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DESCRIPCION

Procedimiento de diferenciacion de lineas de plantas fértiles y estériles por deteccion de marcadores polimoérficos en
ADN del cloroplasto

Antecedentes

Esta tecnologia se refiere a un procedimiento de diferenciacion de lineas de plantas fértiles y estériles al nivel de
ADN, detectando polimorfismos en ADN de cloroplasto.

El vigor hibrido en las plantas de cultivo ha sido reconocido como una herramienta generalizada y poderosa para
aumentar los rendimientos. Los hibridos comerciales se usan ampliamente en muchos cultivos, que incluyen maiz,
sorgo, remolacha azucarera, colza, trigo y girasol.

Los hibridos comerciales tienen el mayor potencial para cultivos cuando la semilla de hibrido puede producirse de
forma fiable y econdmicamente. Los tres requisitos bioldgicos para la satisfactoria produccion de semillas hibridas
son: (a) la presencia de vigor hibrido; (b) eliminaciéon de polen fértil en la linea endogamica que actuara de padre
femenino; y (c) polinizacion adecuada por la linea endogamica que actuara de padre masculino. Si estos requisitos
biolégicos se cumplen para una especie particular, puede desarrollarse un programa practico de produccion de
semillas a gran escala para producir hibridos para su uso por los agricultores.

El segundo de los requisitos anteriormente mencionados — la eliminacion de polen fértil en una linea que actuara
como padre femenino del hibrido — ha conducido a los cientificos a tratar de entender los mecanismos bioldgicos de
obtener esterilidad masculina en una especie hermafrodita. Por consiguiente, se desarrollaron varios procedimientos
o sistemas para obtener esterilidad masculina, que incluyen esterilidad masculina genética, esterilidad masculina
citoplasmica y esterilidad masculina nuclear-citoplasmica. La esterilidad masculina nuclear-citoplasmica, en
particular, se usa ampliamente para la produccién de semillas comerciales de semilla hibrida en especies de cultivos
hermafroditas (Wright, 1980).

Deben desarrollarse tres tipos de lineas endogamicas y mantenerse cuando se emplee un sistema citoplasmico-
genético para producir hibridos, como en el caso de maiz hibrido, sorgo, mijo perla, girasol, y otras especies. En este
sistema, el padre femenino alberga factores en el citoplasma de células, que lo hacen masculino estéril en ausencia
de genes restauradores apropiados, haciendo asi posible producir poblaciones femeninas que estan libres de
cualquier individuo fértil masculino (Forsberg & Smith, 1980).

El padre femenino en el sistema genético citoplasmico debe tener dos formas diferentes, pero fenotipicamente
idénticas. Una forma es estéril masculina, con citoplasma estéril (S) y con genes no restauradores (rfrf) en el nucleo.
La otra forma es fértil masculina, con citoplasma normal (N) fértil y también con genes no restauradores en el nucleo
(rfrf). La version estéril masculina se denomina la linea estéril masculina citoplasmica (cms), la linea A, o la linea
estéril. La version fértil masculina normal se llama la linea mantenedora o la linea B. Generalmente, la linea cms se
desarrolla cruzando una linea fértil masculina normal, como masculina, con una femenina estéril masculina con
citoplasma estéril y genes no restauradores, seguido de retrocruzamiento repetido con la linea fértii masculina
normal. Después de que la linea cms haya sido desarrollada, se produce una semilla de la linea cms para el
mantenimiento de la linea cruzando la linea cms estéril (S, rfrf) con la linea fértil masculina normal (N, rfrf). Toda la
descendencia del cruce sera estéril masculina. Las lineas fértiles masculinas normales (o lineas mantenedoras o
lineas B) se mantienen por una autopolinizacién rutinaria, polinizacion de plantas hermanas, o polinizacion abierta en
aislamiento.

El tercer tipo de linea endogamica en el sistema citoplasmico-genético es el padre masculino restaurador. Por
consiguiente, debe tener el genotipo dominante homocigético para la restauracion de la fertilidad (RfRf). Estas lineas
restauradoras, o lineas R, pueden desarrollarse usando una linea con genes restauradores como el padre donante y
el genotipo (linea) deseado para su uso como una linea restauradora como el padre recurrente en una serie de
retrocruces. Es muy conveniente si un padre donante también tiene citoplasma estéril (S, RfRf) y se usa como la
hembra, debido a que la presencia del alelo restaurador en segregar poblaciones después de cada retrocruce es
fenotipicamente evidente. Las lineas padre masculinas restauradoras son fértiles y se mantienen por autopolinizacion
rutinaria, polinizacién de plantas hermanas o polinizacion abierta en aislamiento.

Para la produccion de semillas hibridas, filas de la linea cms se siembran intercaladas con filas de la linea
restauradora de la fertilidad en relaciones de 2:1 a 6:1. Entonces se recogen semillas hibridas del cruce cms x
restaurador en la linea cms.

Sumario de la tecnologia

La divulgacion se refiere a un procedimiento de diferenciacion de homadlogos fértiles y estériles normales de una linea
endogamica de un cultivo vegetal que tiene un sistema citoplasmico o nuclear-citoplasmico de esterilidad masculina
que comprende las etapas de: (a) extraer ADN cloroplastico; y (b) amplificar el ADN cloroplastico con uno o mas
marcadores de ADN, en el que dichos marcadores se dirigen a diferencias polimorficas de ADN entre una linea de
planta fértil normal y una de planta estéril masculina citoplasmica. En un aspecto, la invencion se refiere a un
procedimiento de diferenciacion de homélogos fértiles y estériles normales de una linea endogamica de un cultivo
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vegetal que tiene un sistema citoplasmico o nuclear-citoplasmico de esterilidad masculina que comprende las etapas
de: (a) extraer ADN cloroplastico; (b) amplificar el ADN cloroplastico que comprende uno o mas marcadores de ADN
seleccionados del grupo que consiste en cpSSR-2, cpSSR-7 y un SNP en el intron del gen rpoC1 que permite la
diferenciacion de los citoplasmas fértiles y estériles de girasol; y (c) analizar el ADN cloroplastico amplificado que
comprende el uno o mas marcadores de ADN para diferenciar homologos fértiles y estériles normales de una linea
endogamica del cultivo vegetal que tiene un sistema citoplasmico o nuclear-citoplasmico de esterilidad masculina. En
un aspecto relacionado, el ADN cloroplastico se extrae de semillas. En un aspecto, el ADN marcador es un
polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP), PCR cebada con microsatélites anclados (AMP-
PCR), PCR arbitrariamente cebada (AP-PCR), amplificacion especifica de alelos (ASA), repeticion de secuencias
simples ancladas (ASSR), secuencia polimoérfica amplificada escindida (CAPS), huella dactilar por amplificaciéon de
ADN (DAF), amplificacion directa de polimorfismos en la longitud (DALP), amplificacion directa de ADN de
microsatélites por PCR (DAMD-PCR), polimorfismo en la longitud de fragmentos de ADN (DFLP), RAMP digerido
(dRAMP), polimorfismo amplificado en intrones-retrotransposones (IFLP), PCR entre microsatélites (IM-PCR),
polimorfismo amplificado entre retrotransposones (IRAP), amplificacion entre SSR (ISA), repeticiones entre
secuencias simples (ISSR), perfilado de amplicones arbitrarios multiples (MAAP), PCR cebada con microsatélites
(MP-PCR), ensayo de ligacion de oligonucleétidos (OLA), microsatélites de hibridacion amplificada al azar (RAHM),
polimorfismo de microsatélites amplificados al azar (RAMPO), polimorfismo de microsatélites amplificados al azar
(RAMP), microsatélites amplificados al azar (RAMS), ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD), polimorfismo de
insercion basado en retrotransposones (RBIP), polimorfismo amplificado por retrotransposones-microsatélites
(REMAP), polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion RFLP), amplificacion selectiva de loci polimoérficos
de microsatélites (SAMPLE), regiones amplificadas caracterizadas por secuencia (SCAR), polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP), polimorfismo de amplificacion de un solo cebador (SPAR), polimorfismo amplificado relacionado
con secuencia (SRAP), polimorfismo de amplificacion especifico de secuencia (S-SAP), polimorfismo de
conformacién de hebra unica (SSCP), polimorfismo en la longitud de secuencia simple (SSLP), region de
microsatélites marcados en secuencia (STAR), sitio de microsatélites marcados en secuencia (STMS), repeticion en
tandem corta (STR), sitio marcado en secuencia (STS), polimorfismo de amplificacion de regiones diana (TRAP),
numero variable de repeticiones en tandem (VNTR), o una repeticién de secuencias simples (SSR). En un aspecto de
la tecnologia, el marcador de ADN es cpSSR-2 o cpSSR-7. En otro aspecto de la tecnologia, el marcador de ADN es
un SNP en el intrén de la secuencia del gen de rpoC1 que permite la diferenciacion de los citoplasmas fértiles y
estériles de girasol. En un aspecto relacionado, el marcador de ADN es un SNP en el intrén de la secuencia del gen
de rpoC1 que permite la diferenciacion de los citoplasmas fértiles y estériles de girasol, cuyas secuencias se exponen
en SEQ ID NO: 3-12. En otro aspecto, la planta es alfalfa (Medicago sativa), cebolla (Allium cepa), maiz (Zea mays),
trigo (Triticum aestivum), arroz (Oryza sativa), girasol (Helianthus annuus), sorgo (Sorghum bicolor), zanahoria
(Daucus carota), petunia (Petunia hybrida), canola (Brassica napus), remolacha azucarera (Beta vulgaris) o tabaco
(Nicotiana tabacum). En otro aspecto mas de la tecnologia, se selecciona un lote de semillas en base a un nivel de
contaminacion de las semillas de la linea de plantas fértiles normales que estd por debajo de un umbral
predeterminado. En aspectos relacionados, el umbral predeterminado es o bien 1 % o menos o bien el 0,1 % o
menos.

La divulgacion proporciona ademas un procedimiento de deteccion de contaminacion de semillas de plantas de
semillas de plantas fértiles normales entre semillas de plantas estériles masculinas citoplasmicas, de una linea
endogamica de cultivo vegetal que tiene un sistema citoplasmico o nuclear-citoplasmico de esterilidad masculina, que
comprende las etapas de: (a) extraer ADN cloroplastico de una masa de semillas; y (b) amplificar el ADN
cloroplastico con uno o mas marcadores de ADN, en el que dichos marcadores se dirigen a diferencias polimoérficas
de ADN entre una linea de planta fértil normal y una de planta estéril masculina citoplasmica. La invencion se refiere
a un procedimiento de deteccién de contaminacion de semillas de plantas de semillas de plantas fértiles normales
entre semillas de plantas estériles masculinas citoplasmicas, de una linea endogamica de cultivo vegetal que tiene un
sistema citoplasmico o nuclear-citoplasmico de esterilidad masculina, que comprende las etapas de: (a) extraer ADN
cloroplastico de semillas; y (b) amplificar el ADN cloroplastico que comprende uno o mas marcadores de ADN
seleccionados del grupo que consiste en cpSSR-2, cpSSR-7 y un SNP en el intron del gen rpoC1 que permite la
diferenciacion de los citoplasmas fértiles y estériles de girasol; y (c) analizar el ADN cloroplastico amplificado que
comprende el uno o mas marcadores de ADN para detectar contaminacion de semillas de plantas de semillas de
plantas fértiles normales entre semillas de plantas estériles masculinas citoplasmicas de una linea endogamica de
cultivo vegetal que tiene un sistema citoplasmico o nuclear-citoplasmico de esterilidad masculina. En un aspecto
relacionado, el marcador de ADN es un polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP), PCR cebada
con microsatélites anclados (AMP-PCR), PCR arbitrariamente cebada (AP-PCR), amplificacion especifica de alelos
(ASA), repeticion de secuencias simples ancladas (ASSR), secuencia polimérfica amplificada escindida (CAPS),
huella dactilar por amplificacion de ADN (DAF), amplificacion directa de polimorfismos en la longitud (DALP),
amplificacion directa de ADN de microsatélites por PCR (DAMDPCR), polimorfismo en la longitud de fragmentos de
ADN (DFLP), RAMP digerido (dRAMP), polimorfismo amplificado en intrones-retrotransposones (IFLP), PCR entre
microsatélites (IM-PCR), polimorfismo amplificado entre retrotransposones (IRAP), amplificacion entre SSR (ISA),
repeticiones entre secuencias simples (ISSR), perfilado de amplicones arbitrarios multiples (MAAP), PCR cebada con
microsatélites (MP-PCR), ensayo de ligacién de oligonucledtidos (OLA), microsatélites de hibridacién amplificada al
azar (RAHM), polimorfismo de microsatélites amplificados al azar (RAMPO), polimorfismo de microsatélites
amplificados al azar (RAMP), microsatélites amplificados al azar (RAMS), ADN polimérfico amplificado al azar
(RAPD), polimorfismo de insercion basado en retrotransposones (RBIP), polimorfismo amplificado por
retrotransposones-microsatélites (REMAP), polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion RFLP),
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amplificacion selectiva de loci polimérficos de microsatélites (SAMPLE), regiones amplificadas caracterizadas por
secuencia (SCAR), polimorfismo de un solo nucleétido (SNP), polimorfismo de amplificacion de un solo cebador
(SPAR), polimorfismo amplificado relacionado con secuencia (SRAP), polimorfismo de amplificacion especifico de
secuencia (S-SAP), polimorfismo de conformacion de hebra unica (SSCP), polimorfismo en la longitud de secuencia
simple (SSLP), regidon de microsatélites marcados en secuencia (STAR), sitio de microsatélites marcados en
secuencia (STMS), repeticion en tandem corta (STR), sitio marcado en secuencia (STS), polimorfismo de
amplificacion de regiones diana (TRAP), numero variable de repeticiones en tandem (VNTR), o una repeticion de
secuencias simples (SSR). En otro aspecto, el marcador de ADN se amplifica y detecta usando metodologia de PCR
en tiempo real. En un aspecto relacionado, el marcador de ADN se amplifica usando los cebadores expuestos en
SEQ ID NO: 1 y 13. En un aspecto relacionado, el marcador de ADN se amplifica y detecta usando metodologia de
PCR en tiempo real acoplada con un ensayo TAQMAN. En un aspecto relacionado, el marcador de ADN se amplifica
usando los cebadores expuestos en SEQ ID NO: 14 y 15 y el amplicon se sonda con una sonda marcada con
fluoréforo con una secuencia expuesta en SEQ ID NO: 16. En otro aspecto relacionado mas, el marcador de ADN es
cpSSR-2 o cpSSR-7. En un aspecto de la tecnologia, el marcador de ADN es cpSSR-2 o cpSSR-7. En otro aspecto
de la tecnologia, el marcador de ADN es un SNP en el intrén de la secuencia del gen de rpoC1 que permite la
diferenciacion de los citoplasmas fértiles y estériles de girasol. En otro aspecto, la planta es alfalfa (Medicago sativa),
cebolla (Allium cepa), maiz (Zea mays), trigo (Triticum aestivum), arroz (Oryza sativa), girasol (Helianthus annuus),
sorgo (Sorghum bicolor), zanahoria (Daucus carota), petunia (Petunia hybrida), canola (Brassica napus), remolacha
azucarera (Beta vulgaris) o tabaco (Nicotiana tabacum). En otro aspecto de la tecnologia, se selecciona un lote de
semillas en base a un nivel de contaminacion de las semillas de la linea de plantas fértiles normales que esta por
debajo de un umbral predeterminado. En aspectos relacionados, el umbral predeterminado en o bien el 1 % o menos
o bien el 0,1 % o menos.

Otro aspecto de la tecnologia es un procedimiento de mitigacion de la contaminacion de semillas de plantas de
semillas de plantas fértiles normales entre semillas de plantas estériles masculinas citoplasmicas, de una linea
endogamica de cultivo vegetal que tiene un sistema citoplasmico o nuclear-citoplasmico de esterilidad masculina, que
comprende: (a) extraer ADN cloroplastico de una masa de semillas; (b) amplificar el ADN cloroplastico con uno o mas
marcadores de ADN, en el que dichos marcadores se dirigen a diferencias polimorficas de ADN entre una linea de
planta fértil normal y una de planta estéril masculina citoplasmica; y (c) seleccionar la semilla si esta esencialmente
libre de contaminacién de una linea de plantas fértiles normales o rechazar la semilla si presenta contaminacién de
una linea de plantas fértiles normales. En un aspecto relacionado, el marcador de ADN es un polimorfismo en la
longitud de fragmentos amplificados (AFLP), PCR cebada con microsatélites anclados (AMP-PCR), PCR
arbitrariamente cebada (AP-PCR), amplificacion especifica de alelos (ASA), repeticion de secuencias simples
ancladas (ASSR), secuencia polimérfica amplificada escindida (CAPS), huella dactilar por amplificaciéon de ADN
(DAF), amplificacion directa de polimorfismos en la longitud (DALP), amplificacion directa de ADN de microsatélites
por PCR (DAMD-PCR), polimorfismo en la longitud de fragmentos de ADN (DFLP), RAMP digerido (dRAMP),
polimorfismo amplificado en intrones-retrotransposones (IFLP), PCR entre microsatélites (IM-PCR), polimorfismo
amplificado entre retrotransposones (IRAP), amplificacion entre SSR (ISA), repeticiones entre secuencias simples
(ISSR), perfilado de amplicones arbitrarios multiples (MAAP), PCR cebada con microsatélites (MP-PCR), ensayo de
ligacion de oligonucledtidos (OLA), microsatélites de hibridacién amplificada al azar (RAHM), polimorfismo de
microsatélites amplificados al azar (RAMPO), polimorfismo de microsatélites amplificados al azar (RAMP),
microsatélites amplificados al azar (RAMS), ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD), polimorfismo de insercion
basado en retrotransposones (RBIP), polimorfismo amplificado por retrotransposones-microsatélites (REMAP),
polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion RFLP), amplificacion selectiva de loci polimoérficos de
microsatélites (SAMPLE), regiones amplificadas caracterizadas por secuencia (SCAR), polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP), polimorfismo de amplificacion de un solo cebador (SPAR), polimorfismo amplificado relacionado
con secuencia (SRAP), polimorfismo de amplificacion especifico de secuencia (S-SAP), polimorfismo de
conformacién de hebra unica (SSCP), polimorfismo en la longitud de secuencia simple (SSLP), region de
microsatélites marcados en secuencia (STAR), sitio de microsatélites marcados en secuencia (STMS), repeticion en
tandem corta (STR), sitio marcado en secuencia (STS), polimorfismo de amplificacion de regiones diana (TRAP),
numero variable de repeticiones en tandem (VNTR), o una repeticion de secuencias simples (SSR). En un aspecto
relacionado, el marcador de ADN es cpSSR-2 o cpSSR-7. En un aspecto de la tecnologia, el marcador de ADN es
cpSSR-2 o cpSSR-7. En otro aspecto de la tecnologia, el marcador de ADN es un SNP en el intron de la secuencia
del gen de rpoC1 que permite la diferenciacion de los citoplasmas fértiles y estériles de girasol. En otro aspecto de la
tecnologia, la planta es alfalfa (Medicago sativa), cebolla (Allium cepa), maiz (Zea mays), trigo (Triticum aestivum),
arroz (Oryza sativa), girasol (Helianthus annuus), sorgo (Sorghum bicolor), zanahoria (Daucus carota), petunia
(Petunia hybrida), canola (Brassica napus), remolacha azucarera (Beta vulgaris) o tabaco (Nicotiana tabacum).

Otro aspecto de la tecnologia es un lote de semillas de planta producido por el procedimiento de: (a) extraer ADN
cloroplastico de una masa de semillas; (b) amplificar el ADN cloroplastico con uno o mas marcadores de ADN, en el
que dichos marcadores se dirigen a diferencias polimoérficas de ADN entre una linea de planta fértil normal y una de
planta estéril masculina citoplasmica; y (c) seleccionar el lote de semillas si el nivel de contaminacion de semillas
fértiles normales estd por debajo de un umbral predeterminado. En otro aspecto, el marcador de ADN es un
polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP), PCR cebada con microsatélites anclados (AMP-
PCR), PCR arbitrariamente cebada (AP-PCR), amplificacion especifica de alelos (ASA), repeticion de secuencias
simples ancladas (ASSR), secuencia polimoérfica amplificada escindida (CAPS), huella dactilar por amplificaciéon de
ADN (DAF), amplificacion directa de polimorfismos en la longitud (DALP), amplificacion directa de ADN de
microsatélites por PCR (DAMD-PCR), polimorfismo en la longitud de fragmentos de ADN (DFLP), RAMP digerido
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(dRAMP), polimorfismo amplificado en intrones-retrotransposones (IFLP), PCR entre microsatélites (IM-PCR),
polimorfismo amplificado entre retrotransposones (IRAP), amplificacion entre SSR (ISA), repeticiones entre
secuencias simples (ISSR), perfilado de amplicones arbitrarios multiples (MAAP), PCR cebada con microsatélites
(MP-PCR), ensayo de ligacion de oligonucleétidos (OLA), microsatélites de hibridacion amplificada al azar (RAHM),
polimorfismo de microsatélites amplificados al azar (RAMPO), polimorfismo de microsatélites amplificados al azar
(RAMP), microsatélites amplificados al azar (RAMS), ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD), polimorfismo de
insercion basado en retrotransposones (RBIP), polimorfismo amplificado por retrotransposones-microsatélites
(REMAP), polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion RFLP), amplificacion selectiva de loci polimoérficos
de microsatélites (SAMPLE), regiones amplificadas caracterizadas por secuencia (SCAR), polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP), polimorfismo de amplificacion de un solo cebador (SPAR), polimorfismo amplificado relacionado
con secuencia (SRAP), polimorfismo de amplificacion especifico de secuencia (S-SAP), polimorfismo de
conformacién de hebra unica (SSCP), polimorfismo en la longitud de secuencia simple (SSLP), region de
microsatélites marcados en secuencia (STAR), sitio de microsatélites marcados en secuencia (STMS), repeticion en
tandem corta (STR), sitio marcado en secuencia (STS), polimorfismo de amplificacion de regiones diana (TRAP),
numero variable de repeticiones en tandem (VNTR), o una repeticion de secuencias simples (SSR). En un aspecto
relacionado, el marcador de ADN es cpSSR-2 o cpSSR-7. En un aspecto de la tecnologia, el marcador de ADN es
cpSSR-2 o cpSSR-7. En otro aspecto de la tecnologia, el marcador de ADN es un SNP en el intron de la secuencia
del gen de rpoC1 que permite la diferenciacion de los citoplasmas fértiles y estériles de girasol. En otro aspecto de la
tecnologia, la planta es alfalfa (Medicago sativa), cebolla (Allium cepa), maiz (Zea mays), trigo (Triticum aestivum),
arroz (Oryza sativa), girasol (Helianthus annuus), sorgo (Sorghum bicolor), zanahoria (Daucus carota), petunia
(Petunia hybrida), canola (Brassica napus), remolacha azucarera (Beta vulgaris) o tabaco (Nicotiana tabacum). En
otros aspectos de la tecnologia, el umbral predeterminado en o bien el 1 % o menos o bien el 0,1 % o menos.

Descripcion detallada de la tecnologia

Uno de los problemas practicos asociados a la implementacién de este sistema en cualquier especie de cultivo es
que la linea cms puede frecuentemente estar contaminada con la linea fértil masculina normal. En tales casos, las
filas de la linea cms tienen plantas de la linea fértil masculina normal en diversos porcentajes. Como tanto la linea
cms como la linea fértil masculina normal son versiones de la misma linea (genotipo nuclear casi idéntico), son
fenotipicamente idénticas y no pueden distinguirse hasta la floracién. Para entonces, es demasiado tarde detectar y
apartar las plantas de la linea fértil masculina normal. En tal caso, durante la floracién, hay dos fuentes diferentes de
polen: de la linea de padre masculino restaurador y de la linea fértii masculina normal contaminante. Por
consiguiente, hay dos tipos posibles de cruces: (a) los cruces legitimos o deseados del tipo cms x restaurador; y (b)
los cruces ilegitimos o no deseados del tipo cms x linea fértil masculina normal. Como todas las semillas se recogen
en masa en la linea cms, un porcentaje variable de semillas del cruce cms x linea fértii masculina normal
contaminaran la semilla hibrida del cruce cms x linea restauradora. Como los cruces ilegitimos dan lugar a semilla
cms no hibrida, los agricultores que usan tales tipos de semillas no deseables obtendran rendimientos decrecientes,
en una cantidad que dependera del grado de la contaminacién original.

El conocimiento avanzado de la cantidad de contaminacion de la linea fértil masculina normal en la linea cms
permitiria ventajosamente: (a) la capacidad de descartar lotes de semillas de la linea cms con contaminacion grave
de la linea fértil masculina normal; (b) deteccion y aislamiento de las plantas contaminantes de la linea fértil
masculina normal durante la produccion de la semilla hibrida o la multiplicacion de la linea cms; y (c) la capacidad
para realizar el control de calidad de la semilla hibrida.

La esterilidad masculina citoplasmica se ha descrito en mas de 150 especies de plantas (Kaul, 1988) y, en
combinacioén con el restaurador nuclear asociado de genes de fertilidad, el sistema cms se ha usado ampliamente en
el cultivo de plantas para la produccion de una variedad de cultivos hibridos F1. En la mayoria de los mutantes cms,
las anteras se desarrollan normalmente y se detiene la microsporogénesis durante o poco después de la meiosis
(Kaul, 1988). Generalmente, el tapete experimenta degradacion celular durante la meiosis de los meiocitos, seguido
poco después por la muerte de las microsporas inmaduras.

En plantas cms, genomas mitocondriales tienen un conjunto de genes idéntico al de mitocondrias normales (Satoh et
al., 2004; Allen et al., 2007). Esfuerzos para identificar genes mitocondriales han producido el descubrimiento de
marcos de lectura abiertos aberrantes, que consisten en fragmentos de genes mitocondriales y/o secuencias
desconocidas, normalmente con una estructura quimérica. En realidad, la cms esta asociada a la expresion de
marcos de lectura abiertos (ORF) novedosos en el genoma mitocondrial en la mayoria de las especies investigadas
hasta la fecha (Schnable y Wise, 1998) o con la delecién de genes mitocondriales en tabaco (Gutierres et al., 1997).
Se cree que los novedosos ORF se han originado por eventos de recombinacion aberrantes en el genoma
mitocondrial de plantas. Las secuencias de ADN de los ORF novedosos frecuentemente contienen secuencias
parciales de otros genes mitocondriales y pueden ser co-transcritos con genes mitocondriales funcionales (de la
Canal, et al, 2001; Balk, et al., 2001).

Hasta la fecha, se ha informado que varios ORF aberrantes, que producen cada uno polipéptidos Unicos, se asocian
a cms (Chase, 2007; Hanson y Bentolila, 2004). Los ORF aberrantes tienen poco en comun, incluso cuando su
fenotipo es muy similar. Esto sugiere que los ORF aberrantes asociados a cms han surgido independientemente
durante el transcurso de la evolucion de las angiospermas (Kubo, 2007, 2008).
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La presente tecnologia se basa en el sorprendente descubrimiento de un procedimiento para diferenciar plantas cms
de sus homodlogos fértiles normales analizando el genoma de cloroplastos.

El genoma de cloroplastos en plantas superiores esta altamente conservado (Wolfe et al. 1987), que ha tenido
algunas implicaciones practicas para la investigacion genética. Y, lo que es mas importante, el alto grado de
conservacion de secuencias ha permitido el uso de sondas de hibridacion heterélogas y cebadores de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en especies no relacionadas, evitando asi la necesidad de clonar ADN del cloroplasto
(ADNCcp) de todas y cada una de las especies (Olmstead y Palmer 1994). Pares de cebadores de PCR universales
han sido construidos basandose en secuencias codificantes conservadas de genes de ADNcp y se usan para
amplificar el ADN localizado entre los sitios de unién del cebador (Taberlet et al. 1991; Demesure et al. 1995;
Dumolin-Lapegue et al. 1997). Ha sido desarrollado un sistema de marcador de ADNcp que se basa en la aparicion
de un cierto tipo de "microsatélite" en el genoma de cloroplastos (Powell et al. 1995). Los microsatélites, también
llamados "repeticiones de secuencias simples" o "SSR," son elementos polimérficos abundantes de genomas
nucleares eucariotas que consisten en motivos de secuencia de ADN corta reiterados en tandem (Wang et al. 1994;
Field y Wills 1996). La variacion de tamafio de SSR es debida a un nimero de copias de repeticion variable y puede
visualizarse por amplificacion, por ejemplo por PCR con pares de cebadores flanqueantes, seguido de separacion
electroforética de los productos de amplificacion. Las SSR nucleares son frecuentemente multi-alélicas dentro de y
entre poblaciones, heredadas en un modo co-dominante, y rapidas y faciles de tipificar. Por consiguiente, las SSR
han llegado a ser el sistema de marcador de eleccion para el mapeo genético, genética de poblaciones y perfilado de
ADN en plantas (Powell et al. 1996; Weising et al. 1998).

Se ha descrito un conjunto de 10 pares de cebadores consenso basado en alineamientos multiples de regiones
flanqueantes de repeticion de mononucledtidos en ADNcp de varias especies de plantas mono- y dicotiledéneas por
(Powell y otros 1995; Bryan y otros 1999; Weising y Gardner 1999). Ocho de los 10 pares de cebadores son
ubicuamente aplicables a través de angiospermas dicotiledéneas, y revelan polimorfismos de ADNcp intra- e
interespecificos dentro de muchos géneros de angiospermas (Weising & Gardner, 1999; Weissing et al, 2005; Borsch
& Quandt, 2009). Desde entonces, se han identificado pares de cebadores conservados que flanquean SSRcp de
varias especies de angiospermas.

Ejemplos
Figuras
La Fig. 1 es una tabla que muestra los genotipos de girasol usados en este estudio.

La Fig. 2 muestra los productos de amplificacién de un marcador polimoérfico que se dirige a cpSSR-7 de ADN
cloroplastico de hojas jévenes de diferentes lineas de girasol cms y fértiles normales e hibridos comerciales
separados electroforéticamente.

La Fig. 3 muestra los productos de amplificacién de un marcador polimoérfico que se dirige a cpSSR-7 de ADN
cloroplastico de semillas de diferentes lineas de girasol cms y fértiles normales e hibridos comerciales
separados electroforéticamente.

La Fig. 4 muestra los productos de amplificacion de un marcador polimoérfico que se dirige a cpSSR-7 de ADN
cloroplastico de un lote de semillas de girasol separadas electroforéticamente. Esto permite la deteccion de
semillas contaminantes de una linea fértil normal en un lote de semillas de una linea estéril.

La Fig. 5 muestra los productos de amplificacién de un marcador polimoérfico que se dirige a cpSSR-2 de ADN
cloroplastico de un lote de semillas de maiz separadas electroforéticamente. Esto permite la diferenciacion de
citoplasmas estériles y fértiles en maiz.

La Fig. 6 muestra los productos de amplificacion de un marcador polimoérfico que se dirige a cpSSR-2 de ADN
cloroplastico de un lote de semillas de trigo que lleva el citoplasma de Timopheevi, separado
electroforéticamente. Esto permite la diferenciacion de citoplasmas de Timopheevi estériles y fértiles en trigo.

La Fig. 7 muestra los productos de amplificacién de un marcador polimoérfico que se dirige a cpSSR-2 de ADN
cloroplastico de un lote de semillas de sorgo separadas electroforéticamente. Esto permite la diferenciacion de
citoplasmas estériles y fértiles en sorgo.

La Fig. 8 muestra el alineamiento de nucledtidos parcial de secuencias de intrén de rpoC1 de lineas de girasol
estériles (SEQ ID NO: 3) y fértiles (SEQ ID NO: 4).

La Fig. 9 muestra el alineamiento de nucleétidos parcial de secuencias de intrén de rpoC1 de lineas de girasol
RIG (SEQ ID NO: 5), PET1 (SEQ ID NO: 3), HA89 (SEQ ID. 4), PET2 (SEQ ID NO: 6), ANN2 (SEQ ID NO: 7),
GIG1 (SEQ ID NO: 8), ANN3 (SEQ ID NO: 9), MAX1 (SEQ ID NO: 10), PEF1 (SEQ ID NO: 11) y ANN4 (SEQ ID
NO: 12) con diferentes citoplasmas.

La Fig. 10 muestra la deteccién de SNP para diferenciar citoplasmas fértiles de estériles usando metodologia de
PCR en tiempo real y de SYBR Green |. El grafico muestra las unidades de fluorescencia relativa (UFR) en
funcién de los niumeros de ciclos de amplificacion de muestras que llevan los citoplasmas fértiles y estériles.
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Usando la misma cantidad de entrada de ADNcp en las reacciones de PCR, el valor de Ct anterior (Ct nimero
de ciclos umbral de amplificacion) indica la deteccién especifica de muestras con citoplasma fértil.

La Fig. 11 muestra la deteccion de SNP para diferenciar semillas fértiles que contaminan lotes de semillas
estériles. El grafico muestra las unidades de fluorescencia relativa (UFR) en funcién del nimero de ciclos de
amplificacion. Diferencias en valores de Ct (nimero de ciclos umbral de amplificacion) indican diferentes niveles
de contaminacién por semillas con citoplasma fértil en las muestras.

La Fig. 12 muestra un ensayo TagMan para la deteccién de citoplasma fértil o "normal”. La muestra que lleva el
citoplasma fértil muestra el valor de Ct mas bajo, que indica la identificacion especifica del polimorfismo por la
sonda. Mientras tanto, la muestra de citoplasma estéril muestra el valor de Ct mas alto, que indica que el
polimorfismo presente en estas muestras no se detecto.

La Fig. 13 muestra un ensayo TagMan para determinar los niveles de contaminacion de citoplasma fértil. Los
valores de Ct aumentan en funcién de la contaminacion de citoplasma fértil. El valor de Ct mas bajo indica el
nivel mas alto de contaminacién de citoplasma fértil.

Ejemplo 1

En este ejemplo, polimorfismos de ADN en el genoma de cloroplastos permitieron la identificacion de versiones
estériles y fértiles de la misma linea endogamica en girasol. La especie de girasol empleada es PET1-CMS, que se
identifico en un cruce interespecifico entre Helianthus petiolaris y Helianthus annuus (Leclercq, 1969). PET1-CMS
esta asociado con la expresion de un gen mitocondrial novedoso, orf522, que codifica un polipéptido de 15 kD (Horn
et al., 1991; Laver et al., 1991; Monéger et al., 1994). El gen orf522 se cred por un evento de recombinacion que
implica una transposicion por inversion/insercion al gen atp1 (Kohler et al., 1991; Laver et al., 1991). Los primeros 18
aminoacidos de ORF522 son idénticos a ORFB, que puede ser el homdlogo de planta de ATP8 de levadura y de
mamifero, una subunidad de FOF1-ATPasa (Gray et al., 1998).

Se usaron varios pares de PET1-CMS estéril e isolineas fértiles de diferente genealogia, junto con muchas lineas
restauradoras (citoplasma de CMSPET1) y 6 hibridos comerciales (citoplasma de PET1-CMS). La tabla representada
en la Figura 1 muestra las diferentes especies de lineas de plantas empleadas en este ejemplo, que muestran
genotipo, estado estéril/fértil y tipo de linea o hibrido.

Se aisl6 ADN gendmico de hojas jovenes de diferentes lineas de girasol cms y fértiles e hibridos comerciales usando
modificaciones del procedimiento de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Weising et al. 1995). Se determinaron las
concentraciones de ADN electroforéticamente contra cantidades conocidas de ADN como patrones. Para PCR, se
ajustaron muestras de ADN a una concentracion de 20 ng/pl.

El marcador cpSSR-7 se amplific6 por PCR de ADN cloroplastico (ADNcp). La reaccion de PCR se llevé a cabo en
un volumen final de 15 pl que contenia 25 ng de ADNcp, 0,5 U de ADN Polimerasa Taq Platinum (Invitrogen
Carlsbad, CA) en 1 x tampo6n de PCR (Invitrogen), 0,2 mM de cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, y 0,45 uM de
cada uno de los cebadores directo e inverso (cpSSR-7F: CAACATATACCACTGTCAAG y cpSSR-7R:
ACATCATTATTGTATACTCTTTC), bajo las siguientes condiciones: 95 °C durante 3 minutos; seguido de 10 ciclos a
94 °C durante 30 segundos, 58 °C durante 30 segundos (-1 °C /ciclo), 72 °C durante 45 segundos. Los ciclos de PCR
con rampa decreciente de temperatura fueron seguidos de 30 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 48 °C durante 30
segundos y 72 °C durante 45 segundos, con una extension final de 72 °C durante 2 minutos. Las reacciones se
realizaron usando un ciclador térmico PTC-200 (MJ Research, Waltham, MA).

Todos los materiales genéticos (lineas o hibridos) que presentan el citoplasma de PET1-CMS que confiere esterilidad
masculina en girasol podrian diferenciarse de aquellos que presentan el citoplasma fértil o "normal" por medio de
muchos marcadores que se dirigen a SSR en el genoma de cloroplastos. Como un ejemplo, la amplificacion del
marcador de ADN cpSSR-7 con el par de cebadores cpSSR-7F y cpSSR-7R produjo un producto de PCR de 125 pb
en aquellos genotipos con el citoplasma de PET1-CMS (citoplasma estéril), mientras que se produjo un producto de
PCR de 122 pb a partir de los materiales genéticos con citoplasma normal o fértil. Estos resultados se representan en
la Figura 2, que muestra los productos de amplificacion de un marcador polimérfico que se dirige a cpSSR-7,
separado electroforéticamente.

Todos los materiales dentro del citoplasma de PET1-CMS pueden distinguirse de los materiales que llevan un
citoplasma normal o fértil por el tamafio del fragmento amplificado por el marcador polimérfico cpSSR-7. Esto indica
que el polimorfismo en el genoma mitocondrial que confiere la esterilidad/fertilidad en el girasol puede evaluarse por
medio de un polimorfismo en el genoma de cloroplastos.

Ejemplo 2

En este ejemplo, polimorfismos de ADN utiles para distinguir versiones estériles y fértiles de la misma linea, se
detectaron usando ADN de proplastidos que se producen en la semilla. El procedimiento descrito en el ejemplo
previo solo tiene relevancia y utilidad como una herramienta tecnolégica si el ADN puede extraerse de las semillas de
una especie dada. De otro modo, el procedimiento requeriria inversiones significativas de espacio (generalmente
espacio de invernadero o de camara climatica), luz, tiempo y trabajo, con el fin de sembrar las semillas y esperar el
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momento adecuado para muestrear el tejido de hoja con el fin de extraer ADNcp de ellas.

En las semillas de plantas de cultivo, los plastidos estan en una forma no diferenciada conocida como proplastidos
(Wise, 2006). Tras la extraccion de ADN de los proplastidos, se llevé a cabo amplificacion por PCR como se describe
previamente. Se obtuvo una banda polimérfica que distinguié facilmente las lineas estériles y fértiles usando el
ADNCcp extraido de semillas, exactamente el mismo que el obtenido de ADNcp extraido de hojas. Esto se representa
en la Figura 3, que muestra los productos de amplificacion de un marcador polimérfico que se dirige a cpSSR-7 de
ADNCcp de proplastidos de la semilla separada electroforéticamente. Esto confirma que el procedimiento usado para
distinguir tanto citoplasmas fértiles como estériles y basado en polimorfismos del genoma de cloroplastos puede
evaluarse no solo a partir de hojas, como se describe en el Ejemplo 1, sino también de semillas secadas.

Ejemplo 3

En este ejemplo, polimorfismos de ADN en el genoma de cloroplastos permiten la deteccion de semillas
contaminantes de una linea fértil normal en un lote de semillas de una linea estéril. En este ejemplo, la reaccion de
PCR se llevé a cabo en un volumen final de 15 pl que contenia 25 ng de ADNcp, 0,5 U de ADN Polimerasa Taq
Platinum (Invitrogen Carlsbad, CA) en 1 x tampdn de PCR (Invitrogen), 0,45 mM de cada uno de dATP, dGTP y
dTTP, dCTP 0,40 mM y Cy5.5-dCTP 0,75 mM, y 0,45 yM de cada uno de los cebadores directo e inverso. El
programa de PCR empleado fue el mismo que se describe en los ejemplos previos.

Después de la amplificacion por PCR la muestra se limpié usando NucleoFast 96 PCR (Macherey-Nagel). Las
muestras (0,25 pl) se cargaron en gel de poliacrilamida al 6,5 % en 1 x TBE y se sometieron a electroforesis a 1500
V, 40 mA, 30 W, a 45 °C en un analizador de ADN LiCor 4300 (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE). Las imagenes se
analizaron visualmente usando Adobe Photoshop (Adobe Systems, Inc, San Jose, CA).

Estos resultados se representan en la Figura 4, que muestra los productos de amplificacién de un marcador
polimérfico que se dirige a cpSSR-7 de ADN gendmico de proplastidos de la semilla de un lote de semillas de girasol
separadas electroforéticamente. Esto permite la deteccion de semillas contaminantes de una linea fértil normal en un
lote de semillas de una linea estéril.

Ejemplo 4

En este ejemplo, polimorfismos de ADN en el genoma de cloroplastos permiten la diferenciacion de citoplasmas
estériles y fértiles en una especie de planta diferente, maiz. En el maiz, se han desarrollado varios citoplasmas
estériles. El citoplasma A es un citoplasma estéril usado ampliamente en la produccién de semillas hibridas. Usando
el procedimiento descrito en los ejemplos previos, la Figura 5 muestra que el polimorfismo del marcador de cpSSR-2
(amplificado con los cebadores cpSSR-2F: GATCCCGGACGTAATCCTG y cpSSR-2R:
ATCGTACCGAGGGTTCGAAT) es capaz de diferenciar lineas estériles que llevan el citoplasma A de sus homadlogos
fértiles (isolineas) que llevan un citoplasma normal o fértil.

Ejemplo 5

En este ejemplo, polimorfismos de ADN en el genoma de cloroplastos permiten la diferenciacion de citoplasmas
estériles y fértiles de trigo. En el trigo, uno de los citoplasmas mas comunmente usados para la produccion de
semillas hibridas es el "citoplasma de Timopheevi'. Usando el procedimiento descrito en los ejemplos previos, la
Figura 6 muestra que es posible diferenciar lineas estériles que llevan el citoplasma de Timopheevi de sus
homologos fértiles que llevan un citoplasma normal o fértil usando el polimorfismo del marcador de cpSSR-2.

Ejemplo 6

Usando el procedimiento descrito en los ejemplos previos, la Figura 7 muestra que los polimorfismos de ADN en el
genoma de cloroplastos permiten la diferenciacion de citoplasmas estériles y fértiles en sorgo.

Aunque la presente tecnologia se ha desvelado con referencia a ciertos aspectos y realizaciones, expertos habituales
en la materia apreciaran que numerosas modificaciones, alteraciones y cambios a los aspectos descritos son
posibles sin apartarse de la esfera y alcance de la presente tecnologia. Por consiguiente, se pretende que la presente
tecnologia no se limite a los aspectos descritos y realizaciones descritas en el presente documento, sino que la
tecnologia se entienda de acuerdo con el espiritu y alcance completo en el que pretende entenderse, que incluye
equivalentes de los aspectos particulares y realizaciones descritas en el presente documento.

Ejemplo 7

Ejemplos previos hacen uso de polimorfismos en la longitud de fragmentos de SSR cloroplasticas. En este ejemplo,
usando cebadores de secuencia no codificante, la secuencia de intron del gen rpoC1 se amplificé por PCR a partir de
extracciones de ADN de proplastido con el fin de diferenciar lineas de girasol fértiles y estériles.

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl que contenia 50 ng de ADNcp, 0,5 U de ADN
Polimerasa Taq Platinum (Invitrogen Carlsbad, CA) en 1x tampdn de PCR (Invitrogen), dNTP 0,1 mM, MgCl» 2,5 mM,
0,3 pM de cada cebador (SEQ ID NO:1: GAATTAGGGATGTATTCAAGACGC y SEQ ID NO:2:
GGAGTTCTCGCTTTCAGATTCTAG) y 4 % de DMSO bajo las siguientes condiciones: 94 °C durante 5 minutos; 35
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ciclos a 94 °C durante 1 minuto, 55 °C durante 20 segundos y 72 °C durante 30 segundos. Las reacciones se
realizaron usando un ciclador térmico PTC-200 (MJ Research, Waltham, MA). Los productos de PCR se
secuenciaron.

Sorprendentemente, todos los materiales genéticos (lineas o hibridos) que presentan el citoplasma de PET1-CMS
que confiere esterilidad masculina en girasol tienen una secuencia expuesta como SEQ ID NO: 3, que es diferente de
la secuencia de los materiales genéticos que presentan el citoplasma fértil o "normal" (SEQ ID NO: 4) por un SNP
detectado en el intrén de la secuencia del gen rpoC1 y codificado como "G506T" (Figura 8). En la posicion de SNP,
lineas que llevan el citoplasma de PET1-CMS muestran una T y las lineas de citoplasma de girasol fértiles o
"normales" muestran una G en la secuencia de intrén de rpoC1. Es decir, el polimorfismo en la posicion 506 del intrén
de rpoC1 representa un polimorfismo, que permite la discriminacion entre lineas fértiles y estériles.

Ejemplo 8

En este ejemplo, secuencias de intrén del gen cloroplastico rpoC1 de varios citoplasmas diferentes que confieren
esterilidad masculina en girasol y codificadas como RIG, PET2, ANN2, GIG1, ANN3, MAX1, PEF1, ANN4 se
amplificaron, se secuenciaron, se alinearon y se compararon para detectar SNP.

Las secuencias obtenidas se exponen como SEQ ID NO: 5-12 y estan alineadas y se comparan en la Figura 9. Esta
figura muestra el alineamiento parcial de nucleétidos para la secuencia de intron de rpoC171 de los citoplasmas
estériles anteriormente mencionados (SEQ ID NO:3) y el citoplasma férti o "normal" (SEQ ID NO: 4).
Sorprendentemente, todos los citoplasmas probados que se remontaron a diferentes especies de Helianthus
mutadas, con la excepcion de PET2 (SEQ ID NO: 6), muestran exactamente el mismo polimorfismo con respecto al
citoplasma fértil o "normal" como se describe en el Ejemplo 7. Asi, los resultados inesperados muestran que el SNP
G506T puede usarse para diferenciar, detectar o identificar al nivel molecular los citoplasmas estériles PET1, RIG,
ANN2, GIG1, ANN3, MAX1, PEF1 y ANN4 del citoplasma normal o fértil. El citoplasma de PET2, por otra parte,
también puede diferenciarse del citoplasma fértil por otro SNP en la misma posicion (506). En realidad, en esta
posicion PET2 muestra un citoplasma A mientras que el fértil o "normal" muestra una G como se mostré en el
Ejemplo 7. Este SNP posterior, util para identificar citoplasma estéril PET2 del citoplasma fértil, se codific6 como
G506A.

Ejemplo 9

En este ejemplo, la deteccidon de SNP presente en el intron rpoC1 de citoplasma fértil o "normal” se realizé con ADN
de proplastido como entrada por un procedimiento de PCR en tiempo real usando cebadores especificos de alelo y el
colorante fluorescente verde SYBR Green | (Invitrogen).

Se realizaron reacciones de PCR en tiempo real con el ciclador térmico iQCycler iQ4 (Bio-Rad). La reaccién de PCR
se llevo a cabo en un volumen final de 25 ul que contenia 50 ng de ADNcp, 0,5 U de ADN Polimerasa Taq Platinum
(Invitrogen Carlsbad, CA) en 1x tampdn de PCR (Invitrogen), dNTP 0,1 mM, MgCl; 2,5 mM, 0,15 uM de cada uno del
cebador ("G506-R", SEQ ID NO. 13: ACGAGGTATAACTATAAATTCTTATGAAAG y "rpoC1 -Forward", SEQ. ID NO.
1: GAATTAGGGATGTATTCAAGACGC), 0,5x SYBR Green | y 4 % de DMSO. Las condiciones de PCR fueron del
siguiente modo: 94 °C durante 5 minutos; 35 ciclos a 94 °C durante 30 minutos, 58,5 °C durante 20 segundos y 72 °C
durante 30 segundos. Todas las reacciones de PCR se realizaron por triplicado para cada muestra.

La metodologia de PCR en tiempo real basada en cebadores especificos de alelo fue capaz de identificar G en la
posiciéon 506 que diferencia inequivocamente el citoplasma fértil de todos los otros citoplasmas estériles probados
(Figura 10).

Ejemplo 10

En este ejemplo, polimorfismos de ADN en el genoma cloroplastico permiten la deteccion de semillas contaminantes
de una linea fértil normal en un lote de semillas de una linea estéril. Las reacciones de PCR se realizaron usando la
estrategia de PCR en tiempo real detallada en el Ejemplo 9. Se obtuvieron ADNcp de cuatro muestras diferentes que
llevaban cuatro niveles de contaminacion diferentes (10, 5, 2 y 0,2 % de semillas de una linea de citoplasma fértil en
una masa de semillas de una linea estéril). Los ADNcp se normalizaron para usar la misma cantidad en las
reacciones de PCR. Todas las reacciones de PCR se realizaron por triplicado para cada muestra.

Asi, la metodologia de PCR en tiempo real basada en SYBR Green | es de forma fiable lo suficientemente sensible
para detectar tan poco como 1 semilla fértil o "normal" en un conjunto de 499 semillas con citoplasma esteéril (es
decir, 0,2 % de contaminacién), como se muestra en la Figura 11.

Ejemplo 11

En este ejemplo, la deteccion de SNP presente en el intron rpoC1 de citoplasma fértil o "normal” se realizé usando un
ensayo TagMan (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) basado en una sonda de oligonucleétidos especifica de
alelo. Las secuencias de los cebadores y la sonda son del siguiente modo: "PTQF-1", SEQ ID NO: 14,
CTACAAAAGAAAAAGTCTTTTTTTACGAGGTATAACT y "PTQR-1" SEQ ID NO: 15:
TGTATTCAAGACGCTCCCCAAAA, y "PBTQ1", SEQ ID NO: 16: (FAM)-ATCTATGGTCGCTTTCAT-(MGB). Se
realizaron reacciones de PCR en tiempo real con el ciclador térmico iQCycler iQ4 (Bio-Rad). La reaccion de PCR se
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llevd a cabo en un volumen final de 25 pl usando 2x TagMan SNP Genotyping (PE Applied Biosystems), 20x ensayo
de genotipificacion de SNP, 10 ul de ADN a 10 ng/pl usando las siguientes condiciones: 95 °C 10 minutos, 40 ciclos
92 °C 15 segundos 60 °C 1 minuto. Todas las reacciones de PCR se realizaron por triplicado para cada muestra.

La Figura 12 muestra la deteccion especifica realizada por sonda marcada con FAM del citoplasma fértil que
diferencia lineas fértiles que llevan el citoplasma fértil de sus homologos estériles.

Ejemplo 12

En este ejemplo, polimorfismos de ADN en el genoma cloroplastico permiten la deteccion de semillas contaminantes
de una linea fértil normal en un lote de semillas de una linea estéril. Las reacciones de PCR se realizaron usando la
estrategia de PCR en tiempo real detallada en los ejemplos previos. El ADNcp se obtuvo de cuatro muestras
diferentes artificialmente contaminadas para generar cuatro niveles de contaminacion diferentes (5, 1, 0,5y 0,1 % de
semillas con citoplasma fértil en una masa de semillas con citoplasma estéril). Los ADNcp se normalizaron para usar
la misma cantidad en las reacciones de PCR. Todas las reacciones de PCR se realizaron por triplicado para cada
muestra.

Los impresionantes resultados obtenidos indican que la metodologia de PCR en tiempo real basada en el ensayo
TagMan es de forma fiable lo suficientemente sensible para detectar tan solo 1 semilla fértil o "normal" en un conjunto
de 999 semillas estériles (es decir, el 0,1 %), como se muestra en la Figura 13, permitiendo una deteccién temprana
de trazas de contaminacion en lotes de semillas estériles.

Listado de secuencias

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°1

<211> 24

<212> ADN

<213> Helianthus annuus L.

<223> rpoC1-Cebador directo en la secuencia de intrén de rpoCl

<400> gaattaggga tgtattcaag acgc 24

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°2

<211> 24

<212> ADN

<213> Helianthus annuus L.

<223> rpo C1-Cebador inverso en la secuencia de intréon de rpoC/

<400> ggagttctcg ctttcagatt ctag 24

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°3

<211> 454

<212> ADN

<213> Helianthus petiolaris ssp petiolaris Nutt.

<223> secuencia de intrén de rpoC/ de cmsPET1 parcial de ADNcp

<400>
tgatctatgg tcgatttcat aagaatttat agttatacct cgtaaaaaaa gactttttct 60
ttigtagaat taagcagttc ctitttttag aaaaaaaatg atgttcaagt aagcaaatag 120
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aaaggatgtc atggttacaa gagtctatct atcgcatata gactttaatc gtggcectaac 180
cgtcgaggtg aagtcgggac ctaaaagatc gaatggaaca gtacatagac aagtaaatic 240
cttatgaatt ccaaggtact ctetttaatt aagaattacg ggattcatca ttcgagagga 300
agtagactac tcaagaattt cacatttcat ttatgtcata attgaataaa gaaticataa 360
aatctaaata aaaataataa ggaagacaga atcaatgaag ttttgcttga ttttcactga 420
aaacttgagt aaggagtaga tccttttgga gttt 454

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°4

<211> 454

<212> ADN

<213> Helianthus annuus L.

<223> secuencia de intrén de rpoC/ de HA89 parcial de ADNcp

<400>
tgatctatgg tcgetticat aagaatttat agitatacct cgtaaaaaaa gacttttict 60
ttigtagaat taagcagtic ctitttttag aaaaaaaatg atgttcaagt aagcaaatag 120
aaaggatgtc atggttacaa gagtctatct atcgcatata gactttaatc gtggcectaac 180
cgtcgaggtg aagtcgggac ctaaaagatc gaatggaaca gtacatagac aagtaaatic 240
cltatgaatt ccaaggtact ctctttaatt aagaattacg ggattcatca ticgagagga 300
agtagactac tcaagaattt cacatttcat ttatgtcata attgaataaa gaattcataa 360
aaictaaata aaaataataa ggaagacaga atcaatgaag ttttgcttga ttttcactga 420
aaacttgagt aaggagtaga tcctittgga gttt 454

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°5

<211> 454

<212> ADN

<213> Helianthus rigidus (Cass.) Desf. (=Helianthus pauciflorus Nutt.J

<223> secuencia de intron de rpoC/ de cmsRIG parcial de ADNcp

<400>
tgatctatgg tcgatttcat aagaatitat agttatacct cgtaaaaaaa gactttttct 60
fitgtagaat taagcagttc ctitttttag aaaaaaaatg atgttcaagt aagcaaatag 120
aaaggatgtc atggttacaa gagtctatct atcgeatata gactttaatc gtggectaac 180
cgtcgaggtg aagtcgggac ctaaaagatc gaatggaaca gtacatagac aagtaaattc 240
cttatgaatt ccaaggtact cictitaatt aagaattacg ggattcatca ttcgagagga 300
agtagactac tcaagaattt cacatttcat ttatgtcata attgaataaa gaattcataa 360
aatctaaata aaaataataa ggaagacaga atcaatgaag ttttgcitga tittcactga 420
aaacttgagt aaggagtaga tccitttgga gttt 454

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°6

<211> 456 <212> ADN

<213> Helianthus petiolaris ssp. petiolaris Nutt.

<223> secuencia de intron de rpoC/ de cmsPET2 parcial de ADNcp

<400>

11
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agacctaagg tcggttitce tacgaattta tagttatacce tcgtaaaaaa agactitttt 60

tttggtagaa ttaagcagtt cctttttitg gaaaaaaaaa tgatgticaa gtaagcaaat 120
agaaaggatg tcatggttac aagagtctat ctatcgcata tagactitaa tcgtggcecta 180
accgtcgagg tgaagicggg acctaaaaga tcgaatggaa cagtacatag acaagtaaat 240
tcettatgaa ticcaaggta cictetttaa ttaagaatta cgggattcat cattcgagag 300
gaagtagact actcaagaat ttcacatttc atttatgtca taattgaata aagaattcat 360
aaaatctaaa taaaaataat aaggaagaca gaatcaatga aattttgctt gattttcact 420
gaaaacttga gtaaggagta gatccttttg gagtit 456

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Procedimiento para diferenciar plantas fértiles y estériles mediante la detecciéon de marcadores
polimorficos en el ADN del cloroplasto

<160> 16

<210> SEQ ID N°7

<211> 455

<212> ADN

<213> Helianthus annuus L.

<223> secuencia de intron de rpoC/ de cmsANN2 parcial de ADNcp

<400>

tgatctatgg tcgatttcat aagaatitat agttatacct cagtaaaaaaa gactttttct 60
tttgtagaat taagcagttc ctitttitag aaaaaaaaat gatgticaag taagcaaata 120
gaaaggatgt catggttaca agagictatc tatcgcatat agactttaat cgtggcctaa 180
ccgtcgagyt gaagtcggga cctaaaagat cgaatggaac agtacataga caagtaaatt 240
ccttatgaat tccaaggtac tetctttaat taagaattac gggattcatc attcgagagg 300
aagtagacta ctcaagaatt tcacattica tttatgtcat aattgaataa agaattcata 360
aaatctaaat aaaaataata aggaagacag aatcaatgaa attitgctig attttcactg 420
aaaacttgag taaggagtag atccttttgg agttt 455

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°8

<211> 455

<212> ADN

<213> Helianthus giganteus L.

<223> secuencia de intrén de rpoC/ de cmsGIG1 parcial de ADNcp

<400>
tgatctatgg tcgatticat aagaatttat agttatacct cgtaaaaaaa gacttttict 60
tttgtagaat taagcagttic ctttitttag aaaaaaaaat gatgticaag taagcaaata 120
gaaaggatgt catggttaca agagtctatc tatcgcatat agactttaat cgtggectaa 180
ccgtecgaggt gaagteggga cctaaaagat cgaatggaac agtacataga caagtaaatt 240
ccltatgaat tccaaggtac tctctttaat taagaattac gggattcatce attcgagagg 300
aagtagacta ctcaagaatt tcacatttca tttatgtcat aattgaataa agaattcata 360
aaatctaaat aaaaataata aggaagacag aatcaatgaa attttgettg attticactg 420
aaaacttgag taaggagtag atccttitgg agttt 455

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°9

<211> 455

<212> ADN

<213> Helianthus annuus L.

<223> secuencia de intrén de rpoC/ de cmsANN3parcial de ADNcp

<400>
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tgatctatgg tcgatticat aagaatttat agttatacct cgtaaaaaaa gactttiict 60

tttgtagaat taagcagttce cittttttag aaaaaaaaat gatgttcaag taagcaaata 120
gaaaggatgt catggttaca agagictatc tatcgeatat agactitaat cgtggectaa 180
ccgtcgaggt gaagtcggga cctaaaagat cgaatggaac agtacataga caagtaaatt 240
ccttatgaat tccaaggtac tetetitaat taagaattac gggattcate attcgagagg 300
aagtagacta ctcaagaatt tcacatttca tttatgicat aattgaataa agaaticata 360
aaatctaaat aaaaataata aggaagacag aatcaatgaa attttgcttg attttcactg 420
aaaacttgag taaggagtag atccttttgg agttt 455

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°10

<211> 454

<212> ADN

<213> Helianthus maximiliani Schrad.

<223> secuencia de intrén de rpoC/ de cmsMAX1 parcial de ADNcp

<400>

tgatctatgg tcgatttcat aagaatttat agttatacct cgtaaaaaaa gactttttct 60

tttgtagaat taagcagttc ctittittag aaaaaaaatg atgttcaagt aagcaaatag 120
aaaggatgic atggttacaa gagtctatct atcgcatata gactttaatc gtggcctaac 180
cgtcgaggtg aagtcgggac ctaaaagatc gaatggaaca gtacatagac aagtaaattc 240
cttatgaatt ccaaggtact ctctttaatt aagaattacg ggattcatca tticgagagga 300
agtagactac tcaagaattt cacatitcat tiatgtcata attgaataaa gaattcataa 360
aatctaaata aaaataataa ggaagacaga atcaatgaag ttttgcttga tittcactga 420
aaacttgagt aaggagtaga tcctttigga gttt 454

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°11

<211> 454

<212> ADN

<213> Helianthus petiolaris ssp. fallax Heiser

<223> secuencia de intrén de rpoC/ de cmsPEFI parcial de ADNcp

<400>

tgatctatgg tcgatitcat aagaatttat agttatacct cgtaaaaaaa gacttttict 60

tttgtagaat taagcagttc ctttitttag aaaaaaaatg atgtticaagt aagcaaatag 120
aaaggatgtc atggttacaa gagtctatct atcgceatata gactttaatc gtggcctaac 180
cgtcgaggtg aagtcgggac ctaaaagate gaatggaaca gtacatagac aagtaaattc 240
cttatgaatt ccaaggtact ctctttaatt aagaattacg ggattcatca ttcgagagga 300
agtagactac tcaagaattt cacatttcat ttatgtcata attgaataaa gaattcataa 360
aatctaaata aaaataataa ggaagacaga atcaatgaag ttttgcttga ttttcactga 420
aaacttgagt aaggagtaga tccttttgga gttt 454

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°12

<211> 454

<212> ADN

<213> Helianthus annuus L.

<223> secuencia de intrén de rpoC/ de cmsANN4 parcial de ADNcp

<400>
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tgatctatgg tcgatitcat aagaatttat agttatacct cgtaaaaaaa gactttttct 60
tttigtagaat taagcagtic ctttttttag aaaaaaaatg atgticaagt aagcaaatag 120
aaaggatgtc atggttacaa gagtctatct atcgcatata gactttaate gtggectaac 180
cotcgaggtg aagtcgggac ctaaaagatc gaatggaaca gtacatagac aagtaaattc 240
cttatgaatt ccaaggtact ctctttaatt aagaattacg ggattcatca ttcgagagga 300
agtagactac tcaagaattt cacatttcat ttatgtcata attgaataaa gaaticataa 360
aatctaaata aaaataataa ggaagacaga atcaatgaag ttttgcttga ttttcactga 420
aaacttgagt aaggagtaga tccittigga gttt 454

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°13

<211> 30

<212> ADN

<213> Helianthus annuus L.

<223> cebador G506-R

<400> acgaggtata actataaatt cttatgaaag 30

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°14

<211> 30

<212> ADN

<213> Helianthus annuus L.

<223> cebador PTQF-1

<400> acgaggtata actataaatt cttatgaaag 30

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°15

<211> 37

<212> ADN

<213> Helianthus annuus L.

<223> cebador PTQR-1

<400> ctacaaaaga aaaagtcttt ttttacgagg tataact 37

<110> Sala, Carlos; Ramos, Maria Laura; Bulos, Mariano; Altieri, Emiliano. Nidera S.A.

<120> Un procedimiento para diferenciar isolineas estériles y fértiles en cultivos con sistema nuclear-
citoplasmico de esterilidad masculina

<160> 16

<210> SEQ ID N°16

<211>18

<212> ADN

<213> Helianthus annuus L.

<223> Cebador fluorogénico PBTQ1

<400> atctatggtc gctttcat 18
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de diferenciacion de homologos fértiles y estériles normales de una linea endogamica de un
cultivo vegetal que tiene un sistema citoplasmico o nuclear-citoplasmico de esterilidad masculina que comprende las
etapas de:

(a) extraer ADN cloroplastico;

(b) amplificar el ADN cloroplastico que comprende uno o mas marcadores de ADN seleccionados del grupo que
consiste en cpSSR-2, cpSSR-7 y un SNP en el intron del gen rpoC1 que permite la diferenciacion de los
citoplasmas fértiles y estériles de girasol; y

(c) analizar el ADN cloroplastico amplificado que comprende el uno o mas marcadores de ADN para diferenciar
homologos fértiles y estériles normales de una linea endogamica del cultivo vegetal que tiene un sistema
citoplasmico o nuclear-citoplasmico de esterilidad masculina.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el ADN cloroplastico se extrae de semillas.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que la planta es alfalfa (Medicago sativa), cebolla
(Allium cepa), maiz (Zea mays), trigo (Triticum aestivum), arroz (Oryza sativa), girasol (Helianthus annuus), sorgo
(Sorghum bicolor), zanahoria (Daucus carota), petunia (Petunia hybrida), canola (Brassica napus), remolacha
azucarera (Beta vulgaris) o tabaco (Nicotiana tabacum).

4. Un procedimiento de deteccién de contaminacion de semillas de plantas de semillas de plantas fértiles normales
entre semillas de plantas estériles masculinas citoplasmicas, de una linea endogamica de cultivo vegetal que tiene un
sistema citoplasmico o nuclear-citoplasmico de esterilidad masculina, que comprende las etapas de:

(a) extraer ADN cloroplastico de semillas; y

(b) amplificar el ADN cloroplastico que comprende uno o mas marcadores de ADN seleccionados del grupo que
consiste en cpSSR-2, cpSSR-7 y un SNP en el intron del gen rpoC1 que permite la diferenciacion de los
citoplasmas fértiles y estériles de girasol; y

(c) analizar el ADN cloroplastico amplificado que comprende el uno o mas marcadores de ADN para detectar
contaminacién de semillas de plantas de semillas de plantas fértiles normales entre semillas de plantas estériles
masculinas citoplasmicas de una linea endogamica de cultivo vegetal que tiene un sistema citoplasmico o
nuclear-citoplasmico de esterilidad masculina.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que el marcador de ADN se amplifica y detecta usando metodologia
de PCR en tiempo real.

6. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que el marcador de ADN se amplifica usando los cebadores
expuestos en SEQ ID NO: 1y 13.

7. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el marcador de ADN se amplifica y detecta usando metodologia
de PCR en tiempo real acoplada con un ensayo TAQMAN.

8. La metodologia de la reivindicacion 7, en la que el marcador de ADN se amplifica usando los cebadores expuestos
en SEQ ID NO: 14 y 15 y el amplicon se sonda con una sonda marcada con fluoréforo con una secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 16.

9. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que la planta es alfalfa (Medicago sativa), cebolla (Allium cepa), maiz
(Zea mays), trigo (Triticum aestivum), arroz (Oryza sativa), girasol (Helianthus annuus), sorgo (Sorghum bicolor),
zanahoria (Daucus carota), petunia (Petunia hybrida), canola (Brassica napus), remolacha azucarera (Beta vulgaris)
o tabaco (Nicotiana tabacum).

10. El procedimiento de la reivindicaciéon 5, que comprende ademas la etapa de seleccionar la semilla, si esta
esencialmente libre de contaminacion, de una linea de plantas fértiles normales o rechazar la semilla, si presenta
contaminacion, de una linea de plantas fértiles normales.

11. El procedimiento de la reivindicacion 4 o la reivindicaciéon 10, en el que se selecciona un lote de semillas en base
a un nivel de contaminacion de las semillas de la linea de plantas fértiles normales que esta por debajo de un umbral
predeterminado.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que el umbral predeterminado es 1 % o menos.

13. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que el umbral predeterminado es 0,1 % o menos.

14. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el cultivo vegetal es girasol (Helianthus annuus).

15. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que el SNP en el intron del gen rpoC1 es G506 T o G506A.
16. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el cultivo vegetal es girasol (Helianthus annuus).

17. El procedimiento de la reivindicacion 16, en el que el SNP en el intron del gen rpoC1 es G506T o G506A.
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Genotipo Estéril/fértil Tipo de linea o hibrido
|

1 VA140 Estéril Linea A

2 VB141 Fértil Linea B

3 CMS GM40 Estéril Linea A

4 GM40 Fértil Linea B

5 CMS GM1606  |Estéril Linea A

6 GM1606 Fértil Linea B

7 A837 Estéril Linea A

8 B838 Fértil Linea B

9 A749 Estéril Linea A

10 B750 Fértil Linea B

11 A769 Estéril Linea A

12 B770 Fértil Linea B

13 CMS HA&9 Estéril Linea A

14 HARS9 Fértil Linea B

15 R54 Fértil (cms/Rf1Rf1) Linea R

16 R81 Fértil (cms/RfIRf1) Linea R

17 R702 Fértil (cms/Rf1Rf1) Linea R

18 R2043 Fértil (cms/RfI1Rf1) Linea R

19 R720 Fértil (cms/RfI1Rf1) Linea R

20 RHA274 Fértil (cms/Rf1Rf1) Linea R

21 RHA271 Fértil (cms/RfIRf1) Linea R

22 HARI Fértil Desconocido

23 HAR2 Fértil Desconocido

24 HAR3 Fértil Desconocido

25 HAR4 Fértil Desconocido

26 HARS Fértil Desconocido

27 P1000 Fértil (Cms/Rf1rf1) Hibrido comercial
28 P15 Fértil (Cms/Rf1rf1) Hibrido comercial
29 P102 CL Fértil (Cms/Rf1rf1) Hibrido comercial
30 Aromo 10 Fértil (Cms/Rf1rf1) Hibrido comercial
31 P68 CL Fértil (Cms/Rf1rf1) Hibrido comercial
32 P33 Fértil (Cms/Rf1rf1) Hibrido comercial

FIG. 1: Genotipos de girasol usados en este estudio.
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La FIG. 2 muestra los productos de amplificaciéon de un marcador polimérfico que se dirige a cpSSR-7
de ADN cloroplastico de hojas jovenes de diferentes lineas de girasol cms y fértiles normales e hibridos
comerciales separados electroforéticamente. Los carriles estan enumerados como sigue: 1- VA140
(linea A, cms); 2- VB141 (linea B o mantenedora, no cms); 3- CMS GM40 (linea A, cms); 4- GM40 (B o
mantenedora, no cms); 5- CMS GM1606 (linea A, cms); 6- GM 1606 (B o mantenedora, no cms); 7-
A837 (linea A, cms); 8- B838 (B o mantenedora, no cms); 9- A749 (linea A, cms); 10- B750 (B o
mantenedora, no cms); 11- A769 (linea A, cms); 12- B770 (B o mantenedora, no cms); 13-CMS HA89
(linea A, cms); 14- HA89 (B o mantenedora, no cms); 15- R54 (linea R o restauradora, cms); 16- R81
(linea R o restauradora, cms); 17- R702 (linea R o restauradora, cms); 18- R2043 (linea R o
restauradora, cms); 19- R720 (linea R o restauradora, cms); 20- RHA274 (linea R o restauradora, cms);
21- RHA271 (linea R o restauradora, cms); 22- HAR1 (Desconocido); 23- HAR2 (Desconocido); 24-
HAR3 (Desconocido); 25- HAR4 (Desconocido); 26- HAR5 (Desconocido); 27- P1000 (hibrido, cms);
28- P15 (hibrido, cms); 29- P102 CL (hibrido, cms); 30- Aromo 10 (hibrido, cms); 31- P68 CL (hibrido,
cms); 32- P33 (hibrido, cms). La amplificaciéon del marcador de ADN cpSSR-7 con el par de cebadores
cpSSR-7F y cpSSR-7R produjo un producto de PCR de 125 pb en aquellos genotipos con citoplasma
PET 1-CMS (citoplasma cms estéril), mientras que se produjo un producto de PCR de 122 pb a partir
de los materiales genéticos con citoplasma normal o fértil (no cms)
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La FIG. 3 muestra los productos de amplificacién de un marcador polimoérfico que se dirige a cpSSR-7 de
ADN cloroplastico de semillas de diferentes lineas de girasol cms y fértiles normales e hibridos
comerciales separados electroforéticamente. Los carriles estan numerados como sigue: 1- VA140 (linea
A, cms); 2- VB141 (B o mantenedora, no cms); 3- CMS GM40 (linea A, cms); 4- GM40 (B o
mantenedora, no cms); 5- CMS GM1606 (linea A, cms); 6- GM 1606 (B o mantenedora, no cms); 7-
A837 (linea A, cms); 8- B838 (B o mantenedora, no cms); 9- A749 (linea A, cms); 10- B750 (B o
mantenedora, no cms); 11- A769 (linea A, cms); 12- B770 (B o mantenedora, no cms); 13- CMS HA89
(linea A, cms); 14- HA89 (B o mantenedora, no cms). La amplificacién del marcador de ADN cpSSR-7
con el par de cebadores cpSSR-7F y cpSSR-7R produjo un producto de PCR de 125 pb en aquellos
genotipos con citoplasma PET 1-CMS (citoplasma cms estéril), mientras que se produjo un producto de
PCR de 122 pb a partir de los materiales genéticos con citoplasma normal o fértil (no cms)
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La FIG. 4 muestra los productos de amplificacién de un marcador polimoérfico que se dirige a cpSSR-
7 de ADN cloroplastico de un lote de semillas de girasol separadas electroforéticamente. Esto permite
la deteccion de semillas contaminantes de una linea fértil normal en un lote de semillas de una linea
estéril. Los carriles estan numerados como sigue: M- marcador molecular 700 Licor. 1y 2- cmsHA89
(linea A, cms); 3 y 4- HA89 (B o mantenedora, no cms); 5 y 6- HA89: cms HA89 50:50.
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La FIG. 5 muestra los productos de amplificacién de un marcador polimoérfico que se dirige a cpSSR-
2 de ADN cloroplastico de un lote de semillas de maiz separadas electroforéticamente. Esto permite
la diferenciacion de citoplasmas estériles y fértiles en maiz. Los carriles son nimeros como sigue: M-
Marcador molecular; 1-IT7TEE42; 2-IT7TEE42cms (estéril).
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FIG. 6 Marcador cpSSR-2 polimérfico en ADN cloroplastico extraido de semillas de trigo. M-
Marcador molecular; 1- PR143; 2- PR189, 3- PR267, 4- PR270, 5- Bg9, 6- BTK242. Los carriles 1, 2,
3y 4 se corresponden con las lineas que llevan el citoplasma de “Timopheevi'.
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La FIG. 7 muestra los productos de amplificacién de un marcador polimoérfico que se dirige a cpSSR-
2 de ADN cloroplastico de un lote de semillas de sorgo separadas electroforéticamente. Esto permite
la diferenciacion de citoplasmas estériles y fértiles en sorgo. Los carriles estdn numerados como
sigue: M- Marcador molecular; 1- R264W; 2- B375B; 3- B837BW; 4- S3N153; 5- S4N321RC; 6-
A374F. Los carriles 1, 2 y 3 se corresponden con lineas que llevan citoplasma estéril (cms) mientras
que los carriles 4, 5 y 6 se corresponden con lineas que llevan citoplasma fértil.
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SEQ.IDD
SHE . IDG

SEQ. LD
SED. T04

SEQL, D3
SEQ.I {1

e aw

4 4
ACATCATTTTTTTTCTAAARAAAGGAACTGCTTAATTCTACARARGAAAN NIRRT
ACATCATTTTTTT TCTARARARAGGAACTGCT TAATTCTACAAAAGAAA SR

ACATCATT T T TT T TCT ARPPARAGGAACTGCT TARTTE T ACAANAGAIGA

* *
AGTCTTTTTTTACGAGGTATAACTATAAATTCTTATGA
GTCTTTTTTTACGAGGTATAACTATAAATTCTTATGAALE

FIG. 8: Alineamiento de nucledtidos parcial de secuencias de intrén de rpoC17 de lineas estériles
(SEQ ID NO: 3) y fértiles (SEQ ID NO: 4). La flecha indica el polimorfismo que permite la
discriminacion entre lineas fértiles y estériles.

23




ES 2 644 576 T3

500
¥ * * *
sSEo.Thh AAGTCTTEUTTTACGAGGT ATAACTATAARATTOT TN IGARNT ~CGACCAT
SR TS AAGTOTTTTTUTACGAGGTATARCTATARATTCT TATGAART ~CGAICAT
2T 0 AAGTOTTTTTTTACGAGETATAACTATAITATTUTTATGAANG ¥

e e

Pr TR

hoinin rrotin th
P ot o i ot
eyl il el v o

L. LIS AAGTCTTTTTT TACGAGG TN IAAUTAT AARTTCOTAGUEAARNS
.1 £ CTETTTTTACGAGGTAT AN TATARAT TCTTATGARAT -G
2. 1DE AAGTCTTTTTTTACGAGETATARITATAAAT TCTTAT GAAANT -1 H

At ax av st se o

SEL, 1DY TTTTTTTACGAGSTATARC TAT ARATTCTTATGAANT - LG taya
BEQ.IELO TEPTTTACGAGUTATRAUTAT ARATTOTTATGAANT : R13
D IDTL 2 AAGTOTTTITTTACGASUGTATAAC TATAARTTCTTATGAMAT - CGAC ¢ RE3
(002 1 AAGTOTTTITTTAIGAGSTATAACTATAANTPCTTATEAANT (CGACCAT ¢ 513

ARGTCTTTTTTTACSAGGTATAR I TATAAATTCUTALGARAY CGACIAT

t AGATCA 1 qig
s AGATCA ¢+ o 1o
PAGATUA 1 e
 AGGTCT @ gag
2 AGATCA 1 Rlo
t AGATUA ¢ g

>

NGATUA £10

tOAGATUA 10

£AGATCA ¢ zje

1 AGATOR 210
A aTa

FIG. 9: Alineamiento de nucleétidos parcial de secuencias de intrén de rpoC1 de lineas RIG (SEQ ID
NO: 5), PET1 (SEQ ID NO: 3), HA89 (SEQ ID. 4), PET2 (SEQ ID NO: 6), ANN2 (SEQ ID NO: 7),
GIG1 (SEQ ID NO: 8), ANN3 (SEQ ID NO: 9), MAX1 (SEQ ID NO: 10), PEF1 (SEQ ID NO: 11) y
ANN4 (SEQ ID NO: 12) con diferentes citoplasmas. La flecha indica el polimorfismo en SNP
G506T/A.
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FIG. 10: Deteccion de SNP para diferenciar citoplasmas fértiles de estériles usando metodologia de
PCR en tiempo real y de SYBR Green |. El grafico muestra las unidades de fluorescencia relativa
(UFR) en funcién de los nimeros de ciclos de amplificacion de muestras que llevan los citoplasmas
fértiles y estériles. Usando la misma cantidad de entrada de ADNcp en las reacciones de PCR, el
valor de Ct anterior (Ct numero de ciclos umbral de amplificacion) indica la deteccion especifica de
muestras con citoplasmas fértiles.
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FIG. 11: Deteccion de SNP para diferenciar semillas fértiles que contaminan lotes de semillas estériles. El grafico
muestra las unidades de fluorescencia relativa (UFR) en funcién del nimero de ciclos de amplificacion. Diferencias
en valores de Ct (nimero de ciclos umbral de amplificacion) indican diferentes niveles de contaminacion por semillas
con citoplasma fértil en las muestras.
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FIG. 12: Ensayo TagMan para la deteccion de citoplasma fértil o "normal”. La muestra que lleva el citoplasma fértil
muestra el valor de Ct mas bajo, que indica la identificacion especifica del polimorfismo por la sonda. Mientras tanto,
la muestra de citoplasma estéril muestra el valor de Ct mas alto, que indica que el polimorfismo presente en estas
muestras no se detecto.
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FIG. 13: Ensayo TagMan para determinar los niveles de contaminacién de citoplasma fértil. Los valores de Ct
aumentan en funcién de la contaminacion de citoplasma fértil. El valor de Ct mas bajo indica el nivel mas alto de
contaminacion de citoplasma fértil.
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