la mayoría de las agrupaciones 10
embriogénicas somáticas dentro de cada matraz murieron en el medio selectivo líquido.

Después de varias semanas en el medio de mantenimiento del cultivo suplementado con clorsulfurona, resultaron 
visibles pequeñas islas de tejido verde sano resistente a la clorsulfurona, que crecían a partir de trozos de tejido 
embriogénico somático moribundo. Las agrupaciones embriogénicas resistentes se cortaron de los trozos asociados 
de tejido muerto o moribundo, y se les asignaron códigos de identificación exclusivos que representan 15
acontecimientos de transformación putativos. Los acontecimientos putativos individuales se sometieron a cambios 
regulares a un medio de selección líquido fresco hasta el inicio del proceso de regeneración. Se tomaron muestras 
de tejido embriogénico para el análisis molecular para confirmar la presencia de los transgenes gm-fad2-1 y gm-hra 
mediante un análisis Southern. Se regeneraron plantas a partir del tejido derivado de cada acontecimiento exclusivo 
y se trasladaron al invernadero para la producción de semillas.20

Ejemplo 3:

Análisis Southern de las plantas que contienen el acontecimiento DP-305423-1 

Materiales y métodos: El ADN genómico se extrajo de tejido foliar de soja congelado de plantas individuales de las 
generaciones T4 y T5 de DP-305423-1 y del control (variedad: Jack) empleando un método de tampón de extracción 
de urea convencional. El ADN genómico se cuantificó en un espectrofluorómetro empleando el reactivo Pico Green® 25
(Molecular Probes, Invitrogen). Aproximadamente 4 g de ADN por muestra se digirió con Hind III o Nco I. Para las 
muestras de control positivo, se añadieron aproximadamente 3 pg (2 equivalentes de copia del genoma) del 
plásmido PHP19340 o PHP17752 al ADN genómico de soja control antes de la digestión. Las muestras de control 
negativo consistieron en ADN genómico de soja no modificado (variedad: Jack). Los fragmentos de ADN se 
separaron según el tamaño empleando una electroforesis en gel de agarosa.30

Después de la electroforesis en gel de agarosa, los fragmentos de ADN separados se despurinaron, se 
desnaturalizaron, se neutralizaron in situ, y se trasladaron a una membrana de nailon en 20x tampón SSC 
empleando el método descrito para el sistema TURBOBLOTTER™ Rapid Downward Transfer System (Schleicher & 
Schuell). Después de la transferencia a la membrana, el ADN se unió a la membrana mediante reticulación por UV.

Las sondas de ADN para gm-fad2-1 y gm-hra se marcaron con digoxigenina (DIG) mediante PCR empleando el kit 35
de síntesis de sondas PCR DIG (Roche).

Las sondas marcadas se hibridaron con el ADN diana sobre las membranas de nailon para la detección de los 
fragmentos específicos empleando la disolución DIG Easy Hyb (Roche) fundamentalmente como describe el 
fabricante. Los lavados de posthibridación se realizaron a alta rigurosidad. Las sondas marcadas con DIG que se 
hibridaron a los fragmentos unidos se detectaron empleando el sistema de detección de ácidos nucleicos 40
quimioluminiscentes CDP-Star (Roche). Las transferencias se expusieron a una película de rayos X a temperatura 
ambiente durante uno o más momentos del tiempo para detectar los fragmentos de hibridación.

Resumen del análisis Southern de DP-305423-1: Los mapas esquemáticos de los plásmidos PHP19340 (SEQ ID 
NO:3) y PHP17752 (SEQ ID NO:4) empleados como controles positivos en estas transferencias se presentan en las 
figuras 3 y 4, respectivamente. Estos plásmidos son la fuente de los fragmentos PHP19340A (figura 1; SEQ ID 45
NO:1) y PHP17752A (figura 2; SEQ ID NO:2). Los fragmentos se aislaron mediante una digestión con Asc I del 
correspondiente plásmido fuente. El DP-305423-1 se obtuvo mediante transformación con cobombardeo de 
partículas empleando los fragmentos PHP19340A y PHP17752A.

El ADN genómico aislado a partir de tejido foliar de soja de plantas individuales de DP-305423-1 (generación T5 y 
T4) y del control no modificado (Jack) se digirió con Hind III y se sondó con la sonda del gen gm-fad2-1 (figura 5; 50
tabla 7). Se digirieron y se cargaron en cada carril aproximadamente 2 g de ADN genómico. Los controles de 
número de copias de los genes incluyeron al plásmido PHP19340 y PHP17752 con el número de copias de genes 
aproximado indicado y 2 g de ADN control no modificado. Los tamaños de los marcadores de peso molecular DIG 
VII se indican adyacentes a la imagen de la transferencia en kilopares de bases (kb). En la tabla 7 se presenta una 
descripción de cada carril.55
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Tabla 7

Análisis de la transferencia Southern del acontecimiento DP-305423-1; digestión con Hind III, sonda gm-fad2-1

Carril Muestra Carril Muestra

1 2 copias PHP19340 + control 11 DP-305423-1/T38 (generación T4)

2 DIGVII 12 DP-305423-1/T39 (generación T4)

3 control 13 DP-305423-1/T40 (generación T4)

4 DP-305423-1/T8 (generación T5) 14 DP-305423-1/T41 (generación T4)

5 DP-305423-1/T9 (generación T5) 15 DP-305423-1/T42 (generación T4)

6 DP-305423-1/T10 (generación T5) 16 DP-305423-1/T43 (generación T4)

7 DP-305423-1/T11 (generación T5) 17 DP-305423-1/T44 (generación T4)

8 DP-305423-1/T12 (generación T5) 18 Control

9 DP-305423-1/T13 (generación T5) 19 DIGVII

10 DP-305423-1/T14 (generación T5) 20 2 copias PHP17752 + control

El ADN genómico aislado a partir de tejido foliar de soja de plantas individuales de DP-305423-1 (generación T5 y 
T4) y del control no modificado (Jack) se digirió con Nco I y se sondó con la sonda del gen gm-fad2-1 (figura 6; tabla
8). Se digirieron y se cargaron en cada carril aproximadamente 2 g de ADN genómico. Los controles de número de 
copias de los genes incluyeron al plásmido PHP19340 y PHP17752 con el número de copias de genes aproximado 5
indicado y 2 g de ADN control no modificado. Los tamaños de los marcadores de peso molecular DIG VII se indican 
adyacentes a la imagen de la transferencia en kilopares de bases (kb). En la tabla 8 se presenta una descripción de 
cada carril.

Tabla 8

Análisis de la transferencia Southern del acontecimiento DP-305423-1; digestión con Nco I, sonda gm-fad2-1

Carril Muestra Carril Muestra

1 2 copias PHP19340 + control 11 DP-305423-1/T38 (generación T4)

2 DIGVII 12 DP-305423-1/T39 (generación T4)

3 control 13 DP-305423-1/T40 (generación T4)

4 DP-305423-1/T8 (generación T5) 14 DP-305423-1/T41 (generación T4)

5 DP-305423-1/T9 (generación T5) 15 DP-305423-1/T42 (generación T4)

6 DP-305423-1/T10 (generación T5) 16 DP-305423-1/T43 (generación T4)

7 DP-305423-1/T11 (generación T5) 17 DP-305423-1/T44 (generación T4)

8 DP-305423-1/T12 (generación T5) 18 Control

9 DP-305423-1/T13 (generación T5) 19 DIGVII

10 DP-305423-1/T14 (generación T5) 20 2 copias PHP17752 + control

El ADN genómico aislado a partir de tejido foliar de soja de plantas individuales de DP-305423-1 (generación T5 y 10
T4) y del control no modificado (Jack) se digirió con Hind III y se sondó con la sonda del gen gm-hra (figura 7; tabla 
9). Se digirieron y se cargaron en cada carril aproximadamente 2 g de ADN genómico.. Los controles de número de 
copias de los genes incluyeron al plásmido PHP19340 y PHP17752 con el número de copias de genes aproximado 
indicado y 2 g de ADN control no modificado. Los tamaños de los marcadores de peso molecular DIG VII se indican 
adyacentes a la imagen de la transferencia en kilopares de bases (kb). En la tabla 9 se presenta una descripción de 15
cada carril.
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Tabla 9

Análisis de la transferencia Southern del acontecimiento DP-305423-1; digestión con Hind III, sonda gm-hra

Carril Muestra Carril Muestra

1 2 copias PHP19340 + control 11 DP-305423-1/T38 (generación T4)

2 DIGVII 12 DP-305423-1/T39 (generación T4)

3 control 13 DP-305423-1/T40 (generación T4)

4 DP-305423-1/T8 (generación T5) 14 DP-305423-1/T41 (generación T4)

5 DP-305423-1/T9 (generación T5) 15 DP-305423-1/T42 (generación T4)

6 DP-305423-1/T10 (generación T5) 16 DP-305423-1/T43 (generación T4)

7 DP-305423-1/T11 (generación T5) 17 DP-305423-1/T44 (generación T4)

8 DP-305423-1/T12 (generación T5) 18 Control

9 DP-305423-1/T13 (generación T5) 19 DIGVII

10 DP-305423-1/T14 (generación T5) 20 2 copias PHP17752 + control

El ADN genómico aislado a partir de tejido foliar de soja de plantas individuales de DP-305423-1 (generación T5 y 
T4) y del control no modificado (Jack) se digirió con Nco I y se sondó con la sonda del gen gm-hra . Se digirieron y 
se cargaron en cada carril aproximadamente 2 g de ADN genómico. Los controles de número de copias de los 
genes incluyeron al plásmido PHP19340 y PHP17752 con el número de copias de genes aproximado indicado y 2 5
mg de ADN control no modificado. Los tamaños de los marcadores de peso molecular DIG VII se indican adyacentes 
a la imagen de la transferencia en kilopares de bases (kb). En la tabla 10 se presenta una descripción de cada carril.

Tabla 10

Análisis de la transferencia Southern del acontecimiento DP-305423-1; digestión con Nco I, sonda gm-hra

Carril Muestra Carril Muestra

1 2 copias PHP19340 + control 11 DP-305423-1/T38 (generación T4)

2 DIGVII 12 DP-305423-1/T39 (generación T4)

3 control 13 DP-305423-1/T40 (generación T4)

4 DP-305423-1/T8 (generación T5) 14 DP-305423-1/T41 (generación T4)

5 DP-305423-1/T9 (generación T5) 15 DP-305423-1/T42 (generación T4)

6 DP-305423-1/T10 (generación T5) 16 DP-305423-1/T43 (generación T4)

7 DP-305423-1/T11 (generación T5) 17 DP-305423-1/T44 (generación T4)

8 DP-305423-1/T12 (generación T5) 18 Control

9 DP-305423-1/T13 (generación T5) 19 DIGVII

10 DP-305423-1/T14 (generación T5) 20 2 copias PHP17752 + control

Las tablas 11 y 12 resumen los resultados de los análisis de la transferencia Southern presentados en las figuras 5 a 
8.10
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Tabla 11

Resumen de los fragmentos de hibridación esperados y observados en las transferencias Southern con la sonda 
gm-fad2-1 para DP-305423-1

Generación Digestión 
enzimática

Tamaño esperado del 
fragmento1 (pb)

Tamaño esperado del 
plásmido (pb)2

Tamaño observado 
del fragmento en DP-

305423-1 (pb)

T4 y T5 (figura 5) Hind III 1687 1687 aprox. 8600*

aprox. 8000*

aprox.2400

16873

T4 y T5 (figura 6) Nco I >2300 (límite) 3510 >8600*

3 bandas >8600

aprox. 7400

aprox.6100 (débil)

aprox. 2900

aprox. 900*

Notas:

*: La banda de hibridación también estaba presente en las muestras control. Se determina que esta banda 
procede de secuencias endógenas al entorno de la variedad Jack y no está relacionada con la inserción en DP-
305423-1.

1: El tamaño se basa en el mapa del fragmento PHP19340A en la figura 2.

2: El tamaño se basa en el mapa del plásmido PHP19340 en la figura 1.

3: El tamaño es el mismo que el esperado debido a una migración equivalente con el plásmido de control positivo.

Tabla 12

Resumen de los fragmentos de hibridación esperados y observados en las transferencias Southern con la sonda 
gm-hra para DP-305423-1

Generación Digestión 
enzimática

Tamaño esperado del 
fragmento1 (pb)

Tamaño esperado del 
plásmido (pb)2

Tamaño observado 
del fragmento en DP-

305423-1 (pb)

T4 y T5 (figura 7) Hind III 2418

1529

2418

1529

>8600*

aprox. 8600*

aprox. 7400*

aprox. 5700*

aprox. 4600*

24183

aprox. 2300*

aprox. 2100*

15293

aprox. 900*
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Resumen de los fragmentos de hibridación esperados y observados en las transferencias Southern con la sonda 
gm-hra para DP-305423-1

Generación Digestión 
enzimática

Tamaño esperado del 
fragmento1 (pb)

Tamaño esperado del 
plásmido (pb)2

Tamaño observado 
del fragmento en DP-

305423-1 (pb)

T4 y T5 (figura 8) Nco I >3000 (límite)

>1500 (límite)

4214

2812

>8600*

aprox. 8000*

aprox. 6900*

aprox.6100*

aprox. 5200*

aprox. 4900*

aprox. 4500*

aprox. 3600

aprox. 2300

aprox. 1600*

Notas:

*: La banda de hibridación también estaba presente en las muestras control. Se determina que esta banda 
procede de secuencias endógenas al entorno de la variedad Jack y no está relacionada con la inserción en DP-
305423-1.

1: El tamaño se basa en el mapa del fragmento PHP17752A en la figura 4.

2: El tamaño se basa en el mapa del plásmido PHP17752 en la figura 3.

3: El tamaño es el mismo que el esperado debido a una migración equivalente con el plásmido de control positivo.

Se realizaron digestiones con Hind III en las muestras de ADN genómico para evaluar los fragmentos internos y la 
integridad de PHP19340A (figura 1; SEQ ID NO:1) y PHP17752A (figura 2; SEQ ID NO:2) a través de las 
generaciones T4 y T5 de DP-305423-1. Se seleccionó Nco I para evaluar el número de copias de los elementos gm-
fad2-1 y gm-hra en DP-305423-1 debido a la presencia de un único sitio de enzima de restricción en cada uno de los 
fragmentos de transformación. El único sitio de enzima de restricción produciría un único fragmento de límite de 5
hibridación para cada copia insertada del elemento gm-fad2-1 y dos fragmentos de límite de hibridación para cada
copia del gen gm-hra (tablas 11 y 12, respectivamente). Un fragmento de límite se deriva de un sitio de restricción en 
la inserción y el sitio de restricción correspondiente más cercado dentro del ADN genómico vegetal adyacente. El 
número de fragmentos de límite observados con las sondas de gm-fad2-1 y gm-hra proporciona un cálculo del 
número de copias del elemento dentro de la inserción de ADN de DP-305423-1.10

Las sondas de gm-fad2-1 y gm-hra utilizadas para los análisis Southern eran altamente homólogas con secuencias 
en el genoma de soja endógeno y, por tanto, se esperaban otros fragmentos de hibridación. Estas bandas de 
hibridación se determinaron a través de su presencia en las muestras de control negativo y se indican en las tablas 
11 y 12 mediante un asterisco (*).

Para verificar la integridad de la región 3’ de la inserción PHP19340A, el gm-fad2-1 se hibridó con la transferencia de 15
Hind III. Se espera un único fragmento interno de 1687 pb basándose en la presencia de sitios Hind III en 
PHP19340A (tabla 11, figura 1). Se observó la banda esperada de 1687 pb y también se observó una segunda 
banda de aproximadamente 2400 pb (figura 5). Además, la sonda de gm-fad2-1 se hibridó con dos bandas más en 
DP-305423-1 que también estaban presentes en los controles y que no son debidas a la inserción de DP-305423-1 
(figura 5). Es muy probable que la banda de 2400 pb sea debida a una copia parcial de PHP19340A que contiene la 20
región gm-fad2-1. Estos resultados indican la presencia de copias intactas de PHP19340A, así como una copia 
parcial que contiene gm-fad2-1 en DP-305423-1. Este patrón de hibridación es constante a través de las 
generaciones T4 y T5 de DP-305423-1 analizadas (tabla 11).

Para determinar el número de copias del elemento gm-fad2-1 en DP-305423-1, la sonda de gm-fad2-1 se hibridó
con la transferencia de Nco I. Se espera un fragmento de límite mayor que 2300 pb para cada copia de gm-fad2-125
(tabla 11, figura 1). La transferencia de Nco I hibridada con la sonda de gm-fad2-1 mostró seis fragmentos de 
hibridación (figura 6). El tamaño de estos seis fragmentos de hibridación se muestra en la tabla 11. Se observaron 
dos bandas adicionales y se determinó que eran debidas al genoma de soja endógeno, basándose en su presencia 
en las muestras de control negativo (tabla 11, figura 6). La presencia de seis fragmentos de hibridación indica que 
existen aproximadamente seis copias insertadas de los elementos gm-fad2-1 completos o parciales en el genoma de 30
DP-305423-1. Este patrón de hibridación es constante a través de las generaciones T4 y T5 de DP-305423-1 
analizadas (tabla 11), lo cual indica la estabilidad del ADN insertado.

La hibridación de la sonda gm-hra a la transferencia de Hind III verificaría la integridad del fragmento PHP17752A
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insertado, puesto que se esperarían dos bandas internas de 1529 pb y 2418 pb, basándose en la posición de los 
sitios Hind III sobre el fragmento (tabla 12, figura 2). Estas dos bandas se observaron en la hibridación de la 
transferencia Hind III con la sonda de gm-hra (tabla 12, figura 7). Se observaron otras bandas de hibridación en los 
carriles de DP-305423-1 y control, lo cual indica que estas bandas son debidas a secuencias endógenas y no son 
debidas a la inserción de DP-305423-1 (tabla 12, figura 7). La presencia de solo dos de las bandas transgénicas 5
esperadas es una indicación de que el fragmento PHP17752A se ha insertado intacto en el genoma. Ambas 
generaciones T4 y T5 de DP-305423-1 mostraron el mismo patrón de hibridación (tabla 12).

La hibridación de la sonda de gm-hra con la transferencia de Nco I verificaría el número de copias del elemento en 
DP-305423-1. Se esperarían dos fragmentos de límite, uno mayor que 1500 pb y un segundo mayor que 3000 pb, 
para cada copia del elemento, basándose en la posición del sitio de restricción Nco I dentro del gen gm-hra en 10
PHP17752A (tabla 12, figura 4). Se observaron dos bandas de hibridación, una de aproximadamente 3200 pb y otra 
de 3600 pb (tabla 12, figura 8). Se observaron otras bandas de hibridación en los carriles de DP-305423-1 y control, 
lo cual indica que estas bandas son debidas a secuencias endógenas y no son debidas a la inserción de DP-
305423-1 (tabla 12, figura 8). La presencia de dos bandas transgénicas indica una inserción del gen gm-hra en el 
genoma de the DP-305423-1. Este patrón de hibridación es constante a través de las generaciones T4 y T5 de DP-15
305423-1 analizadas (tabla 12), lo cual indica la estabilidad del ADN insertado.

En resumen, estas combinaciones de enzimas de restricción y sondas muestran unos patrones de hibridación 
constantes a través de todos los individuos analizados y a través de las generaciones T4 y T5 de DP-305423-1. 
Basándose en los análisis indicados en la presente, parece haber aproximadamente seis copias del elemento gm-
fad2-1 completo o parcial y una única copia del gen gm-hra en el genoma de DP-305423-1. Es probable que las 20
copias intactas y parciales de PHP19340A y la única copia intacta de PHP17752A se hayan insertado en el genoma 
de DP-305423-1.

Ejemplo 4:

Confirmación del fenotipo de alto contenido en ácido oleico mediante cromatografía de gases (CG) y análisis de la 
transferencia Southern 25

Antes de plantar, se cortan pequeñas lascas de la semilla (aproximadamente 2 mg) de los cotiledones de la semilla 
empleando una cuchilla. Se preparan los ésteres de metilo de los ácidos grasos (FAMES) a partir de las lascas de 
semillas de soja maduradas individuales mediante transesterificación empleando hidróxido de trimetilsulfonio
(TMSH) (Butte, 1983). Se colocan las lascas de las semillas en un vial de cromatografía de gases de vidrio de 1,5 ml 
que contenía 50 l de TMSH y 0,5 ml de heptano, y se incuba durante 10 minutos a temperatura ambiente con 30
agitación. Se trasladan los viales a rejillas para viales en el cromatógrafo de gases. Se separan y se cuantifican los 
ésteres de metilo de ácidos grasos (3 l inyectados a partir de una capa de heptano) empleando un cromatógrafo de 
gasas Hewlett-Packard 6890-2 equipado con una columna capilar de sílice fundida Omegawax 320 (Supelco Inc.,
Bellfonte, PA) y un detector de ionización de llama ("Flame Ionization Detector" (FID)). Se programa la temperatura 
de la estufa para mantenerse a 220 °C durante 5 min, aumentar hasta 240 °C a 20 °C /min y mantenerse durante un 35
minuto más. Un generador de hidrógeno Whatman suministra el gas vehículo y suministra el hidrógeno para el FID. 
Los tiempos de retención se comparan con los de ésteres de metilo de patrones disponibles en el mercado (Nu-
Chek Prep, Inc., Elysian, MN).

Se estudian los perfiles de aceite de todas las semillas para determinar unos niveles elevados de ácido oleico (18:1) 
como confirmación del fenotipo. Se espera que el nivel de ácido oleico, según se mide mediante GC, sea >70 % 40
para las semillas de soja DP-305423-1, y de <30 % para las semillas de control.

Las plantas se estudian mediante un análisis de la transferencia Southern para confirmar la presencia del fragmento 
del gen gm-fad2-1 y del gen gm-hra introducidos en plantas de soja DP-305423-1, y su ausencia en plantas de soja 
control, y estos datos se correlacionan con los resultados del ácido oleico.

Ejemplo 5:45

Caracterización de la inserción y de la secuencia de límite flanqueante del acontecimiento de soja DP-305423-1 

La inserción y las regiones de límite flanqueantes del ADN genómico de DP-305423-1 se aislaron mediante 
amplificación con PCR y mediante clonación de cósmidos. Los fragmentos de PCR se secuenciaron directamente o 
se clonaron en vectores plasmídicos antes de la secuenciación. Los ADN de los cósmidos se aislaron y se 
secuenciaron.50

Se descubrió que estaban presentes copias parciales e intactas de PHP19340A y una única copia de PHP17752A 
en cuatro cóntigos del ADN genómico del acontecimiento DP-305423-1. Estos cuatro cóntigos se denominaron 
cóntigo-1 (figura 9; SEQ ID NO:5), cóntigo-2 (figura 10; SEQ ID NO:6), cóntigo-3 (figura 11; SEQ ID NO:7) y cóntigo-
4 (figura 12; SEQ ID NO:82). El cóntigo-1 tiene 39.499 nucleótidos. La secuencia genómica de soja 5’ consta de los 
nucleótidos 1-18.651; la secuencia de la inserción consta de los nucleótidos 18.652-31.579; y la secuencia genómica 55
de soja 3’ consta de los nucleótidos 31.580-39.499. El cóntigo-2 tiene 25.843 nucleótidos. La secuencia genómica de 
soja 5’ consta de los nucleótidos 1-12.163; la secuencia de la inserción consta de los nucleótidos 12.164-14.494; y la 
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secuencia genómica de soja 3’ consta de los nucleótidos 14.495-25.843. El cóntigo-3 tiene 12.465 nucleótidos. La 
secuencia genómica de soja 5’ consta de los nucleótidos 1-5.750; la secuencia de la inserción consta de los 
nucleótidos 5.751-7.813; y la secuencia genómica de soja 3’ consta de los nucleótidos 7.814-12.465. El cóntigo-4 
tiene 10.058 nucleótidos. La secuencia genómica de soja 5’ consta de los nucleótidos 1-2.899; la secuencia de la 
inserción consta de los nucleótidos 2.900-7.909; y la secuencia genómica de soja 3’ consta de los nucleótidos 7.910-5
10.058.

Clonación del ADN genómico y diseño de los cebadores:

El ADN genómico total de la soja DP-305423-1 se digirió parcialmente con las enzimas de restricción HindIII y MboI,
y se clonó en vectores cosmídicos para construir bancos de cósmidos HindIII y MboI. Los bancos de cósmidos se 
seleccionaron empleando un fragmento del promotor KTi3 como sonda. Se identificaron un total de tres clones 10
exclusivos (51-21, 51-9, y H3IIBB19) a partir del banco de HindIII, y dos (mbo30 y mbo22) del banco de MboI. Estos 
cinco clones se analizaron mediante secuenciación de inserción completa (FIS), un método de subclonación basado 
en transposones para facilitar la secuenciación bidireccional de una inserción clonada desde el sitio del 
acontecimiento de transposición (MJ Research TGS system; Happa et al., 1999). El análisis de la secuencia 
demostró que 51-21 y mbo30 son clones solapantes que contienen la inserción idéntica del cóntigo-1, 51-9 y mbo2215
son clones solapantes que contienen la inserción idéntica del cóntigo-2, y H3IIBB19 contiene el cóntigo-3 exclusivo. 
Se diseñaron cebadores basándose en las secuencias de los clones de cósmido. Se realizó una PCR genómica 
para verificar las inserciones y las regiones de límite flanqueantes en soja DP-305423-1.

Cóntigo-1 - Inserción y regiones de límite genómicas flanqueantes:

Se diseñaron cebadores basándose en la información de la secuencia obtenida de los clones de cósmido 51-21 y 20
mbo30 que contienen la secuencia del cóntigo-1. Los productos de la PCR se amplificaron a partir del ADN 
genómico de la soja DP-305423-1 empleando las parejas de cebadores A (06-O-1571/06-O-1572, 7103 pb de la 
zona de unión del límite genómico/inserción 5’), B (06-O-1351/06-O-1367, 731 pb de la zona de unión del 
límite/inserción 5’), C (06-O-1357/06-O-1368, 3226 pb de la inserción), D (06-O-1357/06-O-1369, 2737 pb de la 
inserción), E (06-O-1356/06-O-1371, 1800 pb de la inserción), F (06-O-1360/06-O-1423, 1321 pb de la inserción), G 25
(06-O-1363/06-O-06-O-1369, 1830 pb de la inserción), H (06-O-1421/06-O-06-0-1367, 2410 pb de la inserción), e I 
(06-O-1577/06-O-1578, 2991 pb de la zona de unión del límite genómico/inserción 3’) (tabla 13), y se clonaron. Los 
productos de la PCR B, C, D, E, F, G, y H fueron directamente secuenciados para verificar la inserción, y A e I se 
analizaron mediante FIS para verificar las zonas de unión genómicas/inserción 5’ y 3’ y sus regiones de límite 
flanqueantes. No se amplificaron productos de la PCR cuando se empleó ADN genómico control como molde.30

Para el cóntigo-1, se confirmaron 22452 pb de la secuencia genómica de DP-305423-1 (nucleótidos 11652-34103 de 
SEQ ID NO:5), que comprenden 7000 pb de la secuencia de límite flanqueante 5’, 2524 pb de la secuencia de límite 
genómica flanqueante 3’, y 12928 pb del ADN insertado. Se descubrió que la inserción contenía un fragmento 
PHP19340A intacto, un único fragmento PHP17752A intacto, y tres fragmentos PHP19340A truncados. El primer 
fragmento PHP19340A truncado contiene un terminador KTi3 parcial (180 pb) con una deleción 3’, un fragmento de 35
gm-fad2-1 intacto (597 pb) y un promotor KTi3 intacto (2084 pb). El segundo fragmento PHP19340A truncado 
contiene un fragmento de gm-fad2-1 parcial (39 pb) con una deleción 3’, y un promotor KTi3 intacto (2084 pb). El 
tercer fragmento PHP19340A truncado contiene un promotor KTi3 parcial (245 pb) con una deleción 5’, y un 
fragmento de gm-fad2-1 parcial (186 pb) con una deleción 3’.

Para demostrar que las secuencias de límite flanqueantes 5’ y 3’ identificadas para el cóntigo-1 tenían un origen de 40
soja se realizó una PCR dentro de las regiones de límite flanqueantes 5’ y 3’ (07-O-1889/07-O-1940, 07-O-1892/07-
O-1894, respectivamente) en las muestras de ADN genómico de soja DP-305423-1 y las muestras control. Se 
generaron los productos de la PCR esperados (115 pb para la región genómica flanqueante 5’ y 278 pb para la 
región genómica flanqueante 3’) a partir de las muestras de soja DP-305423-1 y las muestras control, lo cual indica 
que las secuencias tenían un origen genómico de soja y no son específicas de la soja DP-305423-1. Estos 45
productos de la PCR se clonaron y secuenciaron. Las secuencias del ADN de DP-305423-1 y del ADN del control 
genómico son idénticas.

Cóntigo-2 - Inserción y regiones de límite genómicas flanqueantes:

Se diseñaron cebadores basándose en la información de la secuencia obtenida de los clones de cósmido 51-9 y 
mbo22 para el cóntigo-2. Los productos de la PCR se amplificaron a partir del ADN genómico de la soja DP-305423-50
1 empleando las parejas de cebadores J (06-O-1588/06-O-1585, 7642 pb de la zona de unión del límite 
genómico/inserción 5’), K (06-O-1586/06-O-1403, 2807 pb de la zona de unión del límite genómico/inserción 5’), y L 
(06-O-1404/06-O-1592, 2845 pb de la zona de unión del límite genómico/inserción 3’) (tabla 13), y se clonaron. Los 
productos de la PCR K y L fueron directamente secuenciados para verificar la inserción y la zona de unión de límite 
genómica/inserción 3’ y su región de límite flanqueante, y J se analizó mediante FIS para verificar las zonas de unión 55
de límite genómicas/inserción 5’ y su región de límite flanqueante. No se amplificaron productos de la PCR cuando 
se empleó ADN genómico control como molde.

Para el cóntigo-2, se confirmaron 12667 pb de la secuencia genómica de DP-305423-1 (nucleótidos 4565-17231 de 
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SEQ ID NO:6), que comprenden 7599 pb de la secuencia de límite flanqueante genómica 5’, 2737 pb de la 
secuencia de límite genómica flanqueante 3’, y 2331 pb del ADN insertado. Se descubrió que la inserción contenía 
un fragmento PHP19340A truncado, con un promotor KTi3 parcial (1511 pb), un fragmento de gm-fad2-1 intacto 
(597 pb), y un terminador KTi3 intacto (196 pb).

Para demostrar que las secuencias de límite flanqueantes 5’ y 3’ identificadas para el cóntigo-2 tenían un origen de 5
soja se realizó una PCR dentro de las regiones genómicas flanqueantes 5’ y 3’ (parejas de cebadores 07-O-1895/07-
O-1898 y 07-O-1905/07-O-1903, respectivamente) en las muestras de ADN de DP-305423-1 y las muestras de ADN 
genómico de soja control. Se generaron los productos de la PCR esperados (278 pb para la región de límite 
flanqueante 5’ y 271 pb para la región de límite flanqueante 3’) a partir de las muestras de soja DP-305423-1 y 
control, lo cual indica que las secuencia tenían un origen genómico de soja y no son específicas de la soja DP-10
305423-1. Estos productos de la PCR se clonaron y secuenciaron. Las secuencias del ADN de DP-305423-1 y del 
ADN del control genómico son idénticas.

Cóntigo-3 - Inserción y regiones de límite genómicas flanqueantes:

Se diseñaron cebadores basándose en la información de la secuencia obtenida del clon de cósmido H3IIB19 para el 
cóntigo-3. Los productos de la PCR se amplificaron sobre el ADN genómico de DP-305423-1 empleando las parejas 15
de cebadores M (06-O-1669/06-O-1426, 2804 pb), N (06-O-1355/06-O-1459, 1335 pb), O (06-O-1569/06-O-1551, 
1085 pb), y P (05-O-1182/06-O-1672, 2614 pb) (tabla 13), y se clonaron. Los productos de la PCR M, N, O, y P 
fueron directamente secuenciados para verificar la inserción, y la zona de unión genómica/inserción 5’ y 3’ y sus 
regiones genómicas flanqueantes. No se amplificaron productos de la PCR cuando se empleó ADN genómico 
control como molde.20

Para el cóntigo-3, se confirmaron 6789 pb de la secuencia genómica de DP-305423-1 (nucleótidos 3312-10100 de 
SEQ ID NO:7), que comprenden 2439 pb de la secuencia de límite flanqueante 5’, 2287 pb de la secuencia de borde 
flanqueante 3’, y 2063 pb del ADN insertado. Se descubrió que la inserción contenía un fragmento PHP19340A 
truncado con solo un promotor KTi3 parcial (1550 pb), y un fragmento del esqueleto del plásmido de 495 pb. Este 
fragmento del esqueleto del plásmido es idéntico a las regiones localizadas desde 2033 pb a 2527 pb en el plásmido 25
PHP19340, y desde 1836 pb a 2330 pb en el plásmido PHP17752, que no incluyen el origen de la replicación (on). 
El ori en los plásmidos PHP13940 y PHP1772 se localiza desde 1561 a 1930 pb y desde 1364 a 1733 pb, 
respectivamente (Tomizawa et al., 1977).

Para demostrar que las secuencias de límite flanqueantes 5’ y 3’ identificadas para el cóntigo-3 tenían un origen de 
soja se realizó una PCR dentro de las regiones de límite flanqueantes 5’ y 3’ (parejas de cebadores 07-O-1881/07-30
O-1882 y 07-O-1886/07-O-1884, respectivamente) en las muestras de ADN genómico de soja DP-305423-1 y las 
muestras control. Se generaron los productos de la PCR esperados (262 pb para la región de límite flanqueante 5’ y 
280 pb para la región de límite flanqueante 3’) para las muestras de soja DP-305423-1 y control, lo cual indica que 
las secuencia tenían un origen genómico de soja y no son específicas de la soja DP-305423-1. Estos productos de 
la PCR se clonaron y secuenciaron. Las secuencias del ADN de DP-305423-1 y del ADN del control genómico son 35
idénticas.

Cóntigo-4 - Inserción y regiones de límite genómicas flanqueantes:

Se emplearon bancos de plásmidos e iPCR para identificar la inserción en el interior y las regiones de límite 
flanqueantes del cóntigo-4. Se digirió el ADN genómico total de la soja DP-305423-1 con las enzimas de restricción 
Spe l y Bcl I, y se ensayaron en geles de agarosa para separar los fragmentos de ADN basándose en sus pesos 40
moleculares. Los fragmentos de ADN sobre los geles de agarosa se trasladaron a una membrana de nailon, y se 
hibridaron con una sonda de gm-fad2-1 o una sonda del promotor KTi3. Las bandas de 2,8 kb y 5,1 kb se hibridaron 
con la sonda de gm-fad2-1 después de la digestión con Spe l, y las bandas de 1,5 kb y 3,3 kb se hibridaron con la 
sonda del promotor de KTi3 después de la digestión con Bcl I. Todas estas bandas estaban presentes solo en las 
plantas DP-305423-1, pero no en las plantas control. Estas cuatro bandas se clonaron en vectores plasmídicos para 45
fabricar bancos de plásmidos. Los clones positivos se identificaron después de la selección del banco de plásmidos 
con la sonda de gm-fad2-1 o la sonda del promotor de KTi3, y fueron directamente secuenciados. La secuencia del 
cóntigo-4 se presenta en SEQ ID NO:82.

La banda de 2,8 kb de la digestión con Spe l y la banda de 3,3 kb de la digestión con Bcl I se solapan (se denomina
Spel2.8), y contienen un fragmento PHP19340A truncado con una deleción de 159 pb en el extremo 3’ del promotor 50
KTi3; y la banda de 5,1 kb de la digestión con Spe I y la banda de 1,5 kb de la digestión con Bcl I se solapan (se 
denomina SpeI5.1), y contienen un fragmento PHP19340A truncado con una deleción de 649 pb en el extremo 3’ del 
promotor KTi3. Puesto que existe un sitio Spe l dentro del terminador KTi3, solo se obtuvo una secuencia de 
terminador KTi3 de 148 pb para ambos SpeI2.8 y SpeI5.1.

Basándose en la información de la secuencia se utilizaron cebadores para una PCR inversa (iPCR) para obtener 55
más información de secuencia en el extremo 3’ del terminador KTi3. Los productos de la iPCR se secuenciaron 
directamente, o se clonaron y después se secuenciaron directamente. Los datos de la secuencia generados a partir 
de los productos de la iPCR con una digestión con NdeI demostraron que SpeI2.8 contenía un terminador KTi3 
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intacto y un terminador KTi3 de 35 pb en la orientación inversa, y que SpeI5.1 contenía un terminador KTi3 intacto y 
un terminador KTi3 de 34 pb en la orientación inversa, lo cual indica que los dos terminadores KTi3 de SpeI2.8 y 
SpeI5.1 están dispuestos como repeticiones invertidas. Los datos de la secuencia generados a partir de los 
productos de la iPCR con una digestión con PacI confirmaron que SpeI2.8 y Spe5.1 están dispuestos como 
repeticiones invertidas.5

Se empleó un análisis de la transferencia Southern para una posterior confirmación. Se digirió el ADN genómico total 
de plantas de soja DP-305423-1 y control con Bcl I, ClaI y XmnI, se ensayó en un gel de agarosa, se trasladó a una 
membrana de nailon, y se hibridó con la sonda de gm-fad2-1. Las bandas con el tamaño esperado se hibridaron con 
la sonda de gm-fad2-1: una banda de aproximadamente 3,1 kb para la digestión con Bcl I, una banda de 
aproximadamente 3,9 kb para la digestión con ClaI, y una banda de 1,7 kb para la digestión con XmnI (figura 12).10
Tomados conjuntamente, estos resultados sugieren que los dos terminadores KTi3 de SpeI2.8 y SpeI5.1 están 
dispuestos de modo invertido.

Para el cóntigo-4, se identificaron 10058 pb de la secuencia genómica de DP-305423-1 (SEQ ID NO:82), que 
comprenden 2899 pb de la secuencia de límite genómica flanqueante 5’, 2149 pb de la secuencia de límite 
genómica flanqueante 3’, y 5010 pb del ADN insertado. Se cree que la inserción contiene dos fragmentos 15
PHP19340A truncados de un modo invertido. El primer fragmento PHP1930A truncado se localiza desde 2900 a 
5163 pb, contiene un promotor KTi3 parcial (1442 pb) con una deleción 5’, un fragmento de gm-fad2-1 intacto (597 
pb) y un terminador KTi3 intacto (196 pb). El segundo fragmento PHP1930A truncado se localiza desde 5164 a 7919 
pb, contiene un promotor KTi3 parcial (1934 pb) con una deleción 5’, un fragmento de gmfad2-1 intacto (597 pb) y un 
terminador KTi3 intacto (196 pb) (figura 12).20

Para verificar las zonas de unión genómica/inserción 5’ y 3’ obtenidas de los bancos de plásmidos, se realizó una 
PCR con el ADN genómico de plantas de soja DP-305423-1 empleando la pareja de cebadores Q (HOS-A/HOS-B) 
para confirmar la zona de unión genómica/inserción 5’, y con la pareja de cebadores R (HOS-C/HOS-D) para 
confirmar la zona de unión genómica/inserción 3’. Los productos esperados de la PCR se amplificaron de plantas 
DP-305423-1 (tabla 13), y no de plantas control; estos productos de la PCR se clonaron y secuenciaron. Se confirmó 25
que la secuencia era la misma que la secuencia obtenida de los clones de plásmidos. Ejemplo 6: Estabilidad de la 
inserción del cóntigo-1

Tabla 13

PCR genómica para confirmar el ADN insertado y las regiones de límite genómicas flanqueantes en la soja DP-
305423-1

Producto de la PCR 
(tamaño en pb)

Pareja de cebadores Sistema de PCR1 Inserción Región amplificada

A (7103) 06-O-1571/06-O-1572 Expansión de 
molde largo

1 Inserción y región 
flanqueante 5’

B (731) 06-O-1351/06-O-1367 Alta fidelidad 1 Inserción y región 
flanqueante 5’

C (3226) 06-O-1357/06-O-1368 Advantage-GC-2 1 Inserción

D (2737) 06-O-1357/06-O1369 Advantage-GC-2 1 Inserción

E (1800) 06-O-1356/06-O-1371 Alta fidelidad 1 Inserción

F (1321) 06-O-1360/06-O-1423 Advantage-GC-2 1 Inserción

G (1830) 06-O-1363/06-O-1369 Advantage-GC-2 1 Inserción

H (2410) 06-O-1421 /06-O-1367 Advantage-GC-2 1 Inserción 

I (2991) 06-O-1577/06-O-1578 Extensor de alta 
fidelidad

1 Inserción y región 
flanqueante 3’

J (7642) 06-O-1588/06-O-1585 Expansión de 
molde largo

2 Inserción y región 
flanqueante 5’

K (2817) 06-O-1586/06-O-1403 Advantage-GC-2 2 Inserción y región 
flanqueante 5’

L (2845) 06-O-1404/06-O-1592 Advantage-GC-2 2 Inserción y región 
flanqueante 3’

M (2804) 06-O-1669/06-O-1426 Expansión de 
molde largo

3 Inserción y región 
flanqueante 5’
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PCR genómica para confirmar el ADN insertado y las regiones de límite genómicas flanqueantes en la soja DP-
305423-1

Producto de la PCR 
(tamaño en pb)

Pareja de cebadores Sistema de PCR1 Inserción Región amplificada

N (1335) 06-O-1355/06-O-1459 Alta fidelidad 3 Inserción

O(1085) 06-O-1569/06-O-1551 Expansión de 
molde largo

3 Inserción y región 
flanqueante 3’

P (2614) 05-O-1182/06-O-1672 Alta fidelidad 3 Inserción y región 
flanqueante 3’

Q (209) HOS-A/HOS-B Taq polimerasa 4 Inserción y región 
flanqueante 5’

R (222) HOS-C/HOS-D Taq polimerasa 4 Inserción y región 
flanqueante 3’

1. Los sistemas de PCR de alta fidelidad y de expansión de molde largo se adquirieron en Roche (Mannheim, 
Alemania), el sistema de PCR Advantage-GC-2 se adquirió en Clontech (Palo Alto, CA), el sistema de PCR de 
extensor de alta fidelidad se adquirió en ABgene (Surrey, Reino Unido), y la Taq polimerasa se adquirió en 
Fermentas (Hanover, MD).

Ejemplo 6:

Estabilidad de la inserción del cóntigo-1

Se descubrió que la inserción en el cóntigo-1 contenía un fragmento PHP19340A intacto (módulo de supresión de 
gm-fad2-1), un único fragmento PHP17752A intacto (módulo de expresión de gm-hra), y tres fragmentos 
PHP19340A truncados. Un análisis de la transferencia Southern realizado en 100 plantas de la generación F2 de 5
DP-305423-1 identificó una única planta que parece haber sufrido un acontecimiento de recombinación que provoca 
la eliminación del módulo de gm-hra completo, junto con porciones de dos de los múltiples fragmentos del promotor
KTi3 que se encuentran en la inserción. Se analizó un gran número de plantas de generaciones segregantes 
mediante una reacción en cadena de polimerasa (PCR) para determinar con qué frecuencia aparece esta 
recombinación.10

Las semillas se obtuvieron de las generaciones segregantes de soja DP-305423-1 BC1F2, BC2F2, y BC3F2. Cada 
generación consiste en DP-305423-1 en el entorno Elite 1 o Elite 2. Se plantaron un total de 1060 semillas (tabla 14).

Tabla 14

Semilla de soja DP-305423-1

Generación Entorno Semillas plantadas Plantas muestreadas

BC1F2 Elite 1 175 166

BC1F2 Elite 2 150 142

BC2F2 Elite 1 65 62

BC2F2 Elite 2 40 36

BC3F2 Elite 1 420 402

BC3F2 Elite 2 210 201

Se recogieron troquelados de hoja individuales y se extrajo el ADN genómico de los troquelados empleando el 
método de extracción de hidróxido de sodio caliente y Tris (Truett, G.E., Heeger, P., Mynatt, R.L., Truett, A.A., 15
Walker, J.A. y Warman, M.L. (2000), Preparation of PCR-Quality Mouse Genomic DNA with Hot Sodium Hydroxide 
and Tris (HotSHOT), BioTechniques 29: 52-53.). 

Se realizó una PCR a tiempo real en cada muestra de ADN empleando un sistema de detección de secuencias ABI 
PRISM® 7900HT y el software SDS adjunto (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA). Se diseñaron conjuntos de 
sondas y cebadores TaqMan® para detectar dos secuencias de inserción diana: (1) la región de la zona de unión 5’ 20
entre el ADN genómico y el ADN de la inserción en el cóntigo-1, que se empleó como marcador para el módulo de 
supresión de gm-fad2-1 (SEQ ID NO:89, 90 y 91), y (2) la región en la inserción del cóntigo-1 que abarca el promotor 
de SAMS y gm-hra (SEQ ID NO:92, 93 y 94). Además, se empleó un conjunto de sonda y cebador TaqMan® para el 
gen endógeno de soja de referencia para confirmar la presencia de un ADN amplificable en cada reacción. El 
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análisis consistió en la determinación con PCR a tiempo real cuantitativa de los callos positivos/negativos 
cualitativos. El ADN extraído se ensayó empleando concentraciones de cebador y sonda validadas y optimizadas en 
la mezcla de reacción de PCR Extract-N-Amp™ que contenía un tinte de referencia pasivo Rox (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO). Después de unas incubaciones iniciales a 50 °C durante 2 minutos y después a 95 °C durante 3 minutos 
se realizaron 40 ciclos como sigue: 95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 1 minuto. La determinación positiva o 5
negativa para cada diana de inserción se basó en la comparación del CT (ciclo umbral) de la PCR de la diana de 
inserción con la de la diana endógena. 

Se analizó un total de 1009 plantas de tres generaciones segregantes diferentes (BC1F2, BC2F2 y BC3F2) y dos 
entornos diferentes (Elite 1 y Elite 2) mediante una PCR a tiempo real cualitativa para la zona de unión 5' del 
cóntigo-1 y las dianas del promotor de SAMS::gm-hra. Cada reacción contiene ADN amplificable basándose en el 10
control de gen endógeno. De las 1009 plantas en las seis poblaciones segregantes, 745 fueron positivas y 264 
fueron negativas para ambos ensayos de PCR. No se identificaron plantas en las que los resultados de la PCR 
fueran positivos para una diana y negativos para la otra. Por consiguiente, en este grupo de muestras de 1009 
plantas no se detectó recombinación dentro de la inserción del cóntigo-1 que elimine selectivamente el módulo del 
promotor de SAMS::gm-hra. En la tabla 15 se ofrece un resumen de los resultados. 15

Tabla 15

Resultados del análisis de PCR cualitativo a tiempo real según la generación y el entorno

Generación Entorno

Resultados de la PCR de la 
zona de unión 5’ del cóntigo-1

Resultados de la PCR del 
promotor de SAMS::gm-hra Total de 

plantas
Positivo Negativo Positivo Negativo

BC1F2
Elite 1 125 41 125 41 166

Elite 2 108 34 108 34 142

BC2F2
Elite 1 39 23 39 23 62

Elite 2 27 9 27 9 36

BC3F2
Elite 1 297 105 297 105 402

Elite 2 149 52 149 52 201

Total 745 264 745 264 1009

Ejemplo 7:

Niveles de ácidos grasos en granos de soja 

Se midieron los niveles de 25 ácidos grasos en granos de soja DP-305423-1 y control. Los niveles de diez ácidos 
grasos estuvieron por debajo del límite inferior de cuantificación (LLOQ) para el ensayo: ácido caprílico (C8:0), ácido 20
cáprico (C10:0), ácido láurico (C12:0), ácido miristoleico (C14:1), ácido pentadecanoico (C15:0), ácido 
pentadecenoico (C15:1), ácido γ-linolénico (C18:3), ácido eicosatrienoico (C20:3), ácido araquidónico (C20:4), y 
ácido erúcico (C22:1). Por tanto no se realizaron análisis estadísticos con estos ácidos grasos y no se muestran
esos datos. Los resultados del análisis de los 15 ácidos grasos restantes se presentan en la tabla 16.

Los valores promedio para el ácido oleico (C18:1) y el ácido linoleico (C18:2) se encontraron fuera de los intervalos 25
de tolerancia y/o los intervalos de la bibliografía combinados para variedades de soja convencionales. Tal como se 
esperaba, el nivel promedio del ácido oleico en la soja DP-305423-1 se encontró por encima del límite superior del 
intervalo de tolerancia estadística para las líneas de soja de referencia y del intervalo de la bibliografía para las 
variedades de soja convencionales. El nivel promedio del ácido oleico en la soja DP-305423-1 fue estadística y 
significativamente diferente de el de la soja control cercana a la isolínea (valor P ajustado <0,05). El nivel promedio30
del ácido linoleico (C18:2) en la soja DP-305423-1 se encontró por debajo del límite inferior del intervalo de 
tolerancia estadística para las líneas de soja de referencia y del intervalo de la bibliografía para las variedades de 
soja convencionales. También fue estadística y significativamente diferente de el de la soja control cercana a la 
isolínea (valor P ajustado <0,05). El aumento en el contenido en ácido oleico y la disminución en el contenido en 
ácido linoleico en la soja DP-305423-1 son efectos deseados logrados mediante la introducción del fragmento del 35
gen gm-fad2-1. Estos cambios se han indicado previamente para una soja con alto contenido en ácido oleico 
transgénica (OECD identificador DD-Ø26ØØ5-3, base de datos AGBIOS) generada por la introducción del gen 
FAD2-1 (Kinney y Knowlton, 1997; Glancey et al., 1998; Knowlton, 1999).

Aunque están dentro de los intervalos de la bibliografía y/o los intervalos de tolerancia estadística, los valores 
promedio para el ácido palmítico (C16:0) y el linolénico (C18:3) fueron estadística y significativamente diferentes 40
(menores) en la soja DP-305423-1, comparado con el control cercano a la isolínea (valor P ajustado <0,05). El ácido 
linolénico se produce directamente de la conversión del ácido linoleico y, por tanto, se espera que la disminución en 
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el contenido en ácido linoleico afecte al contenido en ácido linolénico en la soja DP-305423-1. La disminución en el 
contenido en ácido palmítico y en ácido linolénico se ha indicado previamente para una soja con alto contenido en 
ácido oleico transgénica (OECD identificador DD-∅26∅∅5-3, base de datos AGBIOS) generada por la introducción 
del gen FAD2-1 (Kinney y Knowlton, 1997; Glancey et al., 1998; Knowlton, 1999).

Se detectó el isómero (9,15) del ácido linoleico (ácido cis-9, cis-15-octadecadienoico) en la soja DP-305423-1 a la 5
concentración promedio de 0,341% de los ácidos grasos totales, mientras que las variedades de referencia 
convencionales no contienen concentraciones mensurables de este analito. Esto fue un descubrimiento esperado, 
puesto que el isómero del ácido 9,15-linoleico ya se ha observado previamente en aceite de soja con alto contenido 
en ácido oleico en menos del 1% del contenido en ácidos grasos totales (Kinney y Knowlton, 1997). Este isómero 
también se ha encontrado, en concentraciones que varían del 0,02% al 5,4% de ácidos grasos totales, en muchas 10
fuentes comestibles de grasas, que incluyen grasa de mantequilla, queso, sebo de vaca y cordero, aceites vegetales 
parcialmente hidrogenados, leche humana y pulpa de mango (Kinney y Knowlton, 1997, y las referencias en este 
documento). Es probable que el isómero del ácido 9,15-linoleico sea el resultado de la actividad de la ácido graso
desaturasa codificada por el gen FAD3 que normalmente inserta un doble enlace d-15 en el ácido 9,12-linoleico para 
producir ácido 9,12,15-linolénico. En la soja DP-305423-1, el contenido en ácido 9,12-linoleico está15
significativamente reducido (tabla 16), de modo que la desaturasa codificada por FAD3 probablemente crea una 
pequeña cantidad del isómero del ácido 9,15-linoleico mediante la desaturación del abundante sustrato de ácido 9-
oleico en la posición d-15. Esta opinión resulta apoyada por los resultados del cruzamiento de soja con alto 
contenido en ácido oleico (OECD identificador DD-∅26∅∅5-3, base de datos AGBIOS) con soja que contiene el gen 
FAD3 silenciado. En la progenie resultante, el isómero de ácido 9,15-linoleico se encuentra reducido o se ha 20
eliminado (Kinney y Knowlton, 1997).

Los valores promedio de dos ácidos grasos secundarios, el ácido heptadecanoico (C17:0) y el ácido heptadecenoico 
(C17:1), en la soja DP-305423-1 estaban por encima del límite superior de los intervalos de tolerancia estadística y 
de los intervalos de la bibliografía de las variedades de soja convencionales. Los valores promedio de C17:0 y C17:1 
fueron estadística y significativamente diferentes de los de la soja control cercana a la isolínea. Sin embargo, los 25
niveles de ácido heptadecanoico y heptadecenoico en general aún son muy bajos; cada uno representa menos del 
1,2% del contenido en ácidos grasos totales en la soja DP-305423-1.

El aumento detectado en el ácido heptadecanoico (C17:0) y el ácido heptadecenoico (C17:1) en la soja DP-305423-
1 no es inesperado, puesto que es probable que la expresión de la proteína GM-HRA produzca un ligero 
desplazamiento en la disponibilidad de los sustratos enzimáticos de GM-HRA, piruvato y 2-cetobutirato. Estos dos 30
compuestos también son sustratos para el complejo enzimático que inicia la biosíntesis de aceite.

Los valores promedio para el ácido mirístico (C14:0), ácido palmitoleico (C16:1), ácido esteárico (C18:0), ácido 
araquídico (C20:0), ácido eicosenoico (C20:1), ácido behénico (C22:0) y ácido lignocérico (C24:0) para la soja DP-
305423-1 estaban dentro de los intervalos de tolerancia estadística y/o los intervalos de la bibliografía combinados 
para estos ácidos grasos en diferentes variedades de soja. Con la excepción del ácido behénico, los valores 35
promedio para estos ácidos grasos fueron fue estadística y significativamente diferentes, tanto por encima (ácidos 
palmitoleico, araquídico, eicosenoico, y lignocérico) como por debajo (ácidos mirístico y esteárico), de los del control
cerca de la isolínea. Los ácidos mirístico, palmitoleico, araquídico, eicosenoico, behénico, y lignocérico son ácidos 
grasos secundarios, y cada uno comprende del 0,05-0,5% de ácidos grasos totales en la soja DP-305423-1; el ácido 
esteárico comprende menos del 4,5% en la soja DP-305423-1. Estos ácidos grasos son constituyentes habituales de40
los aceites vegetales y productos alimentarios habituales, y están presentes a unos niveles similares a los 
observados en la soja DP-305423-1 (USDA Nutrition Database, edición 19).

El ácido eicosadienoico (C20:2) resultó indetectable en la soja DP-305423-1. De modo similar, las variedades de 
soja de referencia también carecen de concentraciones mensurables de este ácido graso. Un nivel muy bajo de 
ácido eicosadienoico resultó detectable en la soja control cercana a la isolínea; sin embargo, esta diferencia con la 45
soja DP-305423-1 no resultó estadísticamente significativa (valor P ajustado <0,05).

Tabla 16

Principales ácidos grasos en granos de soja

Ácidos grasos (% del total) Control 
(segregante nulo)

Soja 305423 Intervalo de 
tolerancia1

Intervalos de la
bibliografía 

combinados
2

Ácido mirístico 
(C14:0) 

Promedio3 0,0742 0,0451

0-0,174 0,0710-0,238

Intervalo4 0,0676-0,0807 0,0419-0,0522

Valor P 
ajustado5

0,00077

Valor P6 0,0001
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Principales ácidos grasos en granos de soja

Ácidos grasos (% del total) Control 
(segregante nulo)

Soja 305423 Intervalo de 
tolerancia1

Intervalos de la
bibliografía 

combinados2

Ácido palmítico
(C16:0)

Promedio 10,3 6,28

2,93-19,6 7,00-15,8

Intervalo 9,77-10,7 5,71-7,27

Valor P 
ajustado

0,00077

Valor P 0,0001

Ácido 
palmitoleico

(C16:1)

Promedio 0,0860 0,0946

0,0110-0,177 0,0860 - 0,194

Intervalo 0,0751-0,0948 0,0835-0,105

Valor P 
ajustado

0,02487

Valor P 0,0053

Ácido 
heptadecanoico

(C17:0)

Promedio 0,113 0,798

0,0722-0,131 0,0850-0,146

Intervalo 0,0993-0,127 0,703-0,890

Valor P 
ajustado

0,00077

Valor P 0,0001

Ácido 
heptadecenoico

(C17:1)

Promedio 0,0614 1,19

0,0351-0,0732 0,0730-0,0870

Intervalo 0,0513-0,0762 1,01-1,51

Valor P 
ajustado

0,00077

Valor P 0,0001

Ácido esteárico 
(C18:0)

Promedio 4,98 4,36

0,852-8,34 2,00-5,88

Intervalo 4,36-5,89 3,90-5,01

Valor P 
ajustado

0,00077

Valor P 0,0001

Ácido oleico
(C18:1)

Promedio 21,1 76,5

11,3-32,6 14,3-34,0

Intervalo 18,0-24,1 68,7-79,4

Valor P 
ajustado

0,00077

Valor P 0,0001

Ácido linoleico
(C18:2)

Promedio 52,5 3,62

41,7-64,3 42,3 - 60,0

Intervalo 50,2-54,3 1,53-8,98

Valor P 
ajustado

0,00077

Valor P 0,0001

Ácido linoleico 
(C18:2), isómero 

(9,15)

Promedio 0,247 0,341

NA8 NR9

Intervalo 0-0,532 0,143-0,456

Valor P 
ajustado

0,1787

Valor P 0,0699
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Principales ácidos grasos en granos de soja

Ácidos grasos (% del total) Control 
(segregante nulo)

Soja 305423 Intervalo de 
tolerancia1

Intervalos de la
bibliografía 

combinados2

Ácido linolénico 
(C18:3)

Promedio 9,35 5,39

1,15-14,7 2,00-12,5

Intervalo 7,83-11,2 4,03-7,32

Valor P 
ajustado

0,00077

Valor P 0,0001

Ácido araquídico 
(C20:0)

Promedio 0,396 0,450

0,103-0,619 0-1,00

Intervalo 0,348-0,479 0,393-0,528

Valor P 
ajustado

0,00077

Valor P 0,0001

Ácido 
eicosenoico

(C20:1)

Promedio 0,170 0,347

0,0549-0,319 0,140-0,350

Intervalo 0,135-0,201 0,290-0,394

Valor P 
ajustado

0,00077

Valor P 0,0001

Ácido 
eicosadienoico

(C20:2)

Promedio 0,0225

NA8 0,0770-0,245

Intervalo 0-0,0502 0-0

Valor P 
ajustado

0,0928

Valor P 0,0298

Ácido behénico 
(C22:0)

Promedio 0,414 0,427

0,188-0,458 0,277-0,595

Intervalo 0,349-0,566 0,382-0,546

Valor P 
ajustado

0,5468

Valor P 0,3779

Ácido lignocérico 
(C24:0)

Promedio 0,114 0,143

0-0,310 NR9

Intervalo 0,0845-0,139 0,115-0,173

Valor P 
ajustado

0,00177

Valor P 0,0003

1 Los límites de tolerancia negativos se ajustaron a cero.
2 Los intervalos de la bibliografía se han tomado de la bibliografía publicada para la soja (OECD, 2001; ILSI 2004).
3 Promedio de mínimos cuadrados.
4 El intervalo indica el valor individual menor y mayor a través de las localizaciones.
5

Valor P ajustado a la tasa de descubrimientos falsos (FDR).
6 Valor P no ajustado.
7 Diferencia estadísticamente significativa; valor P ajustado <0,05.
8 El análisis estadístico no está disponible (NA), debido a la falta de concentraciones mensurables detectadas 
para este analito.
9 Los intervalos del analito no se han indicado (NR) en las referencias de la bibliografía publicadas.

El artículo "el/la" se emplea en la presente para indicar uno o más de un (es decir, al menos un) objeto gramatical del 
artículo. Como ejemplo, "un elemento" significa uno o más elementos.

E07861586
14-07-2016ES 2 582 552 T3

 



59

Todas las publicaciones y solicitudes de patente mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del nivel de 
los expertos en la técnica a la cual pertenece esta invención.

Listado de Secuencias

<110> E. I. du Pont de Nemours and Company

<120> Acontecimiento de soja DP-305423-1 y composiciones y métodos para su identificación y/o detección5

<130> BB1594USNA

<150> US 60/863721
<151> 31-10-2006

<150> US 60/942676
<151> 08-06-200710

<160> 94

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 2924
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
<223> fragmentO PHP19340A 

<400> 1

20
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<210> 2
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<211> 4512
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento PHP17752A5

<400> 2
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<210> 3
<211> 5438
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Vector de expresión PHP19340

<400> 3
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<210> 4
<211> 7026
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Vector de expresión PHP17752

<400> 4
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<210> 5
<211> 39499
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Cóntigo-1 

<400> 5

ES 2 582 552 T3

 



71

ES 2 582 552 T3

 



72

ES 2 582 552 T3

 



73

ES 2 582 552 T3

 



74

ES 2 582 552 T3

 



75

ES 2 582 552 T3

 



76

ES 2 582 552 T3

 



77

ES 2 582 552 T3

 



78

ES 2 582 552 T3

 



79

ES 2 582 552 T3

 



80

ES 2 582 552 T3

 



81

ES 2 582 552 T3

 



82

ES 2 582 552 T3

 



83

ES 2 582 552 T3

 



84

ES 2 582 552 T3

 



85

ES 2 582 552 T3

 



86

ES 2 582 552 T3

 



87

ES 2 582 552 T3

 



88

ES 2 582 552 T3

 



89

ES 2 582 552 T3

 



90

ES 2 582 552 T3

 



91

<210> 6
<211> 25843
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Cóntigo-2

<400> 6
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<210> 7
<211> 12465
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Cóntigo-3

<400> 7
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<210> 8
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Zona de unión 5’ de 20-nt del cóntigo-1

<400> 8
atacgaaatc attaagtagt 20

<210> 910
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 3’ de 20-nt del cóntigo-115

<400> 9
gctagctagt gtttttttct 20

<210> 10
<211> 40
<212> ADN20
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 5’ de 40-nt del cóntigo-1

<400> 10
tggtactaac atacgaaatc attaagtagt aattaatacg 4025

<210> 11
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>30
<223> Zona de unión 3’ de 40-nt del cóntigo-1

<400> 11
tctctttttg gctagctagt gtttttttct cgacttttgt 40

<210> 12
<211> 6035
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 5’ de 60-nt del cóntigo-1

<400> 1240
aatccaagct tggtactaac atacgaaatc attaagtagt aattaatacg tactagtaaa 60

<210> 13
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<211> 60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 3’ de 60-nt del cóntigo-15

<400> 13
atacccgtgt tctctttttg gctagctagt gtttttttct cgacttttgt atgaaaatca 60

<210> 14
<211> 20
<212> ADN10
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 5’ de 20-nt del cóntigo-2

<400> 14
atcctttcca aatatggtcc 2015

<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>20
<223> Zona de unión 3’ de 20-nt del cóntigo-2

<400> 15
ccgtcgacgg taacttttac 20

<210> 16
<211> 4025
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 5’ de 40-nt del cóntigo-2

<400> 1630
atgggcgact atcctttcca aatatggtcc atgggtacat 40

<210> 17
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial35

<220>
<223> Zona de unión 3’ de 40-nt del cóntigo-2

<400> 17
ctcattatat ccgtcgacgg taacttttac ttagataata 40

<210> 1840
<211> 60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 5’ de 60-nt del cóntigo-245

<400> 18
cttggtcctc atgggcgact atcctttcca aatatggtcc atgggtacat gcatggttaa 60

<210> 19
<211> 60
<212> ADN50
<213> Artificial
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<220>
<223> Zona de unión 3’ de 60-nt del cóntigo-2

<400> 19
ttgtttacgg ctcattatat ccgtcgacgg taacttttac ttagataata ttttcttaaa 60

<210> 205
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 5’ de 20-nt del cóntigo-310

<400> 20
ttataccatg ttcgtgataa 20

<210> 21
<211> 20
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 3’ de 20-nt del cóntigo-3

<400> 21
gtctgtaagc atcaagagga 2020

<210> 22
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>25
<223> Zona de unión 5’ de 40-nt del cóntigo-3

<400> 22
atctcgtgta ttataccatg ttcgtgataa tatgtaatat 40

<210> 23
<211> 4030
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 3’ de 40-nt del cóntigo-3

<400> 2335
gtcacagctt gtctgtaagc atcaagagga atcagggaag 40

<210> 24
<211> 60
<212> ADN
<213> Artificial40

<220>
<223> Zona de unión 5’ de 60-nt del cóntigo-3

<400> 24
aggagcaatg atctcgtgta ttataccatg ttcgtgataa tatgtaatat tgttcattat 60

<210> 2545
<211> 60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 3’ de 60-nt del cóntigo-350
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<400> 25
cccggagacg gtcacagctt gtctgtaagc atcaagagga atcagggaag gcaaaatgta 60

<210> 26
<211> 27
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 05-O-975

<400> 26
tgtcacatta caagtgagat gtcatca 2710

<210> 27
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>15
<223> Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 05-O-977

<400> 27
tctcgttatc ttttgccact tttactag 28

<210> 28
<211> 1920
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 05-QP22

<400> 2825
caagcttggt actaacata 19

<210> 29
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial30

<220>
<223> Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 06-O-1573

<400> 29
ttttggtgaa atcatgctta cttttgtgat gggac 35

<210> 3035
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 06-O-148740

<400> 30
cgctaaggcc gaatgcaaag 20

<210> 31
<211> 29
<212> ADN45
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la zona de unión 3’ del cóntigo-1 06-O-1414

<400> 31
gtgtgaataa gcaatgttgg gagaatcgg 2950
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<210> 32
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-1 06-O-1579

<400> 32
gctcgagaag atgaagccta gaggagagca c 31

<210> 33
<211> 3510
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la zona de unión 3’ del cóntigo-1 06-O-1577

<400> 3315
aacccttctc ttcgaggatc caagcttgga ttttg 35

<210> 34
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial20

<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-1 06-O-1579

<400> 34
gctcgagaag atgaagccta gaggagagca c 31

<210> 3525
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-2 06-O-158630

<400> 35
ctggcgctat ctttatctga ttgtaaccgg agaac 35

<210> 36
<211> 32
<212> ADN35
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-2 06-O-1585

<400> 36
catgcatgta cccatggacc atatttggaa ag 3240

<210> 37
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>45
<223> Cebador directo de la zona de unión 3’ del cóntigo-2 06-O-1404

<400> 37
cgaatgcaaa gaaattggtt ctttctcgtt 30

<210> 38
<211> 3550
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-2 06-O-1590

<400> 38
atcagtattg cgctttcaac ttgaaggctt gaatc 355

<210> 39
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>10
<223> Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-3 06-O-1626

<400> 39
aatgtatgct gtagtggaca ttgct 25

<210> 40
<211> 2715
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-3 06-O-1366

<400> 4020
agtcttcatc tctttatctc ttcatca 27

<210> 41
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial25

<220>
<223> Cebador directo de la zona de unión 3’ del cóntigo-3 06-O-1569

<400> 41
ggcgacacaa agcacatgat tttcttacaa cg 32

<210> 4230
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-3 06-O-155135

<400> 42
acattcttct caaaccaagc atcccctaa 29

<210> 43
<211> 35
<212> ADN40
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 06-O-1571

<400> 43
tagcaaccga agcagagaat gagtgagagg taatc 3545

<210> 44
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>50
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<223> Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 06-O-1572

<400> 44
caaagcttat atatgccttc cgctaaggcc gaatg 35

<210> 45
<211> 285
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 06-O-1351

<400> 4510
gatgtcatca cacaactctg acttagtt 28

<210> 46
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial15

<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-1 06-O-1367

<400> 46
ccatcactcc aacacaggtt cc 22

<210> 4720
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la inserción del cóntigo-1 06-O-135725

<400> 47
tgaatcgtaa tgaggcaagg ca 22

<210> 48
<211> 23
<212> ADN30
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la inserción del cóntigo-1 06-O-1368

<400> 48
tcacactcac aatagggtgg cct 2335

<210> 49
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>40
<223> Cebador inverso de la inserción del cóntigo-1 06-O-1369

<400> 49
agcgaagttc ctattccgaa gtt 23

<210> 50
<211> 2545
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la inserción del cóntigo-1 06-O-1356

<400> 5050
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gaccatatta ggtaaccatc aaacc 25

<210> 51
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Cebador inverso de la inserción del cóntigo-1 06-O-1371

<400> 51
ccatctcagt cagcacaagg 20

<210> 5210
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la inserción del cóntigo-1 06-O-136015

<400> 52
gccttgtgct gactgagatg g 21

<210> 53
<211> 25
<212> ADN20
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la inserción del cóntigo-1 06-O-1423

<400> 53
agttccaaga cccattaaag tgcta 2525

<210> 54
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>30
<223> Cebador directo de la inserción del cóntigo-1 06-O-1363

<400> 54
aactcactgg tattcccgtt gcta 24

<210> 55
<211> 2035
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la inserción del cóntigo-1 06-O-1421

<400> 5540
tgcccacagg ccgtcgagtt 20

<210> 56
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial45

<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-1 06-O-1578

<400> 56
tttcattgac aacattgtgg atgtgaaagc ggac 34

<210> 5750
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<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la región 5’ del contigo-1 07-O-18895

<400> 57
caatactagc aaaagaaaaa gaaattatac ggaacaa 37

<210> 58
<211> 35
<212> ADN10
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la región 5’ del contigo-1 07-O-1940

<400> 58
ctgatagttt taaaagaaaa agtcagagtt gtatt 3515

<210> 59
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>20
<223> Cebador inverso de la región 3’ del contigo-1 07-O-1892

<400> 59
accaaaccat tttaattcaa atatttttca ttca 34

<210> 60
<211> 3425
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la región 3’ del contigo-1 07-O-1894

<400> 6030
gaaaatcatt tgtgtcaata gtttgtgtta tgta 34

<210> 61
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial35

<220>
<223> Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-2 06-O-1588

<400> 61
gcgcatgaga caattatgct aagactcaag cctac 35

<210> 6240
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-2 06-O-140345

<400> 62
aaccaatttc tttgcattcg gccttagcg 29

<210> 63
<211> 35
<212> ADN50
<213> Artificial
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<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-2 06-O-1592

<400> 63
tatttattaa tttcacattt taccacctgg ctatc 35

<210> 645
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la región 5’ del contigo-2 07-O-189510

<400> 64
ttttcaagga tgtctagggc ttcatccttc tc 32

<210> 65
<211> 31
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la región 5’ del contigo-2 07-O-1898

<400> 65
ggaccaagaa atgggacctc atcaagaaga g 3120

<210> 66
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>25
<223> Cebador directo de la región 3’ del contigo-2 07-O-1905

<400> 66
caacattaaa ttgaaagtct atttgac 27

<210> 67
<211> 3430
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la región 3’ del contigo-2 07-O-1903

<400> 6735
gctgttatat tattacttag tataatataa aatg 34

<210> 68
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial40

<220>
<223> Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-3 06-O-1669

<400> 68
ttgtctcatg tgattgactg acttagtttt ctacc 35

<210> 6945
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-3 06-O-142650
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<400> 69
cattggtcag attcacggtt tatt 24

<210> 70
<211> 25
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la inserción del cóntigo-3 06-O-1355

<400> 70
gtggcaggta atgtactacc atgaa 2510

<210> 71
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>15
<223> Cebador inverso de la inserción del cóntigo-3 06-O-1459

<400> 71
tggctgctgc cagtggcgat aagtcg 26

<210> 72
<211> 2320
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la zona de unión 3’ del cóntigo-3 05-O-1182

<400> 7225
ctgcgctctg ctgaagccag tta 23

<210> 73
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial30

<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-3 06-O-1672

<400> 73
gaatgctagg aagtactgca tttccatgtc tca 33

<210> 7435
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo de la región 5’ del contigo-3 07-O-188140

<400> 74
ctttttcctc ctctcatcag gcacattctt g 31

<210> 75
<211> 30
<212> ADN45
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la región 5’ del contigo-3 07-O-1882

<400> 75
tcagtataat ggtttggctg agtggaggaa 3050
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<210> 76
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> Cebador directo de la región 3’ del contigo-3 07-O-1886

<400> 76
ggcaaaatgt atatcaactg gaacaagtga gatgg 35

<210> 77
<211> 3610
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la región 3’ del contigo-3 07-O-1884

<400> 7715
tgctttttat acaatgggat gaagaagcac actgag 36

<210> 78
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial20

<220>
<223> Cebador directo de la zona de unión 5’ del cóntigo-4 HOS-A

<400> 78
cctgctctgt ccccttcaga ttacg 25

<210> 7925
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 5’ del cóntigo-4 HOS-B30

<400> 79
gggtggaaag atgttaccat g 21

<210> 80
<211> 34
<212> ADN35
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de la zona de unión 3’ del cóntigo-4 HOS-C

<400> 80
gaaacgccac catcaattta tatagacagc aagg 3440

<210> 81
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>45
<223> Cebador directo de la zona de unión 3’ del cóntigo-4 HOS-D

<400> 81
ggcggggttg atatatttat acacacc 27

<210> 82
<211> 1005850
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> Cóntigo-4

<400> 82

5
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<210> 83
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Zona de unión 5’ de 20-nt del cóntigo-4

<400> 83
atgaaaatcc tttttatatt 20

<210> 8410
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> Zona de unión 3’ de 20-nt del cóntigo-4

<400> 84
cattttttat acttctatat 20

<210> 855
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 5’ de 40-nt del cóntigo-410

<400> 85
cttcccaaac atgaaaatcc tttttatatt aagtaaacta 40

<210> 86
<211> 40
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 3’ de 40-nt del cóntigo-4

<400> 86
atttttatga cattttttat acttctatat gtaattgtat 4020

<210> 87
<211> 60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>25
<223> Zona de unión 5’ de 60-nt del cóntigo-4

<400> 87
tacgtgtctc cttcccaaac atgaaaatcc tttttatatt aagtaaacta tttttatatt 60

<210> 88
<211> 6030
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Zona de unión 3’ de 60-nt del cóntigo-4

<400> 8835
tttttaacat atttttatga cattttttat acttctatat gtaattgtat ggtggcgatc 60

<210> 89
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial40

<220>
<223> Cebador directo QPCR de la zona de unión 5’ del cóntigo-1

<400> 89
tgtcacatta caagtgagat gtcatca 27

<210> 9045
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso QPCR de la zona de unión 5’ del cóntigo-150
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<400> 90
tctcgttatc ttttgccact tttactag 28

<210> 91
<211> 19
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Sonda QPCR de la zona de unión 5’ del cóntigo-1

<400> 91
caagcttggt actaacata 1910

<210> 92
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>15
<223> Cebador directo QPCR de SAMS-HRA

<400> 92
ggcttgttgt gcagtttttg aa 22

<210> 93
<211> 2220
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso QPCR de SAMS-HRA

<400> 9325
ggaagaagag aatcgggtgg tt 22

<210> 94
<211> 16
<212> ADN
<213> Artificial30

<220>
<223> Sonda QPCR de SAMS-HRA

<400> 94
caacacaatg gcggcc 16

35
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REIVINDICACIONES

1.- Un polinucleótido aislado que comprende la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 
23, 24, 25, 82, 84, 85, 86, 87 o 88, o su complemento.

2.- Una planta de soja o una semilla de soja que comprende las SEQ ID NO:5, 6, 7 y 82.

3.- Un método para identificar si una muestra biológica comprende un polinucleótido que comprende cualquiera de 5
SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88,
comprendiendo dicho método:

a) poner en contacto dicha muestra biológica con un primer y un segundo cebador, en el que el primer cebador se 
asocia con:

i) una región genómica 5’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, o10

ii) una región 3’ genómica de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, y

en el que la segunda secuencia de cebador se asocia con una región de inserción de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su 
complemento, y la región de inserción comprende los nucleótidos 18.652-31.579 de SEQ ID NO:5, los nucleótidos 
12.164-14.494 de SEQ ID NO:6, los nucleótidos 5.751-7.813 de SEQ ID NO:7, o los nucleótidos 2.900-7.909 de 
SEQ ID NO:82; 15

b) amplificar un polinucleótido que comprende cualquiera de SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 
20, 21, 22, 23, 24, 25, 83, 84, 85, 86, 87 o 88; y 

c) confirmar que dicha muestra biológica comprende un polinucleótido que comprende cualquiera de SEQ ID NO:5, 
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88.

4.- El método de la reivindicación 3, que comprende además detectar un polinucleótido que comprende la SEQ ID 20
NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, o su 
complemento, mediante la hibridación con una sonda, en el que dicha sonda se hibrida selectivamente bajo 
condiciones rigurosas con un polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, o su complemento, en el que dichas condiciones de hibridación 
son una hibridación en formamida al 50%, NaCl 1,0 M, SDS al 1% a 37 °C y un lavado en 0,1 x SSC de 60 a 65 °C, 25
en el que la sonda tiene una longitud de al menos 8 nucleótidos y tiene una longitud suficiente de nucleótidos 
contiguos de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, para actuar como sonda de ADN que puede detectar y/o 
identificar específicamente un ADN que comprende la SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 
22, 23, 24, 25, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, o su complemento.

5.- El método de la reivindicación 3 o 4, en el que dicho primer o dicho segundo cebador comprende un fragmento 30
de al menos 6 nucleótidos de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento.

6.- El método de la reivindicación 5, en el que dicho primer o dicho segundo cebador comprende la SEQ ID NO:26, 
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 
58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 89, 90, 91, 92, 93 o 94.

7.- Un método para detectar la presencia de un polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 35
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88 en una muestra biológica que 
comprende ADN, que comprende:

(a) extraer una muestra de ADN de dicha muestra biológica; 

(b) poner en contacto dicha muestra de ADN con al menos una pareja de moléculas de cebador de ADN 
seleccionadas del grupo que consiste en:40

i) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:26 y SEQ ID NO:27; 

ii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:30; 

iii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:31 y SEQ ID NO:32; 

iv) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:34; 

v) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:35 y SEQ ID NO:36; 45

vi) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:37 y SEQ ID NO:38; 

vii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:39 y SEQ ID NO:40; 
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viii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:41 y SEQ ID NO:42; 

ix) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:43 y SEQ ID NO:44; 

x) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:45 y SEQ ID NO:46; 

xi) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:47 y SEQ ID NO:48; 

xii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:47 y SEQ ID NO:49; 5

xiii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:50 y SEQ ID NO:51; 

xiv) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:52 y SEQ ID NO:53; 

xv) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:54 y SEQ ID NO:49; 

xvi) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:55 y SEQ ID NO:46; 

xvii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:56; 10

xviii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:57 y SEQ ID NO:58; 

xix) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:59 y SEQ ID NO:60; 

xx) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:61 y SEQ ID NO:36; 

xxi) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:35 y SEQ ID NO:62; 

xxii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:37 y SEQ ID NO:63; 15

xxiii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:64 y SEQ ID NO:65; 

xxiv) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:66 y SEQ ID NO:67; 

xxv) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:68 y SEQ ID NO:69; 

xxvi) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:70 y SEQ ID NO:71; 

xxvii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:72 y SEQ ID NO:73; 20

xxviii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:74 y SEQ ID NO:75; 

xxix) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:76 y SEQ ID NO:77; 

xxx) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:78 y SEQ ID NO:79; 

xxxi) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81; y 

xxxii) las secuencias que comprenden SEQ ID NO:89 y SEQ ID NO:90; 25

(c) proporcionar condiciones de reacción de amplificación de ADN; 

(d) realizar dicha reacción de amplificación de ADN, produciendo con ello una molécula de amplicón de ADN; y 

(e) detectar dicha molécula de amplicón de ADN, en el que la detección de dicha molécula de amplicón de ADN en 
dicha reacción de amplificación de ADN indica la presencia de un polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:8, 9, 
10, 11, 12, 13,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 83, 84, 85, 86, 87 o 88,30

o

(a’) poner en contacto la muestra biológica que comprende ADN bajo condiciones de hibridación rigurosas con una 
sonda polinucleotídica, en el que dicha sonda se hibrida selectivamente bajo condiciones de hibridación rigurosas 
con un polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 
25, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, o su complemento, en el que dichas condiciones de hibridación son una hibridación en 35
formamida al 50%, NaCl 1,0 M, SDS al 1% a 37 °C y un lavado en 0,1 x SSC de 60 a 65 °C, en el que la sonda tiene 
una longitud de al menos 8 nucleótidos y tiene una longitud suficiente de nucleótidos contiguos de SEQ ID NO:5, 6, 
7 o 82, o su complemento, para actuar como sonda de ADN que puede detectar y/o identificar específicamente un 
ADN que comprende la SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 83, 84, 85, 86, 
87 o 88, o su complemento; y 40

(b’) detectar la hibridación de la sonda con el ADN.
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8.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, en el que dicha muestra comprende tejido de soja.

9.- Una pareja de cebadores de ADN que comprende un primer cebador de ADN y un segundo cebador de ADN, en 
el que los cebadores de ADN tienen una longitud de al menos 6 nucleótidos y tienen una longitud suficiente de 
nucleótidos contiguos de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, para actuar como cebadores de ADN que 
pueden detectar y/o identificar específicamente un ADN que comprende la SEQ ID NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 5
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, o su complemento, y en el que primer 
cebador se asocia con;

a) una región genómica 5’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, o

b) una región genómica 3’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, y 

en el que la secuencia del segundo cebador se asocia con una región de inserción de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su 10
complemento, y la región de inserción comprende los nucleótidos 18.652-31.579 de SEQ ID NO:5, los nucleótidos 
12.164-14.494 de SEQ ID NO:6, los nucleótidos 5.751-7.813 de SEQ ID NO:7, o los nucleótidos 2.900-7.909 de 
SEQ ID NO:82.

10.- Un método para seleccionar semillas para detectar la presencia de un polinucleótido que comprende la SEQ ID 
NO:5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 82, 83, 84, 85, 86, 87 o 88, que 15
comprende:

a) poner en contacto una muestra que comprende ADN de dicha semilla con un primer y un segundo cebador de 
ADN, en el que el primer cebador se asocia con:

i) una región genómica 5’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, o

ii) una región genómica 3’ de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su complemento, y 20

en el que la secuencia del segundo cebador se asocia con una región de inserción de SEQ ID NO:5, 6, 7 o 82, o su 
complemento, y la región de inserción comprende los nucleótidos 18.652-31.579 de SEQ ID NO:5, los nucleótidos 
12.164-14.494 de SEQ ID NO:6, los nucleótidos 5.751-7.813 de SEQ ID NO:7, o los nucleótidos 2.900-7.909 de 
SEQ ID NO:82; 

b) amplificar un polinucleótido que comprende un polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 25
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 83, 84, 85, 86, 87 o 88; y 

c) detectar dicho polinucleótido amplificado, o

a’) poner en contacto una muestra que comprende ADN de dicha semilla bajo condiciones de hibridación rigurosas 
con una sonda polinucleotídica que se hibrida selectivamente bajo condiciones de hibridación rigurosas con un 
polinucleótido que comprende la SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 83, 30
84, 85, 86, 87 o 88, o su complemento, en el que dichas condiciones de hibridación son una hibridación en 
formamida al 50%, NaCl 1,0 M, SDS al 1% a 37 °C y un lavado en 0,1 x SSC de 60 a 65 °C, en el que la sonda tiene 
una longitud de al menos 8 nucleótidos y tiene una longitud suficiente de nucleótidos contiguos de SEQ ID NO:5, 6, 
7 o 82, o su complemento, para actuar como sonda de ADN que puede detectar y/o identificar específicamente un 
ADN que comprende la SEQ ID NO:8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 83, 84, 85, 86, 35
87 o 88, o su complemento; y 

(b’) detectar la hibridación de la sonda con el ADN.
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