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Relatério Descriivo da Patente de Invencdo para "ACIDO
NUCLEICO ESPECIFICO, PARES DE INICIADORES, SONDAS, KITS E
METODOS PARA IDENTIFICAR O EVENTO ELITE A2704-12 EM AMOSTRAS
BIOLOGICAS, CONFIRMAR A PUREZA DE SEMENTES E ANALISAR
SEMENTES EM RELAGAO A PRESENGA DO REFERIDO EVENTO ELITE".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se a métodos e kits para identificar

em amostras biolégicas a presenga de material de planta, que compreende,
especificamente, o evento de transformacdo A2704-12, bem como plantas
de soja transgénicas, material de planta e sementes que contém esse even-
to. As plantas de soja da invengdo combinam o fenétipo tolerante a herbici-
das com uma eficiéncia agrondmica, estabilidade genética e adaptabilidade
a fundamentos genéticos diferentes, equivalentes a linha de soja nao trans-
formada, na auséncia de pressao por ervas daninhas.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A expresséao fenotipica de um transgene em uma planta € deter-

minada tanto pela estrutura do préprio gene e por sua localizagdo no genoma
da planta. Ao mesmo tempo, a presenga de transgene (em um DNA estranho)
em diferentes localizagbes no genoma influencia o fendtipo total da planta de
diferentes maneiras. A introdugdo agronomicamente ou industrialmente bem
sucedida de uma caracteristica comercialmente interessante em uma planta
por manipulacdo genética pode ser um procedimento demorado, dependendo
de diversos fatores. A transformacgao e regeneragdao em si de plantas genetica-
mente transformadas s&o apenas a primeira em uma série de etapas de sele-
¢ao, que incluem uma extensa caracterizagéo genética, reprodugéo e avaliagao
em testes de campo, eventualmente levando a selegdo de um evento de elite.
A identificagdo inequivoca de um evento de elite esta se tornan-
do crescentemente importante, em vista das discussdes sobre Novos Ali-
mentos/Forragem, separagao de produtos GMO e ndo GMO e a identifica-
cao de material patenteado. Idealmente, esse método de identificagcao é tan-
to rapido como simples, sem a necessidade de uma estrutura ampla de labo-
ratério. Além disso, o método deve fornecer resultados que permitem a de-

terminacgao inequivoca do evento de elite, sem interpretagdo do técnico, mas
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que resiste a um exame por um técnico, caso necessario.

A2704-12 foi selecionado como um evento de elite no desenvol-
vimento de soja (Glycine max. L.) resistente a herbicida, Libety®, por trans-
formagéo da soja com um plasmideo que compreende o gene de pat sintéti-
co, que codifica a tolerdncia a fosfinotricina e pode ser vendida comerciai-
mente como soja Liberty Link®. No presente estdo descritas as ferramentas
para uso em métodos simples e inequivocos para identificar o evento de elite
A2704-12 em amastras biologicas.

SUMARIO DA INVENCAQ
A presente invencgao refere-se a métodos para identificar o even-

to de elite A2704-12 em amostras biolégicas, métodos esses que estdo ba-
seados em iniciadores ou sondas que reconhecem especificamente a se-
glUéncia flanqueadora 5' efou 3' de A2704-12.

Mais especificamente, a invengéo refere-se a um método que
compreende a amplificagdo de uma seqiéncia de acido nucléico presente
em amostras biologicas, usando uma rea¢do em cadeia de polimerase com
pelo menos dois iniciadores, um dos quais reconhece a regiao flanqueadora
5' ou 3' de A2704-12, o outro, que reconhece uma sequéncia dentro do DNA
estranho, de preferéncia, para obter um fragmento de DNA de entre 100 e
500 bp. Os iniciadores podem reconhecer uma sequéncia dentro da regiao
flanqueadora 5' de A2704-12 (SEQ ID NO: 1, da posigdo 1 a posigéo 209) ou
dentro da regido flanqueadora 3' de A2704-12 (complemento de SEQ ID NO:
2, da posicdo 569 a posi¢cdo 1000) e uma sequéncia dentro do DNA estranho
(complemento de SEQ ID NO: 1, da posicdo 210 a 720 ou SEQ ID NO: 2, da
posi¢do 1 a posi¢ao 568), em cada caso. O iniciador que reconhece a regiao
flanqueadora 5' pode compreender a sequéncia de nucleotideo SEQ ID NO:
4 e o iniciador que reconhece uma sequéncia dentro do DNA estranho pode
compreender a seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 8, descrita no pre-
sente.

A presente invengao refere-se, mais especificamente, a um me-
todo para identificar o evento de elite A2704-12 em amostras bioldgicas, mé-

todo esse que compreende amplificar uma sequéncia de um &cido nucléico
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presente em uma amostra bioldgica, usando uma reaga2c em cadeia com
dois iniciadores com, em cada caso, a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID
NO: 4 e SEQ ID NO: 8, para obter um fragmento de DNA de cerca de 185
bp.

A presente invencao refere-se, ainda, as sequéncias flanquea-
doras especificas de A2704-12 descritas no presente, que podem ser usa-
das para desenvoiver métodos de identificagao especificos para A2704-12
em amostras biologicas. Mais particularmente, a invengao refere-se as regi-
des flanqueadoras 5' e/ou 3' de A2704-12, que podem ser usada para o de-
senvolvimento de iniciadores e sondas especificos, tal como descrito adicio-
nalmente no presente. A invengao refere-se, ainda, a métodos de identifica-
cdo para a presenca de A2704-12 em amostras biologicas, baseados no uso
desses iniciadores ou sondas especificos. Os iniciadores podem consistir em
uma seqiéncia de nucleotideo de 12 a cerca de 200 nucleotideos consecuti-
vos, selecionados da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1, do nucleo-
tideo 1 ao nucleotideo 209 ou o complemento da sequéncia de nucleotideo
de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 569 ao nucleotideo 1000, combinados com
iniciadores que consistem em uma seqléncia de nucleotideo de 17 a cerca
de 200 nucleotideos consecutivos, selecionados do complemento da se-
quéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 210 ao nucleotideo
720 ou da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 1 ao
nucleotideo 569. Os iniciadores também podem compreender essas se-
quéncias de nucleotideo localizadas em sua extremidade 3' extrema e com-
preender, ainda, seqUéncias ndo relacionadas ou seqiéncias derivadas das
sequéncias de nucleotideo mencionadas, mas compreendendo combinagoes
imperfeitas.

A invencdo refere-se, ainda, a kits para identificar o evento de
elite A2704-12 em amostras biologicas, sendo que os referidos kits compre-
endem pelo menos um iniciador ou sonda que reconhece especificamente a
regido flanqueadora 5' ou 3' de A2704-12.

O kit da invencédo pode compreender, além de um iniciador que

reconhece especificamente a regiao flangueadora 5' ou 3' de A2704-12, um
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segundo iniciador, que reconhece especificamente uma seqiiéncia dentre do
DNA estranho de A2704-12, para uso em um protocolo de identificagao de
PCR. De preferéncia, o kit da invengdo compreende dois iniciadores especi-
ficos, um dos quais reconhece uma sequéncia dentro da regiao flanqueadora
5' de A2704-12, e o outro, que reconhece uma seqléncia dentro do DNA
estranho. Especialmente o iniciador que reconhece a regiao flanqueadora 5',
pode compreender a sequéncia de nucieotideo de SEQ 1D NO: 4 e o inicia-
dor que reconhece o transgene pode compreender a seqiiéncia de nucleoti-
deo de SEQ ID NO: 8 ou qualquer outro iniciador, tal como descrito no pre-
sente.

A invencdo refere-se, ainda, a um kit para identificar o evento de
elite A2704-12 em amostras biolégicas, sendo que o referido kit compreende
os iniciadores de PCR, com a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 4 e
SEQ ID NO: 8, para uso no protocolo de identificagcdo de PCR de A2704-12,
descrito no presente.

A invengdo também refere-se a um kit para identificar o evento
de elite A2704-12 em amostras biologicas, sendo que o referido kit compre-
ende uma sonda especifica com uma seqléncia que corresponde (ou é
complementar) a seqiéncia com entre 80% e 100% de identidade de se-
qiéncia com uma regido especifica de A2704-12. De preferéncia, a seqlién-
cia da sonda corresponde a uma regiao especifica que compreende parte da
regiao flanqueadora 5' ou 3' de A2704-12. De modo especialmente preferido,
a sonda especifica tem ou é complementar a) uma sequiéncia com entre
80% e 100% de identidade de seqiiéncia com a seqléncia entre os nucleoti-
deo 160 e 260 de SEQ ID NO: 1 ou a sequéncia entre 0s nucleotideos 520 e
620 de SEQ ID NO: 2.

Os métodos e kits compreendidos pela presente invengao po-
dem ser usados para fins diferentes, tais como, mas nao limitados acs se-
guintes: para identificar a presenga ou auséncia de A2704-12 em plantas,
material de planta ou em produtos tais como, mas nao limitados a, produtos
de alimentos ou forragem (frescos ou processados), que compreendem ma-

terial de planta ou sdo derivados do mesmo; adicionalmente ou alternativa-
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mente, 0s métodos kits da presente invengdo podem ser usados para identi-
ficar material de piantas transgénicas pra fins de separagao entre material
transgénico e nao transgénico; adicionaimente ou alternativamente, os mé-
todos e kits da presente invengdo podem ser usados para determinar a qua-
lidade (isto é, percentagem de material puro) de material de planta, que
compreende A2704-12.

A invencgéo refere-se, ainda, as regides flanqueadoras 5' e/ou 3'
de A2704-12, bem como aos iniciadores e sondas especificos desenvolvidos
das segléncias flanqueadoras 5' e/ou 3' de A2704-12.

A invencdo também refere-se a plantas de soja, partes das
mesmas, células, sementes e plantas de progénie, que compreendem o e-
vento de elite A2704-12. Essas plantas, partes das mesmas, células, semen-
tes e plantas de progénie podem ser identificadas usando os métodos tais
como descritos no presente.

DESCRICAQ DETALHADA
A incorporagdo de uma molécuia de DNA recombinante no ge-

noma da planta tipicamente resuita da transformagdo de uma célula ou teci-
do (ou de outra manipulagéo genética). O local especifico de incorporagao
deve-se ou a integragédo "aleatéria” ou estd em uma localizagio predetermi-
nada (se for usado um processo de integragao dirigida).

O DNA introduzido no genoma da planta como resultado da
transformag¢ao de uma célula ou tecido da planta com um DNA recombinante
ou "DNA de transformacéo", e que se origina dessa DNA de transformagao,
esta referido doravante como "DNA estranho”, que compreende um ou mais
"transgenes". "DNA da planta" no contexto da presente invencao refere-se a
DNA gue se origina da planta que esté sendo transformada. O DNA de plan-
ta geralmente ¢ encontrado no mesmo iocal genético na planta do tipo nativo
correspondente. O DNA estranho pode ser caracterizag@o pela localizagao e
pela configuragdo no local da incorporagdo da molecula de DNA recombi-
nante no genoma da planta. O local no genoma da planta onde o DNA re-
combinante foi inserido também é designado por "local de insergao" ou "local

de alvo". A insergdo de DNA recombinante no genoma da planta pode estar




10

15

20

25

30

associada a uma supressao de DNA de planta, designada como "supressio
de tocal de alvo". Uma "regiac flanqueadora” ou "sequéncia flanqueadora”,
tal como usada no presente, refere-se a uma seqguéncia de pelo menos 50
bp e até 5000 bp do genoma da planta, que esta locadlizada ou imediata-
mente a montante do ou contigua a ou imediatamente a jusante de e conti-
gua ao DNA estranho. Procedimentos de transformacéo, que levam a inte-
gracdo aleatoria do DNA estranho resultam em produtos de transformacéo
com regides flanqueadoras diferente, que sao caracteristicas e exclusivas
para cada produto de transformagao. Quando o DNA recombinante é intro-
duzido em uma planta através de cruzamento tradicional, seu local de inser-
¢ao no genoma da planta ou em suas regides flanqueadoras geralmente ndo
e modificado. Uma "regiao de insergac", tal como usada no presente, refere-
se a regiao correspondente a regido de pelo menos 40 bp, de preferéncia,
pele menos 100 bp, e até 10000 bp, abrangida pela sequéncia que compre-
ende a regiao flanqueadora a montante e/ou a jusante de um DNA estranho
no genoma da planta. Levando em consideragao pequenas diferengas devi-
do a mutag¢des dentro de uma espécie, uma regiao de inser¢gao conserva, ao
ser cruzada em uma planta da mesma espécie, pelo menos 85%, de prefe-
réncia, 90%, de modo particularmente preferido, 95%, e, de modo especial-
mente preferido, 100% de identidade de sequéncia com a segléncia que
compreende as regioes flanqueadoras a montante e a jusante do DNA es-
tranho na planta originalmente obtida por transformagéo.

Um evento & definido como um local genético (artificial) que,
como resultado de engenharia genética, leva um transgene, que compreen-
de pelo menos uma copia de um gene de interesse. Os estados alélicos tipi-
cos de um evento sao0 a presenca ou auséncia do DNA estranho. Um evento
esta caracterizado fenotipicamente pela expressdo do transgene. Ao nivel
genético, um evento ¢ parte da constituicdo genética de uma planta. Ao nivel
molecular, um evento pode estar caracterizado pelo mapa de restrigao (por
exemplo, tal como determinado por Southern blotting), pelas seqliéncias
flanqueadoras a montante e/ou a jusante do transgene, a localizagao dos

marcadores moleculares e/ou a configuragdo molecular do transgene. Nor-
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malmente, a transformacéo de uma planta com um DNA de transformagég,
que compreende pelo menos um gene de interesse, leva a multiplicidade de
eventos, cada um dos quais é exclusivo.

Um evento de elite, tal como usado no presente, € um evento

" que é selecionado de um grupo de eventos, obtidos por transiormagao com

o mesmo DNA de transformagio ou por novo cruzamento com plantas obti-
das por essa transformagdo, com base na expressao e estabilidade do(s)
transgene(s) e sua compatibilidade com as caracteristicas agrondémicas oti-
mas da planta que contém o mesmo. Desse modo, os critérios para a sele-
¢éo do evento de elite sdo um ou mais, de preferéncia, dois ou mais vantajo-
samente, todos 0s seguintes:

a) que a presenca do DNA estranho ndao compromete outras
caracteristicas da planta, tais como as que referem-se a eficiéncia agroné-
mica ou valor comercial;

b) que o evento esta caracterizado por uma configuragao mole-
cular bem definida, que é herdada estavelmente e para a qual podem ser
desenvolvidas ferramentas apropriadas para controle de identidade;

c) que ofs) gene(s) de interesse mostra(m) uma expressao feno-
tipica apropriada e espacial e temporalmente estavel, tanto na condig@o he-
terozigotica (ou hemizigética) e homozigética do evento, a um nivel comerci-
almente aceitavel em uma variedade de condigbes ambientais as quais as
plantas que levam o evento tém probabilidade de ser expostas no uso agro-
némico comum.

E preferido que o DNA estranho esteja associado a uma posigdo
no genoma da planta que permite uma facil introgressao nos fundamentos
genéticos comerciais desejados.

O estado de um evento como um evento de elite & confirmado
por introgressdo do evento de elite em diferentes fundamentos geneticos
relevantes e observando concordancia com um, dois ou todos os critérios,
por exemplo, a), b) e ¢} acima.

Um "evento de elite" refere-se, portanto, a um local genético que

compreende um DNA estranho, que satisfaz os criterios descritos acima.

1F
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Uma planta., matenial de planta ou progénie, tais como sementes, podem
compreender um ou mais eventos de elite em seu genoma.

As ferramentas desenvolvidas para identificar um evento de elite
ou a planta, material de planta que compreende um evento de elite, ou pro-
dutos que compreendem material de planta que compreende o evento de
elite estdo baseadas nas caracteristicas gendmicas especificas do evento de
elite, tal como, um mapa de restrigdo especifico da regiao gendmica que
compreende o DNA estranho, marcadores moleculares ou a sequéncia da
regido(bes) flanqueadora(s) do DNA estranho.

Quando uma ou as duas regides flanqueadoras do DNA estra-
nho tiverem sido seglienciadas, iniciadores e sondas podem ser desenvolvi-
dos, que reconhecem especificamente essa(s) sequiéncia(s) no acido nucléi-
co (DNA e RNA) de uma amostra por meio de uma técnica biologica molecu-
lar. Por exemplo, um método de PCR pode ser desenvolvido para identificar
o evento de elite em amostras bioldgicas (tais como amostras de plantas,
material de planta ou produtos que compreendem material de planta). Esse
PCR esta baseado em pelo menos dois "iniciadores” especificos, um que
reconhece a sequéncia dentro da regido flanqueadora 5' ou 3' do evento de
elite e o outro, que reconhece uma sequéncia dentro do DNA estranho. Os
iniciadores, de preferéncia, ¥m uma seqiéncia de entre 15 e 35 nucleoti-
deos, que, sob condicdes de PCR otimizadas, "reconhecem especificamen-
te", em cada caso, uma sequéncia dentro da regiao flanqueadora 5' ou 3' do
evento de elite e do DNA estranho, de modo que um fragmento especifico
("fragmento de integragdo” ou amplicon diferenciador) & amplificado de uma
amostra de acido nucléico que compreende o evento de elite. Isso significa
que apenas o fragmento de integragéo dirigida, e nenhuma outra sequéncia
no genoma da planta ou DNA estranho, é amplificado sob condigbes de PCR
otimizadas.

Iniciadores de PCR apropriados para a invencao podem ser 0s
seguintes:

- oligonucleotideos variandc em comprimento de 17 nt a cerca

de 210 nt, que compreendem uma sequéncia de nucleotideo de pelo menos

Ay
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17 nucleotideos consecutivos. de preferéncia. 20 nucleotideos consecutivos
escolhidos da sequéncia flangueadora 5' (SEQ ID NO: 1, do nucleotido 1 a
nucleotideo 209), em sua extremidade 3' (iniciadores que reconhecem as
seqliéncias flanqueadoras 5'); ou

- oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt a cerca
de 450 nt, que compreendem uma sequéncia de nucleotideo de pelo menos
17 nucleotideos consecutivos, de preferéncia, 20 nucleotideos consecutivos
escolhidos da sequéncia flanqueadora 3' (complementc de SEQ ID NO: 2,
do nucleotido 562 ao nucleotideo 1000}, em sua extremidade 3' (iniciadores
que reconhecem as sequéncias flanqueadoras 3'); ou

- oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt a cerca
de 510 nt, que compreendem uma seqléncia de nucleotideo de pelo menos
17 nucleotideos consecutivos, de preferéncia, 20 nucleotideos consecutivos,
escolhidos de sequéncias de DNA inseridas (complemento de SEQ D NO:
1, do nucleotideo 210 ao nucleotideo 720) em sua extremidade (3') (iniciado-
res que reconhecem DNA estranho); ou

- oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt a cerca
de 570 nt, que compreendem uma seqliéncia de nucleotideo de pelo menos
17 nucleotideos consecutivos, de preferéncia, 20 nucleotideos consecutivos,
escolhidos de seqiéncias de DNA inseridas (SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
1 ao nucleotideo 569).

Os iniciadores podem, naturalmente, ser mais compridos do que
0s 17 nucleotideos consecutivos, e podem ter um comprimento de, por e-
xemplo, 20, 21, 30, 35, 50, 75, 100, 150, 200 nt ou mesmo mais compridos.
Os iniciadores podem consistir inteiramente na seqiéncia de nucleotideo
escolhida das seqiiéncias de nucleotideos de seqiiéncias flanqueadoras e
sequéncias de DNA estranho. Porém, a sequéncia de nucleotideo dos inici-
adores em sua extremidade 5' (isto &, fora dos 17 nucleotideos consecutivos
localizados em 3') é menos critica. Desse modo, a sequéncia 5' dos iniciado-
res pode consistir em uma seqiiéncia de nucleotideo escolhida das sequén-
cias flanqueadoras ou de DNA estranho, opcionalmente, mas podem conter

diversas (por exemplo, 1, 2, 3, 10 combinagdes imperfeitas). A sequéncia 5'
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dos iniciadores podem até mesmo consistir inteiramente de uma sequéncia

de nucleotideo nao relacionada com as seqiéncias flanqueadoras ou DNA
estranho, tal como, por exempio, uma sequéncia de nucleotideo que repre-
senta locais de reconhecimento da enzima de restrigdo. Essas sequiéncias
ndo relacionadas ou seqiiéncias flanqueadoras de DNA com combinagdes
imperfeitas, de preferéncia, nao devem ter um comprimento maior que 100,
de modo particularmente preferido, ndo maior que 50 ou até mesmo 25 nu-
cleotideos.

Além disso, iniciadores apropriados podem compreender ou
consistir em uma seqiiéncia de nuclectideo em sua extremidade 3' abran-
gendo a regido de unido entre as seqiiéncias derivadas do DNA da planta e
as seqiéncias de DNA estranho (localizadas nos nucleotideos 209-210 na
SEQ ID NO: 1 e os nucleotideos 568-569 na SEQ ID NO: 2}, desde que os
17 nucleotideos consecutivos localizados em 3' ndo sejam derivados exclu-
sivamente das seqiéncias de DNA estranho ou derivadas de plantas em
SEQIDNO:1e?2.

Portanto, os iniciadores de PCR apropriados para a invengao
também podem ser 0s seguintes:

- oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt a cerca
de 210 nt, que compreendem uma seqléncia de nucleotideo de pelo menos
17 nucleotideos consecutivos, de preferéncia, 20 nuclectideos consecutivos,
escolhidos de
SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 1 ao nucleotideo 215, em sua extremidade 3,
ou

- oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt a cerca
de 450 nt, que compreendem uma sequéncia de nucleotideo de pelo menos
17 nucleotideos consecutivos, de preferéncia, 20 nucleotideos consecutivos,
escolhidos do complemento de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 554 ao nucle-
otideo 1000, em sua extremidade 3'; ou

- oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt a cerca
de 510 nt, que compreendem uma seqléncia de nucleotideo de pelo menos

17 nucleotideos consecutivos, de preferéncia, 20 nucleotideos consecutivos,
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11

escolhidos do comptemento de SEQ ID NO: 1. do nucleotideo 195 ac nucle-
otideo 720) em sua extremidade 3'; ou

- oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt a cerca
de 570 nt, que compreendem uma seqliéncia de nucleotideo de peio menos
17 nucleotideos consecutivos, de preferéncia, 20 nucleotideos consecutivos,
escolhidos de SEQ ID NO: 2, do nucleotidec 1 ao nucleotideo 584.

Também fica imediatamente claro para o técnico experiente que
pares de iniciadores de PCR escolhidos apropriadamente, também nao
compreendem seqléncias complementares uma a outra.

Para os fins da invencéo, o "complemento de uma seqiéncia de
nucleotideos representada na SEQ ID NO: X" & a sequéncia de nucleotideo
que pode ser derivada da seqiéncia de nucleotideo representada substituin-
do os nucleotideos através de seus nucleotideos complementares de acordo
com as regras de Chargaff (A=T; GeC) e lendo a sequéncia na diregao 5'
para 3', isto €, na diregdo oposta a representada na sequéncia de nucleoti-
deo.

Exemplos de iniciadores apropriados séo as sequéncias de oli-
gonucleotideo SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 (iniciadores que
reconhecem a segiiéncia flanqueadora 5'), SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7,
SEQ D NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 (iniciadores
que reconhecem DNA estranho, para uso com os iniciadores que reconhe-
cem a sequéncia flanqueadora 5'), SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID
NO: 14, SEQ ID NO: 15 (iniciadores gue reconhecem DNA estranho, para
uso com os iniciadores que reconhecem a seqiéncia flanqueadora 3'}), SEQ
ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 ou SEQ ID NO: 19 (iniciadores
que reconhecem a sequéncia flanqueadora 3').

Outros exemplos de iniciadores de oligonucleotideo apropriados
compreendem em sua extremidade 3' as seguintes sequéncias ou consistem
nessas sequéncias:

a. iniciadores que reconhecem a sequéncia flanqueadora 5"
- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 do nucleotideo

23 ao nucleotideo 42

\(f\\
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- a seqguéncia de
68 ao nucleotideo 87

- a sequéncia de
69 ao nucleotideo 88

- a sequéncia de
134 ao nucleotideo 153

- a sequéncia de
22 ao nucleotideo 42

- a seqléncia de
30 ao nucleotideo 49

- a sequéncia de
67 ao nucleotideo 87

- a segliéncia de
70 ao nucleotideo 88

- a seqléncia de
76 ao nucleotideo 95

- a sequéncia de
78 ao nucleotideo 97

- a sequéncia de
133 ao nucleotideo 152

- a sequéncia de
21 ao nucleotideo 42

- a sequéncia de
31 ao nucleotideo 49

- a seqguéncia de
34 ao nucleotideo 63

- a sequéncia de
66 ao nucleotideo 87

- a sequéncia de
68 ao nucleotideo 88

- a seqgléncia de

73 ao nucleotideo 92

12

nucleotideo de SEQ ID NO-

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ 1D NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ 1D NO:

nucleotideo de SEQ 1D NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ 1D NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo
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- a sequéncia de
75 ao nucleotideo 95

- a seqléncia de
77 ao nucleotideo 97

- a sequéncia de
77 ao nucleotideo 95

- a sequéncia de
134 ao nucleotideo 152

- a sequéncia de
154 ao nucleotideo 173

- a sequiéncia de
22 ao nucleotideo 43

- a sequéncia de
33 ao nucleotideo 53

- a seqUéncia de
35 ao nucleotideo 53

- a sequéncia de
67 ao nucleotideo 88

- a sequiéncia de
72 ao nucleotideo 92

- a sequéncia de
74 ao nucleotideo 92

- & seqléncia de
76 ao nucleotideo 97

- a sequéncia de
78 ao nucleotideo 95

- a sequéncia de
135 ao nucleotideo 152

- a sequéncia de
154 ao nucleotideo 171

- a sequéncia de

32 ac nucleotideo 53

13

nucleotideo de SEQ ID NO:-

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ 1D NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucieotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ D NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

co

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

nucleotiden

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucieotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nuclectideo

ol
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- a sequéncia de
36 ao nucleotideo 57

- a sequéncia de
71 ao nucleotideo 92

- a sequéncia de
74 ao nucleotideo 95

- a sequéncia de
75 ao nucleotideo 92

- a sequéncia de
32 ao nucleotideo 51

- a seqléncia de
31 ao nucleotideo 51

- a seqUéncia de
33 ao nucleotideo 51

- a sequiéncia de
30 ao nucleotideo 51

- a sequéncia de
34 ao nucleotideo 51

- a sequéncia de
205 ao nucleotideo 226

14

nucleotideo de SEQ ID NO: 1

nucleotideo de SEQ ID NQO: 1

nucleotideo de SEQ ID NO: 1

nucleotideo de SEQ ID NO: 1

nucleotl'deo de SEQ ID NO: 1

nucleotideo de SEQ ID NO: 1

nucleotideo de SEQ ID NO: 1

nucleotideo de SEQ ID NO: 1

nucleotideo de SEQ ID NO: 1

nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do

do

do

do

do

do

do

do

do

do

nucleotiden

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucieotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

b. iniciadores que reconhecem a seqléncia de DNA estranho para uso com

iniciadores que reconhecem a sequéncia flanqueadora 5"

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ 1D NO: 1

do nucleotideo 201 ao nucleotideo 220

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 220 ao nucleotideo 239

- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucieotideo 361 ao nucleotideo 380

- o complemento da seqguéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 366 ao nucleotideo 385

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 do nucleoti-

deo 201 ao nucleotideo 219
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- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO-

do nucleotideo 220 ao nucleotideo 238

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ 1D NO:

do nucleotideo 221 ao nucleotideo 239

- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 358 ao nucleotideo 377

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 359 ao nucleotideo 378

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO:

do nucleotidec 361 ao nucieotideo 379

- 0 complemento da seqtiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 366 ao nucleotideo 384

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 368 ac nucleotideo 387

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO:

do nucieotideo 496 ao nucleotideo 515

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 656 ao nucleotideo 675

- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nuclectideo 201 ao nucleotideo 218

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 220 ao nucleotideo 237

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO: 1

do nucleotideo 221 ao nucleotideo 238

- 0 complemento da sequéncia de nuclectideo de SEQ ID NO: 1 do nucleoti-

deo 220 ao nucleotideo 240

- 0 complemento da seqgliéncia de nucleotideo de SEQ ID NQO:; 1

do nucieotidec 221 ao nucleotideo 240

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 251 ao nucleotideo 270

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 252 ao nucleotideo 271

v \
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- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 253 ao nucleotideo 272

- 0 complemento da seqgiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 359 ao nucleotideo 377

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 361 ao nucleotideo 378

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 359 ao nucleotideo 379

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 361 ao nucleotideo 382

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 366 ao nucleotideo 383

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 368 ao nucleotideo 386

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NC: 1
do nucleotideo 366 ao nucleotideo 386

- o complemento da seqUiéncia de nucleotideo de SEQ [ID NO: 1
do nucleotideo 375 ao nucleotideo 393
- o complemento da seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 do nucleoti-
deo 375 ao nucleotideo 394

- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 496 ao nucleotideo 514

- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 498 ao nucleotideo 515

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 562 ao nucleotideo 581

- 0 complemento da sequéncia de nucleotidec de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 608 ao nucleotideo 627

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 651 ao nucleotideo 670

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO: 1

do nucleotideo 655 ao nucleotideo 674

.r:’(i {}:7
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- o complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 656 ao nucleotideo 674

- 0 complemento da sequéncia de nucieotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 656 ao nuclectideo 676

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 669 ao nucleotideo 678

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ (D NO: 1
do nucleotideo 252 ao nucleotideo 270

- 0 complemento da seqgliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 253 ao nucleotideo 271

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 251 ao nucleotideo 271
- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 do nucleoti-
deo 252 ao nucleotideo 272

- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 267 ao nuclectideo 286

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 359 ao nucleotideo 376

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 358 ao nucleoctideo 379

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 362 ao nucleotideo 379

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 359 ao nucleotideo 380

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 368 ao nuclectideo 385

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 368 ao nucleotideo 388

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 375 ao nucieotideo 392

- 0 complemento da seqgiéncia de nucleotideo de SEQ ID NQO: 1

do nucleotideo 376 ao nucleotideo 393

i
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- 0 complementc da seqléncia de nucleotidec de SEQ 1D NO: 1
do nucleotideo 376 ao nucleotideo 394

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 376 ao nucleotideo 395

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 400 ao nucleotideo 459
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO: 1 do nucleoti-
deo 442 ao nucleotideo 461

- 0 complemento da sequéncia de nuclectideo de SEQ 1D NO: 1
do nucleotideo 496 ao nucleotideo 513

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 556 ao nuclectideo 575

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 558 ao nucleotideo 577

- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 561 ao nuclectideo 580

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 563 ao nucleotideo 582

- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 562 ao nuclectideo 582

- 0 complemento da sequéncia de nuclectideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 608 ao nucleotideo 628

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 637 ao nucleotideo 656

- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 651 ac nucleotideo 669

- 0 complemento da seqgliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 651 ao nucleotideo 671

- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 656 ao nucleotideo 673

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 855 ao nucleotideo 675
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- o complementc da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO- 1 do nucleoti-

deo 659 ao nucleotideo 677

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:
do nucleotideo 659 ao nucleotideo 679

- 0 compiemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:
do nucleotideo 201 ao nucleotideo 222

- 0 comptemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO:
do nucleotideo 204 ao nucleotideo 225

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:
do nucleotideo 223 ao nucleotideo 240

- 0 compliemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:
do nucleotideo 223 ao nucleotideo 241

- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:
do nucleotideo 220 ao nucleotideo 241

- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:
do nucleotideo 221 ao nuclectideo 241

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:
do nucleotideo 253 ao nucleotideo 270

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:
do nucleotideo 251 ao nucleotideo 272

- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:
do nucleotideo 252 ao nucleotideo 273

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 253 ao nucleotideo 274

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ iD NO: 1

do nucleotideo 268 ao nucleotideo 289

- 0 complemento da seqUéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 do nucleoti-

deo 377 ao nucleotideo 374

- 0 complemento da segiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 375 ao nucleotideo 395

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 440 ao nucleotideo 458
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- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 442 ao nucleotideo 460

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 440 ao nucleotideo 460

- 0 complemento da seqgliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 442 ao nucteotideo 462

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 492 ao nucleotideo 513

- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 503 ao nucleotideo 522

- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 556 ao nuclectideo 574_

- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 556 ao nucleotideo 576

- o complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 562 ao nucleotideo 579

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

do nucleotideo 563 ao nuclectideo 581

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 563 ao nucleotideo 583

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1 do nucleoti-

deo 562 ao nucleotideo 583

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 608 ao nucleotideo 625

- 0 complemento da segléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 608 ao nucleotideo 629

- 0 complemento da seqUéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 644 ac nucleotideo 662

- 0 complemento da seqliiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 651 a0 nucieotideo 668

- o complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 651 ao nucleotidec 672
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- o complemento da seqgléncia de nucleotideo de SEQ 1D NO: 1
do nucleotideo 655 ao nucleotideo 676
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 655 ao nucleotideo 677
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 659 ao nucleotideo 680
- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 6857 ao nucleotideo 688
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ {D NO: 1
do nucleotideo 223 ao nucleotideo 242
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 267 ao nuciectideo 288
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ D NO: 1
do nucleotideo 368 ao nucleotideo 389
- 0 complemento da seqléncia de nuclectideo de SEQ ID NO: 1 do nucleoti-
deo 375 ao nucleotideo 396
- 0 complemento da seguéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 376 ao nucleotideo 397
- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 440 ao nucleotideo 457
- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucteotideo 442 ao nucleotideo 459
- 0 complemento da seqdéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 442 ao nucleotideo 463
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 534 ao nucleotideo 553
- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 558 ao nucleotideo 575
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 556 ao nucleotideo 577
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucleotideo 563 ao nucleotideo 580
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¢ complemento da sequéncia de nucleotidec de SEQ 1D NO: 1
do nucleotideo 563 ao nucleotideo 584
- 0 compiemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 644 ao nucleotideo 661
- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 645 ao nucleotideo 662
- 0 complemento da seqgliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 644 ao nucleotideo 665
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO: 1 do nucleoti-
deo 645 ao nucleotideo 666
- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 325 ao nucleotideo 342
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 503 ao nucleotideo 520
- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 534 ao nucleotideo 554
- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ iD NO: 1
do nucleotideo 221 ao nucleotideo 242
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 505 ao nucleotideo 522
- 0 complemento da segdéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 534 ao nucleotideo 551
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 534 ao nucleotideo 555
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 536 ao nucleotideo 557
- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nuclectideo 551 ao nucleotideo 570
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 551 ao nucleotideo 571
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1

do nucteotideo 551 ao nucieotideo 572
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¢. iniciadores que reconhecem a sequéncia de DNA estranhe para usc com
iniciadores que reconhecem a sequéncia flanqueadora 3'

- o complemento da sequiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2
do nucleotideo 955 ao nucleotideo 974

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2
do nucleotideo 955 ao nucleotideo 973

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2
do nucleotideo 955 ao nucleotideo 972

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2
do nucleotideo 958 ao nucleotideo 975

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2
do nucleotideo 958 ao nucleotideo 977

- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2
do nucleotideo 917 ao nucleotideo 934

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2
do nucleotideo 947 ao nucleotideo 968

- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2
do nucleotideo 951 ao nucleotideo 972

- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2
do nucleotideo 958 ao nucleotideo 976

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2
do nucleotideo 955 ao nucleotideo 976

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2
do nucleotideo 958 ao nucleotideo 979
d. iniciadores que reconhecem a sequéncia flangqueadora 3';

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
151 ao nucleotideo 170

- a seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
152 ao nucleotideo 171

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucieotideo 6
ao nucleotideo 25

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo

3
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148 ao nucieotideo 167

- a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
151 ao nucleotideo 171

- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
162 ao nucieotideo 170

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
153 ao nucleotideo 171

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 5
ao nucleotideo 25

- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 7
ao nucleotideo 25

- a sequiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nuclectideo
67 ao nucleotideo 86

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
89 ao nucleotideo 108

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
134 ao nucleotideo 1563

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
147 ao nucieotideo 167

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
152 ao nucleotideo 171

- a seqUiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
150 ao nucleotideo 171

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
153 ao nucleotideo 170

- a seqliéncia de nucleotidec de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
154 ao nucleotideo 171

- a sequéncia de nucleotideoc de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
168 ao nucleotideo 187

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
169 ao nucleotideo 187

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
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171 ao nucleotideo 190

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nuclectideo
197 ao nucleotideo 216

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
236 ao nucleotideo 255

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
280 ao nucleotideo 299

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 4
ao nucleotideo 25

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 8
ao nucleotideo 25

- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
63 ao nucleotideo 82

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
66 ao nucleotideo 86

- a seqUéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
68 ao nucleotideo 87

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ D NO: 2, do nucleotideo
90 ao nucleotideo 108

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
93 ao nucleotideo 112

- & sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
94 ao nucleotideo 113

- a seqUéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
96 ao nucleotideo 115

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
101 ao nucleotideo 120

- & sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
134 ao nucleotideo 164

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
146 ao nucleotideo 167

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
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150 ao nucleotideo 167
- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucieotideo
170 ao nucleotideo 190
- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
. 5 172 ao nucleotideo 190
- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
186 ao nucieotideo 205
- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nuclectideo
189 ao nucleotideo 208
10 - a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nuclectideo
. . 190 ao nucleotideo 209
- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
191 ao nucleotideo 210
- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
15 195 ao nucleotideo 214
- a seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
196 ao nucleotideo 216
- a seguéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
196 ao nucleotideo 214
20 - a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
199 ao nucleotideo 216
' . - a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
208 ao nucleotideo 227
- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
25 234 ao nucleotideo 253
- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
235 ao nucleotideo 255
- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
279 ao nucleotideo 299
30 - a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nuclieotideo
281 ao nucleotideo 299
- a seqUéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
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285 ao nucleotideo 304

- a seqliéncia de
296 ao nucleotideo 315

- a sequéncia de
396 ao nucteotideo 415

- a seqiéncia de
64 ao nucleotideo 82

- a sequéncia de
65 ao nucleotideo 86

- a sequéncia de
67 ao nucleotideo 87

- a sequéncia de
75 ao nucleotideo 92

- a sequéncia de
91 ao nucleotideo 108

- a seqliéncia de
92 ao nucieotideo 112

- a seqléncia de
93 ao nucleotideo 113

- a sequéncia de
94 ao nucleotideo 112

- a sequéncia de
95 ao nucleotideo 115

- a seqléncia de
95 ao nucleotideo 113

- a seqliéncia de
97 ao nucleotideo 115

- a seqliéncia de
100 ao nucleotideo 120

- a seqUéncia de
132 ao nucleotideo 153

- a sequéncia de

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ 1D NO:

nucieotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ 1D NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ D NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo
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133 ao nucleatidec 154

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

163 ao nucleotideo 182

- a seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

185 ao nucleotidec 184

- a seguéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

280 ao nucleotidec 299

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

167 ao nucleotideo 187

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

169 ao nucleotideo 180

- a seqgliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

173 ao nucleotideo 190

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

187 ao nucleotideo 205

- a seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

189 ao nucleotideo 209

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

190 ao nucleotideo 210

- a sequiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

190 ao nucleotideo 208

- a seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

191 ao nucleotideo 209

- a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO:

192 ao nucleotideo 210

- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

194 ao nucleotideo 214

- a sequiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

197 ao nucleotideo 214

- a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO:

233 ao nucleotideo 253

- a seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

2, do

2, do

2 do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nuclectideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucieotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo
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234 ao nucleotideo 255

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

235 ao nucleotideo 253

- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

282 ao nucleotideo 299

- a seqiéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO:

295 ao nucleotideo 315

- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

297 ao nucleotideo 315

- a segléncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

397 ao nucleotideo 415

- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

65 ao nucleotideo 82

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

66 ao nucleotideo 87

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

75 ao nucleotideo 96

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

91 ao nucleotideo 112

- a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

92 ao nucleotideo 112

- a sequéncia de nuclectideo de SEQ ID NO:

84 ao nucleotideo 115

- a sequiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

95 ao nucleotideo 112

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

99 ao nucleotidec 120

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

162 ao nucleotideo 182

- a sequéncia de nucileotideo de SEQ ID NO:

164 ao nucleotideo 182

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

-3
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164 ao nucieotideo 184

- a sequéncia de nucleoctideo de SEQ ID NO:

164 ao nucleotideo 184

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ |D NO:

184 ao nucleotideo 205

- a seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

187 ao nucleotideo 208

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

188 ao nucleotideg 205

- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

188 ao nucleotideo 209

- a seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

189 ao nucleotideo 210

- a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

191 ao nucleotideo 208

- a seqliéncia de nucleoctideo de SEQ ID NO:

192 ao nucleotideo 209

- a seqgliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

193 ao nucleotideo 214

- a sequéncia de nuclectideo de SEQ tD NO:

205 ao nucleotideo 212

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

232 ao nucleotideo 253

- a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

236 ao nucleotideo 253

- a seqUiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

242 ao nucleotideo 261

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

278 ao nucieotideo 299

- a seqiiéncia de nucleotidec de SEQ ID NO:

283 ao nucieotideo 304

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

nucieotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucieotideo

nucleotideo
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287 ao nucleotideo 304

- a sequéncia de
294 ao nucleotideo 315

- a sequéncia de
298 ao nucleotideo 315

- a sequéncia de
398 ao nucleotideo 415

- a sequéncia de
161 ao nucleotideo 182

- a seqliéncia de
163 ao nucleotideo 184

- a sequéncia de
165 ao nucleotideo 182

- a sequéncia de
166 ao nucleotideo 187

- a sequéncia de
241 ao nucleotideo 261

- a seqléncia de
243 ao nucleotideo 261

- a seqiiéncia de
244 ao nucleotideo 261

- a seqgléncia de
240 ao nucleotideo 261

- a seqléncia de
126 ao nucleotideo 145

- a seqliéncia de
208 ao nucleotideo 225

- a sequéncia de
124 ao nucleotideo 145

- a seqléncia de
75 ao nucleotideo 94

- a sequéncia de

31

nucleotideo de SEQ 1D NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ D NO:

nucleotideo de SEQ D NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ 1D NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

nucleotideo de SEQ 1D NO:

nucleotidec de SEQ 1D NO:

nucleotideo de SEQ ID NO:

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucieotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

S
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231 ao nucleotideo 250

- a seqiéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

243 ao nucieotideo 262

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO:

230 ao nucleotideo 250

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

232 ao nucleotideo 250

- a seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

242 ao nucleotideo 262

- a seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

244 ao nucleotideo 262

- a sequéncia de nucleotidec de SEQ ID NO:

229 ao nucleotideo 250

- a seqliéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

241 ao nucleotideo 262

- a seguéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

245 ao nucleotideo 262

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

288 ao nucleotideo 306

- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

230 ao nucleotideo 247

- a seqléncia de nuclectideo de SEQ ID NO:

285 ao nucleotideo 306

- & seqgléncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

289 ao nucleotideo 306

- a seqléncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

282 ao nucleotideo 303

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

288 ao nucleotideo 307

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ 1D NO:

287 ao nucleotideo 307

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

2, do

nucieotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nuclectideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

LN
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289 ao nucleotideo 307

- a sequéncia de nucieotideo de SEQ ID NQO: 2, do nucleotideo
286 ao nucleotideo 307

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
290 ao nucleotideo 307

- a seqgliéncia de nuclectideo de SEQ ID NO: 2, do nuclectideo
229 ao nucleotideo 248

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
230 ao nuclectideo 248

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo
227 ao nucleotideo 248

- a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NQO: 2, do nuclectideo
231 ao nucleotideo 248

Tal como usado no presente, "a sequéncia de nucleotideo de
SEQ ID No: Z, da posicdo X & posicdo Y" indica que a sequéncia de nucleo-
tideo que inclui os dois pontos terminais.

De preferéncia, o fragmento de integragao tem um comprimento
de entre 50 e 500 nucleotideos, de modo especialmente preferido, entre 100
e 350 nucleotideos. Os iniciadores especificos podem ter uma sequéncia
que é entre 80 e 100% idéntica, em cada caso, a uma seqiéncia dentro da
regidao flanqueadora 5' ou 3' do evento de elite e a0 DNA estranho do evento
de elite, desde que os combinagdes imperfeitas ainda permitam uma identifi-
cacao especifica do evento de elite com esses iniciadores sob condigdes de
PCR otimizadas. Mas, os limites de combinacdes imperfeitas admissiveis
podem ser facilmente determinados experimentalmente e sao conhecidos de
alguém versado na técnica.

A tabela abaixo exemplifica os tamanhos de amplicons de DNA
(ou fragmentos de integragao) esperados com pares selecionados de inicia-
dores de PCR.




44

34
. o . Até a 1 Comprimento do i
Iniciador ! Da posigao iniciador 2 p0SicE0 amplicon
HCA148 12 KVM174 225 213
HCA148 12 KVM177 253 241
HCA148 12 DPAQ24 316 304
HCA148 12 MDB390 396 384
HCA148 12 HCA023 511 499
HCA148 12 DPAOO7 634 622
DPAQO21 134 KVM174 225 91
DPAQ21 134 KVM177 253 119
DPAQ21 134 DPAO24 316 182
DPA021 134 MDB390 396 262
DPAO21 134 HCAO023 511 377
DPAQ21 134 DPAQO7 634 500
KVM176 187 KVM174 225 38
KVM176 187 KVM177 253 66
KVM176 187 DPAD24 316 129
KVM176 187 MDB390 396 209
KVM176 187 HCA023 511 324
KVM176 187 DPAOO7 634 447
YTPOO7 116 HCAO74 628 512
YTPOO7 116 SMO017 667 551
YTPOO7 116 SMO027 710 594
YTPOO7 116 SMO033 867 751
MDB452 187 HCAO074 628 441
MDB452 187 SMO017 667 480
MDB452 187 SMO027 710 523
MDB452 187 SMO033 867 680
HCAQ14 398 HCA074 628 230
HCAQ14 398 SMO017 667 269
HCAO014 398 SMO027 710 312
HCAQ14 398 SMO033 867 469
MDB402 528 HCAOQ74 628 100
MDB402 528 SMO017 667 139
MDB402 528 SMO027 710 182
MDB402 528 SMO033 867 339
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A detecg¢ao dos fragmentos de integracao pode ocorrer de diver
sas maneiras, por exemplo, por estimativa de tamanho depois de analise por
gel. Os fragmentos de integragdo também podem ser sequenciados direta-
mente. Outros métodos especificos de seqiiéncia para detec¢ao de fragmen-
tos de DNA amplificados também sdo conhecidos na técnica.

Como a sequéncia dos iniciadores e sua localizagdo relativa no
genoma sao exclusivos para o evento de elite, a amplificagao do fragmento
de integragdo ocorre apenas em amostras bioldgicas que compreendem (o
acido nucléico) do evento de elite. De preferéncia, ao realizar uma PCR para
identificar a presenca de A2704-12 em amostras desconhecidas, esta inclui-
do um controle de um conjunto de iniciadores com os quais um fragmento
dentro de um “gene de sequéncia conservada" da espécie de pianta do e-
vento pode ser amplificado. Genes de sequiéncia conservada sdo genes que
estdo expressos na maioria dos tipos de células e que estdo relacionados as
atividades metabolicas basicas comuns a todas as células. De preferéncia, o
fragmento amplificado do gene de seqUéncia conservada é um fragmento
que e maior do que o fragmento de integragdo amplificado. Dependendo das
amostras a ser analisadas, outros controles podem estar incluidos.

Protocolos de PCR estdo descritos na técnica, tal como "PCR
Applications Manual" (Roche Molecular Biochemicls, 2nd Edition, 1999). As
condigOes otimas para o PCR, incluindo a seqiéncia dos iniciadores especi-
ficos, estdo especificadas em um "PCR identification protocol” para cada e-
vento de elite. Mas é entendido que o nimero de pardmetros no protocolo de
identificacao de PCR pode precisar ser ajustado a condi¢des especificas de
laboratdrio e podem ser ligeiramente modificados para obter resultados simi-
lares. Por exemplo, o uso de um método diferente par preparagdo de DNA
pode necessitar de ajuste, por exemplo, da quantidade de iniciadores, condi-
¢oes de polimerase e "annealing" usadas. Analogamente, a selecdo de ou-
tros iniciadores pode determinar outras condigdes 6timas para o protocolo de
identificacao de PCR. Esses ajustes, porém, sdo evidentes para aiguém ver-
sado na técnica e, além isso, estdo detalhados em manuais de aplicacio de

PCR atuais, tal como o citado acima.
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Alternativamente. iniciadores especificos podem ser usados pa-
ra amplificar um fragmenio de integracao que pode ser usado como uma
"sonda especifica" para identificar A2704-12 em amaostras biologicas. Pér um
acido nucléico de uma amostra biclégica em contato com a sonda, sob con-
digdes que permitem hibridizagao da sonda com seu fragmento correspon-
dente no acido nucléico, resulta na formagao de um hibrido de acido nucléi-
co/sonda. A formagao desse hibrido pode ser detectada (por exempio, mar-
cando o acido nucléico ou a sonda), com o0 que a formagao desse hibrido
indica a presenca de A2704-12. Esses métodos de identificacdo, baseados
na hibridizagcdo com uma sonda especifica (quer em um veiculo de fase sdli-
da ou em solucéo) tém sido descritos na técnica. A sonda especifica &, de
preferéncia, uma seqiéncia que, sob condi¢gdes otimizadas, se hibridiza es-
pecificamente em uma regiac dentro da regido flanqueadora 5' ou 3' do e-
vento de elite e, de preferéncia, também compreende parte do DNA estranho
contiguo a mesma (doravante designada como "regiao especifica"). De pre-
feréncia, a sonda especifica compreende uma sequéncia de entre 50 e 500
bp, de preferéncia, de 100 a 350 bp, que é pelo menos 80%, De preferéncia,
entre 80 e 85%, de modo particularmente preferido, entre 85 e 90%, de mo-
do especialmente preferido, entre 95% e 100% idéntica (ou complementar) a
seqliéncia de nucleotideo de uma regiao especifica. De preferéncia, a sonda
especifica compreende uma sequéncia de cerca de 15 a cerca de 100 nu-
cleotideos contiguos idénticos (ou complementares) a uma regiao especifica
do evento de elite.

Um “kit", tal como usado no presente, refere-se a um conjunto
de reagentes para a finalidade de realizar o método da invengdo, mais parti-
cularmente, a identificacac do evento de elite A2704-12 em amostras biol6-
gicas. Mais particularmente, uma modalidade preferida do kit da invengao
compreende pelo menos um ou dois iniciadores especificos, tal como descri-
to acima. Opcionalmente, o kit pode compreender, ainda, qualquer outro re-
agente descrito no presente no protocolo de identificacao de PCR. Alternati-
vamente, de acordo com outra modalidade desta invenc¢ao, o kit pode com-

preender uma sonda especifica, tal como descrita acima, que se hibridiza

o
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especificamente com acido nucléico de amostras biolégicas para identificar a
presenga de A2704-12 nas mesmas. Opcionalmente, o kit pode compreen-
der, ainda, qualquer outro reagente (tal como, mas nao limitado a tampéo de
hibridizacao, marcador) para identificagao de A2704-12 em amostras biolé-
gicas, usando a sonda especifica.

O kit da invengéo pode ser usado, e seus componentes podem
ser ajustados especificamente, para fins de controle de qualidade (por e-
xempio, pureza de lotes de sementes), detecgdo do evento de elite em mate-
rial de planta ou material que compreende ou € derivado de material de plan-
ta, tal como, mas nao limitado a, produtos de alimentag&o ou de forragem.

Tal como usado no presente, "identidade de seqUéncia", com
relagdo a sequéncias de nucleotideo (DNA ou RNA), refere-se ao numero de
posicdes com nucleotideos idénticos, dividido pelo nimero de nucleotideos
na mais curta de duas sequéncias. O alinrhamento das duas seqiéncias de
nucleotideo e realizada pelo aigoritmo de Wilbur e Lipmann (Wilbur and Lip-
mann, 1983, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 80:726), usando um tamanho de ja-
nela de 20 nucleotideos, um comprimenio de palavra de 4 nucleotideos e
uma perda de lacuna de 4. Uma andlise e interpretagdo auxiliadas por com-
putador de dados de sequéncia, inclusive alinhamento de seqiiéncia, tal co-
mo descrito acima, pode ser realizadas convenientemente, por exemplo, u-
sando os programas de IntelligeneticsTM Suite (Inteliigenetics Inc., CA) ou o
pacote de software de andlise de seqiiéncia do Genetics Computer Group
(GCG, University of Wisconsin, Biotechnology Center). As seqiiéncias estio
indicadas como "essencialmente similares" quando essas seqiiéncia tem
uma identidade de seqliéncia de pelo menos cerca de 75%, particularmente,
pelo menos cerca de 80%, mais particularmente, pelo menos cerca de 85%,
destacadamente, cerca de 90%, especialmente, cerca de 95%, mais especi-
almente, cerca de 100%. Fica claro que quando se diz que seqiéncias de
RNA sdo essencialmente similares ou tém um determinado grau de identi-
dade de seqliéncia com seqiiéncias de DNA, a timidina (T) na seguéncia de
DNA é considerada igual a uracila (U) na seqtiéncia de RNA.

O termo "iniciador", tal como usado no presente, abrange qual-

4t
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quer acide nucléico que é capaz de iniciar a sintese de um Acido nucléice
nascente em um processo dependente de gabarito, tal como PCR. Tipica-
mente, iniciadores sdo oligonucleotideos de 10 a 30 nucleotideos, mas po-
dem ser usadas seqléncias mais compridas. Os iniciadores podem ser obti-
dos em forma de filete duplo, embora a forma de filete unico seja preferida.
As sondas podem ser usadas como iniciadores, mas estdao destinadas a li-
gar-se ao DNA ou RNA de alvo e nao precisam ser usadas em um processo
de amplificagado.

O termo "reconhecem", tal como usado no presente ao referir-se
a iniciadores especificos, refere-se ao fato de que os iniciadores especificos
hibridizam-se especificamente em uma seqtiéncia de acido nucléico no e-
vento de elite, sob as condigbes especificadas no método (tais como as con-
digGes do protocolo de identificacdo de PCR), sendo que a especificidade &
determina pela presenca de controles positivos e negativos.

O termo "hibridizar-se", tal como usado no presente ao referir-se
a sondas especificas, refere-se ao fato de que a sonda liga-se a uma regido
especifica na sequéncia de acido nucléico do evento de elite sob as condi-
¢Oes rigorosas usuais. Condigdes rigorosas usuais, tal como usado no pre-
sente, refere-se as condi¢des para hibridizacdo descritas no presente ou as
condi¢bes de hibridizagdo convencionais, tais como descritas por Sambrook
et al. 1989 (Molecular Cloning: A Laboratory Manucal, Second Edition, Cold
Spring Harbour Laboratory Press, NY), que pode compreender, por exemplo,
as seguintes etapas: 1) imobilizar fragmento de DNA gendmico de planta
sobre um filtro, 2) pré-hibridizar o filtro por 1 a 2 horas, a 42°C, em 50% de
formamida, 5 X SSPE, 2 X reagente de Denhardt e 0,1% de SDS, 3) adicio-
nar a sonda de hibridizag&o que foi marcada, 4) incubar por 16 a 24 horas,
5) lavar o filtro por 20 min, a temperatura ambiente, em 1 X SSC, 0,1% de
SDS, 6) lavar o filtro trés vezes por 20 min a cada vez, a 68°C, em 0,2 X
SSC, 0,1% de SDS, e 7) expor o filtro por 24 a 48 horas a um filme de raios
X, a -70°X, com uma tela intensificadora.

Tal como usadas no presente, amostras bioldgicas sdo uma

amostra de uma planta, material de planta ou produtos que compreendem

g
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material de planta. © terme "planta" destina-se a compreender tecidos de
planta de soja (Glycine max), em qualquer estagio de maturidade, bem como
quaisquer células, tecidos ou érgéos tirados de ou derivados de qualquer
uma dessas plantas, incluindo, sem limitacdo, quaisquer sementes, folhas,
hastes, flores, raizes, células isoladas, gametas, culturas de céluias, culturas
de tecidos ou protoplastos. "Material de planta", tal como usado no presente,
refere-se a material que é obtido ou derivado de uma planta. Produtos que
compreendem material de planta referem-se a alimentos, forragens ou ou-
tros produtos que sdo produzidos usando material de planta ou que podem
estar contaminados por material de planta. Entende-se que, no contexto da
presente invencao, essas amostras bioldgicas sdo testadas em relagcéo a
presenga de acidos nucléicos especificos para A2704-12, implicando na pre-
senga de &cidos nucléicos nas amostras. Desse modo, os métodos referidos
no presente para identificar o evento de elite A2704-12 em amostras biolégi-
cas referem-se a identificagdo em amostras biologicas de acidos nucléicos
que compreendem o evento de elite.

Tal como usado no presente, "compreendem* deve ser interpre-
tado como especificando a presenga das caracteristicas, integrantes, etapas,
reagentes ou componentes, tais como referidos, ndo exclui a presenga ou
adicdo de uma ou mais caracteristicas, integrantes, etapas ou componentes,
ou grupos dos mesmos. Desse modo, por exemplo, um &acido nucléico ou
proteina que compreende uma sequéncia de nucleotideos ou aminoacidos,
pode compreender mais nucleotideos ou aminoacidos do que os efetivamen-
te citados, isto €, incorporados em um acido nucléico ou proteina maior. Um
gene quimérico que compreende uma sequéncia de DNA que esta definida
funcionalmente ou estruturalmente, pode compreender sequéncias de DNA
adicionais etc.

A presente invengdo também refere-se ao desenvolvimento de
um evento de elite A2704-12 na soja para as plantas que compreendem es-
se evento, a progénie obtida dessas plantas e para outras células de plantas
ou material de planta derivado desse evento. Plantas que compreendem o

evento de elite A2704-12 foram obtidas tal como descrito no exemplo 1.

et
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Plantas de soja ou material de planta que compreende A2704-
12 podem ser identificadas de acordo com o protocolo de identificagao de
PCR descrito para A2704-12 no exemplo 2. Em resumo, DNA gendmico de
soja, presente na amostra bioldgica, € amplificado por PCR usando um inici-
ador que reconhece especificamente uma seqléncia dentro da seqiéncia
flanqueadora 5' ou 3' de A2704-12, tal como o iniciador com a seqiéncia de
SEQ 1D NO: 4, e um iniciador que reconhece uma seqiiéncia no DNA estra-
nho, tal como o iniciador com a seqliéncia de SEQ ID NO: 8. Iniciadores de
DNA, que amplificam parte de uma seqiéncia de soja endégena sdo usados
como controle positivo para a amplificagdo de PCR. Se na amplifica¢do de
PCR o material produzir um fragmento do tamanho esperado, o material
contém material de planta de uma planta de soja que inclui o evento de elite
A2704-12.

Plantas que incluem A2704-12 estdo caracterizadas por sua to-
lerancia a glufosinato, que no contexto da presente invengéo inclui aquelas
plantas que sao tolerantes ao herbicida Liberty®. A tolerancia a Liberty® po-
de ser testada de diferentes modo. O método de pintura de folha, tal como
descrito no presente, é muito Util, quando é necessaria a diferenciacédo entre
plantas resistentes e sensiveis, sem matar as plantas sensiveis. Alternati-
vamente, a tolerancia pode ser testada por aplicagdo por pulverizagédo de
Liberty®. Tratamento por pulverizagao devem ser feito entre os estagios de
folhas V3 e V4, para obter os melhores resultado. Plantas tolerantes estio
caracterizadas pelo fato de que a pulverizagao de plantas com pelo menos
200 gramas de ingrediente ativo/hectare (g.a.i/ha), de preferéncia, 400
g.a.i/ha, e, possivelmente, até 1600 g.a.i’ha (4X o indice normal de campo),
nao mata as plantas. Uma aplicagdo por asperséo livie deve ser aplicada a
um indice de 793,79-963,88 g (28-34 oz} de Liberty®. O melhor € aplicar um
volume de 75,72 litros (20 galdes) de agua por acre, usando um bocal do
tipo de leque plano, tomando cuidado para nao dirigir aplicagbes de pulveri-
zagao diretamente no verticilo das plantas para evitar a queimadura de ten-
soativo nas folhas. O efeito herbicida deve aparecer dentro de 48 horas e ser

claramente visivel dentro de 5-7 dias.
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Plantas gue incluem A2704-12 podem ainda estar caracteriza-
das pela presenga em suas células de transferase de acetil fosfinotricina, tal
como determinado por um teste de PAT (De Block et al., 1987).

Plantas que incluem A2704-12 também estao caracterizadas por
ter caracteristicas agrondmicas que sdo comparaveis a variedades de soja
disponiveis comercialmente nos Estados Unidos, na auséncia de pressao de
ervas daninhas e uso de Liberty® para controle de ervas daninhas. Foi ob-
servado que a presenca de um DNA estranho na regiao de insercdo do ge-
noma de plana de soja, descrita no presente, confere caracteristicas fenoti-
picas e moleculares particularmente interessantes as plantas que contém
esse evento. Mais especificamente, a presenga do DNA estranho nessa re-
gido especifica no genoma dessas plantas, resulta em plantas que apresen-
tam uma expressaoc fenotipica estavel do gene de interesse, sem comprome-
ter significativamente qualquer aspecto da eficiéncia agrondmica das plantas.

Os seguintes exemplos descrevem a identificacdo do desenvol-
vimento de ferramentas para a identificagdo do evento de elite A2704-12 em
amostras biologicas.

A néo ser quando indicado de outro modo, todas as técnicas de
DNA recomebinante sdo realizadas de acordo com protocolos usuais, tais
como descritos em Sambrook et al. (1989) Moleculr Cloning: A Laboratory
Manual, Second Edition, Cold Spring Harbour Laboratory Press, NY e nos
volumes 1 e 2 de Ausubel et al. (1994) Current Protocols in Molecular Bio-
logy, Current Protocols, USA. Materiais e métodos usuais para trabatho mo-
lecular com plantas estdao descritos em Plant Molecular Biology Labfax
(1993) por R.D.D. Croy, publicado por BIOS Scientific Publications Ltd (UK)
e Blackwell Scientific Publications, UK.

Na descricdo e exemplos, ¢é feita referéncia as seguintes se-

qUéncias:

SEQ ID NO: 1 seqUéncia de nuclectideo que compreende uma regiao
flanqueadora 5' de A2704-12

SEQID NO: 2 sequéncia de nucleotideo que compreende uma regido

flanqueadora 3' de A2704-12

,
S
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SEQ ID NO: 3: iniciador HCA148
SEQ ID NO: 4: iniciador DPA021
SEQID NO: 5: iniciador KVM176
SEQ ID NO: 6: iniciador KVM174
SEQID NO: 7: iniciador KVM177
SEQ ID NO: 8: iniciador DPA024

SEQ ID NO: 9: iniciador MDB390

SEQ ID NQO: 10:  iniciador HCA023

SEQ D NO: 11:  iniciador DPAOO7

SEQ D NO: 12: iniciador YTP0OO7

SEQ ID NO: 13:  iniciador MDB452

SEQ ID NO: 14;  iniciador HCAQ14

SEQ ID NO: 15:  iniciador MDB402

SEQ ID NQO: 16: iniciador HCAQ74

SEQ ID NO: 17:  iniciador SMOQ17

SEQ ID NO: 18;  iniciador SMO027

SEQ ID NO: 19:  iniciador SMO033

SEQ ID NO: 20:  iniciador 1 para amplificagdo do fragmento de controle
SEQ ID NO: 21:  iniciador 2 para amplificagdo do fragmento de controle
BREVE DESCRICAQ DOS DESENHOS

Os exemplos seguintes, que nao pretendem limitar as modalida-

des especificas descritas na invengao, podem ser entendidos em conjunto
com o desenho anexo, incorporado ao presente por referéncia, no qual:

Figura 1. Representacdo esquematica da relagao entre as se-
qiéncias de nucleotideo e iniciadores citados. Barra preta; DNA estranho;
barra clara: DNA de origem vegetal; os numeros abaixo das barras represen-
tam posigdes dos nucleotideos; (c) refere-se aoc complemento da sequéncia
de nuclectideo indicada.

Figura 2: Protocolo de identificacdo de PCR desenvolvido para
A2704-12. Coluna 1: amostra de DNA de plantas de soja que compreendem
0 evento transgénico A2704-12; coluna 2: amostra de DNA de uma planta de

soja transgénica que ndo compreende o evento de elite A2704-12; coluna 3:

:’( ('j\_
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amostras de DNA de controle de plantas de soja do tipo nativo; coluna 4:

sem controle de gabarito; coluna 5: marcador de peso molecular.
EXEMPLOS

1. Identificagdo das regides flangueadoras do evento de elite A2704-12

Soja resistente a herbicida foi desenvolvida por transformagao

de soja com um vetor que compreende a sequéncia codificadora de um gene
de pat, que codifica a enzima transferase de fosfinotricina, sob o controle do
promotor 35S constitutivo do virus de mosaico de couve-flor.

O evento de elite A2704-12 foi selecionado com base em um
amplo procedimento de sele¢do baseado na boa expressac e estabilidade
do gene de resisténcia a herbicida e sua compatibilidade com caracteristicas
agrondmicas otimas.

A seqgléncia das regides flanqueadoras do DNA estranho no
evento A2704-12 foi determinada usando o método térmico, assimétrico,
entrelagado de (TAIL} PCR, descrito por Liu et al. (1995, Plant J. 8(3): 457-
463). Esse método utiliza trés iniciadores alojados em reagOes sucessivas,
junto com um iniciador degenerado, arbitrario, mais curto, de modo que as
eficiéncias de amplificacdo relativas de produtos especificos e ndo especifi-
cos podem ser termicamente controladas. Os iniciadores especificos foram
selecionados por unir-se (anneal) na borda do DNA estranho e baseados em
suas condi¢gdes de unido (annealing). Uma pequena quantidade (5 pl) de
produtos de PCR secundarios e terciarios, ndo purificados, foi analisada em
um gel de agarose de 1%. O produto de PCR terciario foi usado para ampli-
ficacao preparativa, purificado e sequenciado em um segulenciador automa-
tico, usando o kit de ciclo DyeDeoxy Terminator.

1.1. Regido flanqueadora direita (5')

O fragmento identificado como compreendendo a regido flan-
gueadora 5', obtida pelo método de TAIL-PCR foi completamente seqienci-
ado (SEQ ID NO: 1). A sequéncia entre os nucleotideos 1 e 209 corresponde
ao DNA de planta, enquanto a sequéncia entre os nucleotideos 210 e 720

corresponde ao DNA estranho.
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1.2. Regiao flangueadora esquerda (3

O fragmento identificado como compreendendo a regiao flan-
queadora 3', obtida pelo método de TAIL-PCR foi completamente sequenci-
ado (SEQ ID NO: 2). A seqliéncia entre os nucleotideos 1 e 568 corresponde
ao DNA estranho, enquanto a sequéncia entre os nucleotideos 569 e 1000
corresponde ao DNA de planta.

2. Desenvolvimento de um protocolo de identificagcdo de reacao em cadeia

de polimerase

2.1 Iniciadores

Iniciadores especificos foram desenvolvidos, que reconhecem
seqiiéncias dentro do evento de elite. Mais particularmente, foi desenvolvido
um iniciador que reconhece uma seqléncia dentro da regido flanqueadora &'
de A2704-12. Um segundo iniciador foi depois selecionado dentro da se-
quéncia de DNA estranho, de modo que os iniciadores cobrem uma sequén-
cia de cerca de 183 nucleotideos. Constatou-se que os seguintes iniciadores
ddo resultados particularmente claros e reprodutiveis em uma reagao de
PCR em DNA de A2704-12:

DPA0O21: 5'-ggC.gTT.CgT.AgT.gAC.TgA.gg-3' (SEQ ID NO: 4)

(alvo: DNA da planta)

DPA024: 5'-gTT.TTA.CAA.CgT.gAC.Tgg-3' (SEQ ID NO: 8)

(alvo: DNA inserido)

Iniciadores voltados para uma sequéncia enddgena estao de
preferéncia incluidos no coquetel de PCR. Esses iniciadores sevem como
um controle interno em amostras desconhecidas e no controle positivo de
DNA. Um resultado positivo com o par de iniciadores endogenos demonstra
que ha amplo DNA de qualidade adequada na preparacdo de DNA genomi-
co para um produto de PCR a ser gerado. Os iniciadores endégenos foram
selecionados para reconhecer um gene de sequéncia conservada em Glyci-
ne max.

SOY01: 5'.gTC.AgC.CAC.ACA gTg.CCT.AT-3' (SEQ ID NO: 20) (locali-
zado no gene actin 1 de Glycine max (Inscricao J01298))
SOYoz: 5-gTT.ACC.gTA.CAg.gTC.TTT.CC-3' (SEQ ID NO: 21) (locali-
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zado no gene actin 1 de Glycine max (Inscrigao J01298))

2.2. Fragmentos ampiificados

Os fragmentos amplificados esperados na reacao de PCR s&o:
Para o par de iniciadores SOY01-SOY02: 413 bp (controle enddgeno)
Para o par de iniciadores DPA0211-DPA024: 185 bp (evento de elite A2704-
12)
2.3. DNA de gabarito

DNA de gabarito foi preparado de um ponche de folhas de acor-
do com Edwards et al. (Nucieic Acid Research, 19, p1349, 1891). Ao usar
DNA preparado com outros métodos, deve ser feito um teste utilizando

quantidades diferentes de gabarito. Normalmente, 50 ng de DNA de gabarito
dao os melhores resultados.
2.4. Controles positivos e negativos designados

Para evitar falsos positivos ou negativos, foi determinado que os
seguintes controles positivos e negativos devem ser incluidos em uma exe-
cugao de PCR:

- Controle de mistura principal (controle negativo de DNA). Esse
& uma PCR, no qual nenhum DNA é adicionado a reagéo. Quando o resulta-
do esperado - nenhum produto de PCR - é observado, isso indica que o co-
quetel de PCR nao foi contaminado com DNA de alvo.

- Controle de DNA positivo (amostra de DNA gendmico, que sa-
bidamente contém as segiéncias transgénicas). A amplificagdo bem sucedi-
da desse controle positivo demonstra que o PCR foi executado sob condi-
¢Oes que permitem a amplificagao de seqléncias de alvo.

- Controle de DNA do tipo nativo. Esse é uma PCR, no quai o
DNA de gabarito é DNA gendmico preparade de uma planta nao transgéni-
ca. Quando o resultado esperado - nenhuma amplificagdo de um produto de
PCR transgénico, mas amplificag&o do produto de PCR endégeno - é obser-
vado, isso indica que nao ha amplificagéo de fundo transgénico, detectavel,
em uma amostra de DNA genoémico.

2.5. Condicdes de PCR

Resultados étimos foram obtidos sob as seguintes condi¢des:
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- a mistura de PCR para reagdes de 25 ul contém:
2,5 pl gabarito DNA
2,5 nl 10x Tensdo de ampiificagdo (fornecido com polimerase
Taq)
0,5 ul 10 MM dNTP’s
0,5 pl DPA021 (10 pmols/pl)
0,5 pl DPAQ24 (10 pmols/pl)
0,25 ul SOY01 (10 pmols/pl)
0,25 pl SOY02 (10 pmols/pl)
0,1 ul Tag DNA polymerase (5 units/ul)
agua até 25 pl
- o peffil de termociclizagdo a ser seguido para resultados 6ti-
mos é o seguinte:
4 min a 95°C
Seguido de: 1 min a 95°C
1 mina57°C
2 mina72°C
por 5 ciclos
Segquido de: 30sa92°C
30sab7°C
1 mina72°C
por 25 ciclos
Segquido de: 5 minutos a 72°C

2.6. Analise por gel de agarose

Para visualizar de modo 6timo os resultados do PCR, foi deter-
minado que entre 10 e 20 ul das amostras de PCR devem ser aplicados so-
bre um gel de agarose de 1,5% (tampao de tris-borato), com um marcador
de peso molecular apropriado (por exemplo, escala de 100 bp PHARMACI-
A).

2.7. Validacao dos resultados

Foi determinado que dados de amostras de DNA de plantas

transgénicas dentro de uma unica execucao de PCR e um unico coquetel de
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PCR nao devem ser aceitdveis, a ndo ser que 1) o controle positivo de DNA
mostre que os produtos de PCR esperados (fragmentos transgénicos e en-
dogenos), 2) o controle negativo de DNA seja negativo para amplificacao de
PCR (sem fragmentos) e 3) o controle de DNA nativo mostre os resultado
esperados (amplificacdo de fragmento endégeno).

Seguindo o Protocolo de Identificacdo de PCR para A2704-12,
tal como descrito acima, colunas gue mostram quantidades visiveis dos pro-
dutos de PCR transgénicos e enddgenos dos tamanhos esperados, indicam
que a planta correspondente, da qual o DNA de gabarito foi preparado, her-
dou o evento de elite A2704-12. As colunas que nao mostram guantidades
visiveis de nenhum dos produtos de PCR transgénicos e que mostram quan-
tidades visiveis do produto de PCR enddgeno, indicam que a planta corres-
pondente da qual o DNA de gabarito genémico foi preparado, nao compre-
ende o evento de elite. As colunas que ndo mostram quantidades visiveis
dos produtos endogenos e transgénicos, indicam que a qualidade e/ou quan-
tidade do DNA genémico nao permitiu que fosse gerado um produto de P-
CR. Essas plantas ndo puderam ser avaliadas. A preparacdo de DNA gené-
mico deve ser repetida e uma nova execucao de PCR, com os controles a-
propriados, tem de ser realizada.

2.8. Uso do protocolo de PCR de diferenciagcdo para identificar A2704-12

Antes de tentar analisar incognitas, uma execugao de teste, com
todos os controles apropriados, tem de ser realizada. O protocolo desenvol-
vido pode exigir otimizagao para componentes que podem diferir entre labo-
ratorios (preparacao de DNA de gabarito, polimerase de DNA de Taq, quali-
dade dos iniciadores, dNTP's, termociclizador etc.).

A amplificagao da sequéncia endogena desempenha um papel
essencial no protocolo. E preciso atingir condigdes de PCR e termociclizagao
gue amplifiquem quantidades eqglimolares tanto da sequéncia enddgena
como da transgénica em um gabarito de DNA gendmico, transgénico, co-
nhecido. Sempre que o fragmento endodgeno nao for amplificado ou sempre
que as seqléncias nao forem amplificadas com as mesmas intensidades de

marcacao com brometo de etidio, tal como avaliado por eletroforese de gel
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de agarose. pode ser necessaria a otimizagdo das condigbes de PCR.
Material de fothas de Glycine max de diversas plantas, algumas

das quais compreendem A2704-12, foi testado de acordo com o protocolo

descrito acima. Amostras do evento de elite A2704-12 e de Glycine max do

“tipo nativo foram tomadas, em cada caso, como controles positivo e negati-

vO.

A figura 2 ilustra o resuitado obtido com o protocolo de identifi-
cacdo de PCR para A2704-12 em diversas amostras de plantas de soja (co-
lunas 1 a 14). Verificou-se que as amostras na coluna 1 continham o evento
de elite, quando a banda de 185 bp é detectada, enquanto as amostras nas
colunas 2, 3 e 4 ndo compreendem A2704-12. A coluna 2 compreende outro
evento de elite de soja, a coluna 3 representa um controle de Glycine max
ndo transgénica; a coluna 4 representa a amostra de controle negativo (a-
gua), e a coluna 5 representa O Marcador de Peso Molecular (100 bp).

3. Uso de um fragmento de integracéo especifico comg sonda para detecgao

de material gue compreende A2704-12

Um fragmento de integragdo especifico de A2704-12 é obtido
por amplificagdo de PCR usando os iniciadores especificos DPA021 (SEQ
ID NO: 4) e DPAQ24 (SEQ ID NO: 8) ou por sintese quimica € € marcado.
Esse fragmento de integragdo € usado como uma sonda especifica para a
deteccdo de A2704-12 em amostras bioldgicas. Acido nucléico é extraido
das amostras de acordo com procedimentos usuais. Esse acido nucléico €
depois posto em contato com a sonda especifica, sob condigoes de hibridi-
zacdo, que estdo otimizadas, para permitir a formagao de um hibrido. A for-
mac¢éo do hibrido & depois detectada para indicar a presenga de acido nu-
cléico de A2704-12 na amostra. Opcionalmente, o acido nucléico nas amos-
tras € amplificado usando os iniciadores especificos, antes do contato com a
sonda especifica. Alternativamente, o acido nucléico € marcado antes do
contato com a sonda especifica, em vez do fragmento de integragao. Opcio-
nalmente, a sonda especifica esta ligada em um veiculo sdlido (tal como,
mas nao limitado a, um filtro, tira ou glébulos), antes do contato com as a-

mostras.
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REIVINDICAGOES

1. Método para identificar o evento elite A2704-12 em amostras
bioldgicas, caracterizado pelo fato de que compreende a detecgdo de uma
regiao especifica de A2704-12 compreendendo parte da regido flanqueadora
5 ou 3’ do referido evento elite e parte do DNA exdgeno contiguo a mesma
por meio de:

a) amplificagdo de um fragmento de DNA de entre 100 e 500 pb
de um &cido nucléico presente nas referidas amostras biolégicas, usando
uma reagao em cadeia da polimerase com pelo menos dois iniciadores,
sendo que um dos referidos iniciadores reconhece a regido flanqueadora 5'
de A2704-12 e o outro iniciador dos referidos iniciadores reconhece uma
sequéncia dentro do DNA exdgeno contiguo a regiao flanqueadora 5’, ou
sendo que um dos referidos iniciadores reconhece a regido flanqueadora 3’
de A2704-12 e o outro iniciador dos referidos iniciadores reconhece uma
sequéncia dentro do DNA exdgeno contiguo a regido flanqueadora 3’, ou

b) hibridagcdo de um acido nucleico presente nas referidas
amostras bioldgicas com uma sonda especifica para o evento elite A2704-12
que pode hibridizar com uma sequéncia que compreende parte da regido
flanqueadora 5’ ou 3’ de A2704-12 e parte da sequéncia do DNA exdgeno
contiguo a mesma sob condi¢des padrao de rigor,

em que a referida regido flanqueadora 5 compreende a
sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:1 do nucleotideo 1 ao nucleotideo
209, e o referido DNA exdgeno contiguo a referida regido flanqueadora 5’
compreende a sequéncia de nucleotideo do complemento completo de SEQ
ID NO:1 do nucleotideo 210 ao nucleotideo 720, a referida regido
flanqueadora 3’ compreende a sequéncia de nucleotideo do complemento
completo de SEQ ID NO:2 do nucleotideo 569 ao nucleotideo 1000, e o
referido  DNA exdégeno contiguo a referida regido flanqueadora 3’
compreende a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:2 do nucleotideo 1
ao nucleotideo 568, e em que condi¢cdes padrao de rigor compreendem as
seguintes etapas: 1) imobilizar fragmentos de DNA gendmico de planta

sobre um filtro, 2) pré-hibridizar o filtro por 1 a 2 horas, a 42°C, em 50% de
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formamida, 5 X SSPE, 2 X reagente de Denhardt e 0,1% de SDS, ou por 1 a
2 horas, a 68°C, em 6 X SSC, 2 X reagente de Denhardt e 0,1% de SDS, 3)
adicionar a sonda de hibridizagdo que foi marcada, 4) incubar por 16 a 24
horas, 5) lavar o filtro por 20 min, a temperatura ambiente, em 1 X SSC,
0,1% de SDS, 6) lavar o filtro trés vezes por 20 min a cada vez, a 68°C, em
0,2 X SSC, 0,1% de SDS, e 7) expor o filtro por 24 a 48 horas a um filme de
raios X, a -70°C, com uma tela intensificadora, e

em que o referido evento A2704-12 ¢é definido como
compreendendo a sequéncia de SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 160 ao
nucleotideo 260 e a sequéncia de SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 520 ao
nucleotideo 620.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o referido iniciador que reconhece a regido flanqueadora 5'
consiste em uma sequéncia de nucleotideo de 17 a 200 nucleotideos
consecutivos, selecionados da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1,
do nucleotideo 1 ao nucleotideo 209, ou o referido iniciador, que reconhece
a regidao flanqueadora 3' de A2704-12 consiste em uma sequéncia de
nucleotideo de 17 a 200 nucleotideos consecutivos, selecionados da
sequéncia de nucleotideo do complemento completo de SEQ ID NO: 2, do
nucleotideo 569 ao nucleotideo 1000, e o referido iniciador, que reconhece
uma sequéncia dentro do DNA exdgeno, consiste em 17 a 200 nucleotideos
consecutivos selecionados da sequéncia de nucleotideo do complemento
completo de SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 210 ao nucleotideo 720, ou da
sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 1 ao nucleotideo
568.

3. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o referido iniciador, que reconhece a regiao flanqueadora 5'
compreende em sua extremidade extrema de 3' uma sequéncia de
nucleotideo de pelo menos 17 nucleotideos consecutivos, selecionados da
sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 1 ao nucleotideo
209, ou o referido iniciador, que reconhece a regidao flanqueadora 3' de

A2704-12, compreende em sua extremidade extrema de 3' uma sequéncia
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de nucleotideo de pelo menos 17 nucleotideos consecutivos, selecionados
da sequéncia de nucleotideo do complemento completo de SEQ ID NO: 2,
do nucleotideo 569 ao nucleotideo 1000, e o referido iniciador, que
reconhece uma sequéncia dentro do DNA exdgeno, compreende em sua
extremidade 3' pelo menos 17 nucleotideos consecutivos, selecionados da
sequéncia de nucleotideo do complemento completo da SEQ ID NO: 1, do
nucleotideo 210 ao nucleotideo 720, ou da sequéncia de nucleotideo de
SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 1 ao nucleotideo 568.

4. Método de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado pelo
fato de que os referidos iniciadores compreendem a sequéncia de SEQ ID
NO: 4 e SEQ ID NO: 8, respectivamente.

5. Método de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo
fato de que os referidos iniciadores amplificam um fragmento de cerca de
185 pb.

6. Kit para identificar o evento elite A2704-12 em amostras
bioldgicas, caracterizado pelo fato de que compreende um iniciador que
reconhece a regido flanqueadora 5' de A2704-12, sendo que a referida
regido flanqueadora tem a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1, do
nucleotideo 1 ao nucleotideo 209, ou um iniciador que reconhece a regido
flanqueadora 3' de A2704-12, sendo que a referida regido flanqueadora 3'
tem a sequéncia de nucleotideo do complemento completo de SEQ ID NO:
2,do nucleotideo 569 ao nucleotideo 1000, e um iniciador que reconhece
uma sequéncia dentro do DNA exdgeno, sendo que o referido DNA exdgeno
tem a sequéncia de nucleotideo do complemento completo de SEQ ID NO:
1, do nucleotideo 210 ao nucleotideo 720 ou a sequéncia de nucleotideo de
SEQ ID NO: 22, do nucleotideo 1 ao nucleotideo 568, em que o referido
evento A2704-12 é definido como compreendendo a sequéncia de SEQ ID
NO: 1 do nucleotideo 160 ao nucleotideo 260 e a sequéncia de SEQ ID NO:
2 do nucleotideo 520 ao nucleotideo 620.

7. Kit de acordo com a reivindicacao 6, caracterizado pelo fato
de que o referido iniciador, que reconhece a regiao flanqueadora 5', consiste

em uma sequéncia de nucleotideo de 17 a 200 nucleotideos consecutivos,
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selecionados da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1, do nucleotideo
1 ao nucleotideo 209, ou o referido iniciador, que reconhece a regido
flanqueadora 3' de A2704-12, consiste em uma sequéncia de nucleotideo de
17 a 200 nucleotideos consecutivos, selecionados da sequéncia de
nucleotideo do complemento completo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 569
ao nucleotideo 1000, e o referido iniciador, que reconhece uma sequéncia
dentro do DNA exogeno, consiste em 17 a 200 nucleotideos consecutivos,
selecionados da sequéncia de nucleotideo do complemento completo de
SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 210 ao nucleotideo 720, ou da sequéncia de
nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 1 ao nucleotideo 568.

8. Kit de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pelo fato
de que o referido iniciador que reconhece a regidao flanqueadora %',
compreende em sua extremidade extrema 3' uma sequéncia de nucleotideo
de pelo menos 17 nucleotideos consecutivos, selecionados da sequéncia de
nucleotideo de SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 1 ao nucleotideo 209, ou o
referido iniciador, que reconhece a regido flanqueadora 3' de A2704-12,
compreende em sua extremidade extrema 3' uma sequéncia de nucleotideo
de pelo menos 17 nucleotideos consecutivos, selecionados da sequéncia de
nucleotideo do complemento completo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 569
ao nucleotideo 1000, e o referido iniciador, que reconhece uma sequéncia
dentro do DNA exdégeno, compreende em sua extremidade 3' pelo menos 17
nucleotideos consecutivos, selecionados da sequéncia de nucleotideo do
complemento completo de SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 210 ao nucleotideo
720, ou da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 1 ao
nucleotideo 568.

9. Kit de acordo com a reivindicacao 6, caracterizado pelo fato
de que compreende um iniciador, que consiste na sequéncia de SEQ ID NO:
4 e um iniciador, que consiste na sequéncia de SEQ ID NO: 8.

10. Par de iniciadores para uso em um protocolo de PCR para
identificacdo de um evento A2704-12, caracterizado pelo fato de que
compreende

a) um primeiro iniciador com uma sequéncia que, sob condi¢des

Petigdio 870170097491, de 13/12/2017, pag. 7/16



10

15

20

25

30

de PCR otimizadas, reconhece especificamente uma sequéncia dentro da
regido flanqueadora 5' de A2704-12, e um segundo iniciador que, sob
condicbes de PCR otimizadas, reconhece especificamente uma sequéncia
dentro do DNA exdgeno contigua a referida regido flanqueadora 5' de
A2704-12, ou

b) um primeiro iniciador com uma sequéncia que, sob condi¢gbes
de PCR otimizadas, reconhece especificamente uma sequéncia dentro da
regido flanqueadora 3' de A2704-12, e um segundo iniciador que, sob
condicdes de PCR otimizadas, reconhece especificamente uma sequéncia
dentro do DNA exdgeno contigua a referida regido flanqueadora 3' de
A2704-12,

em que a referida regido flanqueadora 5' tem a sequéncia de

nucleotideo de SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 1 ao nucleotideo 209, a
referida regido flanqueadora 3' tem a sequéncia de nucleotideo do
complemento completo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 569 ao nucleotideo
1000,
o referido DNA exdgeno contiguo a referida regido flanqueadora 5’
compreende a sequéncia de nucleotideo do complemento completo de SEQ
ID NO:1 do nucleotideo 210 ao nucleotideo 720, e o referido DNA exdgeno
contiguo a referida regido flanqueadora 3' compreende a sequéncia de
nucleotideo de SEQ ID NO:2 do nucleotideo 1 ao nucleotideo 568,

em que o referido evento A2704-12 ¢é definido como
compreendendo a sequéncia de SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 160 ao
nucleotideo 260 e a sequéncia de SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 520 ao
nucleotideo 620.

11. Par de iniciadores de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizado pelo fato de que o referido primeiro iniciador consiste em uma
sequéncia de nucleotideo de 17 a 200 nucleotideos consecutivos,
selecionados da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1, do nucleotideo
1 ao nucleotideo 209 ou uma sequéncia de nucleotideo de 17 a 200
nucleotideos consecutivos, selecionados da sequéncia de nucleotideo do

complemento completo de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 569 ao nucleotideo

Petigdio 870170097491, de 13/12/2017, pag. 8/16



10

15

20

25

30

1000, e o referido segundo iniciador consiste em uma sequéncia de
nucleotideo de 17 a 200 nucleotideos consecutivos, selecionados da
sequéncia de nucleotideo do complemento completo de SEQ ID NO: 1, do
nucleotideo 210 ao nucleotideo 720 ou uma sequéncia de nucleotideo de 17
a 200 nucleotideos consecutivos, selecionados da sequéncia de nucleotideo
de SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 1 ao nucleotideo 568.

12. Par de iniciadores de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizado pelo fato de que o referido primeiro iniciador compreende em
sua extremidade extrema 3' uma sequéncia de nucleotideo de pelo menos
17 nucleotideos consecutivos, selecionados da sequéncia de nucleotideo de
SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 1 ao nucleotideo 209 ou uma sequéncia de
nucleotideo de pelo menos 17 nucleotideos consecutivos, selecionados da
sequéncia de nucleotideo do complemento completo de SEQ ID NO: 2, do
nucleotideo 569 ao nucleotideo 1000, e o referido segundo iniciador
compreende em sua extremidade extrema 3' uma sequéncia de nucleotideo
de pelo menos 17 nucleotideos consecutivos, selecionados da sequéncia de
nucleotideo do complemento completo de SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 210
ao nucleotideo 720 ou uma sequéncia de nucleotideo de pelo menos 17
nucleotideos consecutivos, selecionados da sequéncia de nucleotideo de
SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 1 ao nucleotideo 568.

13. Par de iniciadores, caracterizado pelo fato de que
compreende um primeiro iniciador que reconhece especificamente uma
sequéncia dentro do DNA exogeno contiguo a sequéncia flanqueadora 5’ de
A2704-12, e um segundo iniciador compreendendo em sua extremidade
extrema 3' a sequéncia de SEQ ID NO: 4, o referido DNA exdgeno contiguo
a sequéncia flanqueadora 5 de A2704-12 tendo a sequéncia de
nucleotideos do complemento completo de SEQ ID NO: 1, do nucleotideo
210 ao nucleotideo 720, em que o referido evento A2704-12 é definido como
compreendendo a sequéncia de SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 160 ao
nucleotideo 260 e a sequéncia de SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 520 ao
nucleotideo 620.

14. Par de iniciadores, caracterizado pelo fato de que
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compreende um primeiro iniciador compreendendo em sua extremidade
extrema 3' a sequéncia de SEQ ID NO: 8, e um segundo iniciador
reconhecendo especificamente uma sequéncia dentro da sequéncia
flanqueadora 5 de A2704-12, a referida sequéncia flanqueadora 5 de
A2704-12 possuindo a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 1, do
nucleotideo 1 ao nucleotideo 209, em que o referido evento A2704-12 é
definido como compreendendo a sequéncia de SEQ ID NO: 1 do nucleotideo
160 ao nucleotideo 260 e a sequéncia de SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 520
ao nucleotideo 620.

15. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo
fato de a referida sonda especifica compreende a sequéncia de nucleotideo
de SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 160 a 260 ou SEQ ID NO: 2, do
nucleotideo 520 a 620, ou o complemento completo das referidas
sequéncias.

16. Kit para identificar o evento elite A2704-12 em amostras
bioldgicas, caracterizado pelo fato de compreende uma sonda especifica
para o evento elite A2704-12, em que a referida sonda é capaz de hibridizar-
se sob condigdes padréao de rigor de hibridizagdo a uma sequéncia
compreendendo parte da regido flanqueadora 5’ ou 3’ de A2704-12 e parte
da sequéncia do DNA exdégeno contiguo a mesma, ou o complemento
completo das mesmas, em que a referida regido flanqueadora 5
compreende a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:1 do nucleotideo 1
ao nucleotideo 209, e o referido DNA exdgeno contiguo a referida regiao
flanqueadora 5’ compreende a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:1
do nucleotideo 210 ao nucleotideo 720, a referida regido flanqueadora 3’
compreende a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:2 do nucleotideo
569 ao nucleotideo 1000, e o referido DNA exdgeno contiguo a referida
regido flanqueadora 3’ compreende a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID
NO:2 do nucleotideo 1 ao nucleotideo 568, e em que condigbes padrao de
rigor de hibridizacdo compreendem as seguintes etapas: 1) imobilizar
fragmentos de DNA gendmico de planta sobre um filtro, 2) pré-hibridizar o
filtro por 1 a 2 horas, a 42°C, em 50% de formamida, 5 X SSPE, 2 X
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reagente de Denhardt e 0,1% de SDS, ou por 1 a 2 horas, a 68°C, em 6 X
SSC, 2 X reagente de Denhardt e 0,1% de SDS, 3) adicionar a sonda de
hibridizagdo que foi marcada, 4) incubar por 16 a 24 horas, 5) lavar o filtro
por 20 min, a temperatura ambiente, em 1 X SSC, 0,1% de SDS, 6) lavar o
filtro trés vezes por 20 min a cada vez, a 68°C, em 0,2 X SSC, 0,1% de SDS,
e 7) expor o filtro por 24 a 48 horas a um filme de raios X, a -70°C, com uma
tela intensificadora, e

em que o referido evento A2704-12 ¢é definido como
compreendendo a sequéncia de SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 160 ao
nucleotideo 260 e a sequéncia de SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 520 ao
nucleotideo 620.

17. Kit de acordo com a reivindicacao 16, caracterizado pelo fato
de que a referida sonda especifica compreende a sequéncia de SEQ ID NO:
1, do nucleotideo 160 a 260 ou SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 560 a 620, ou
o complemento completo das referidas sequéncias.

18. Sonda especifica para a identificacdo do evento elite A2704-
12 em amostras biologicas, caracterizada pelo fato de que é capaz de
hibridizar-se sob condi¢gdes padrao de rigor de hibridizagdo a uma sequéncia
compreendendo parte da regido flanqueadora 5’ ou 3’ de A2704-12 e parte
da sequéncia do DNA exdégeno contiguo a mesma, ou o complemento
completo das mesmas, em que a referida regido flanqueadora 5
compreende a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:1 do nucleotideo 1
ao nucleotideo 209, e o referido DNA exdgeno contiguo a referida regiao
flanqueadora 5’ compreende a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:1
do nucleotideo 210 ao nucleotideo 720, a referida regido flanqueadora 3’
compreende a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:2 do nucleotideo
569 ao nucleotideo 1000, e o referido DNA exdgeno contiguo a referida
regido flanqueadora 3’ compreende a sequéncia de nucleotideo de SEQ ID
NO:2 do nucleotideo 1 ao nucleotideo 568, e em que condigbes padrao de
rigor de hibridizacdo compreendem as seguintes etapas: 1) imobilizar
fragmentos de DNA gendmico de planta sobre um filtro, 2) pré-hibridizar o
fitro por 1 a 2 horas, a 42°C, em 50% de formamida, 5 X SSPE, 2 X
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reagente de Denhardt e 0,1% de SDS, ou por 1 a 2 horas, a 68°C, em 6 X
SSC, 2 X reagente de Denhardt e 0,1% de SDS, 3) adicionar a sonda de
hibridizagdo que foi marcada, 4) incubar por 16 a 24 horas, 5) lavar o filtro
por 20 min, a temperatura ambiente, em 1 X SSC, 0,1% de SDS, 6) lavar o
filtro trés vezes por 20 min a cada vez, a 68°C, em 0,2 X SSC, 0,1% de SDS,
e 7) expor o filtro por 24 a 48 horas a um filme de raios X, a -70°C, com uma
tela intensificadora, e

em que o referido evento A2704-12 ¢é definido como
compreendendo a sequéncia de SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 160 ao
nucleotideo 260 e a sequéncia de SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 520 ao
nucleotideo 620.

19. Sonda de acordo com a reivindicacado 18, caracterizada pelo
fato de compreende a sequéncia de SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 160 a
260 ou SEQ ID NO: 2, do nucleotideo 520 a 620, ou o complemento
completo das referidas sequéncias, e

em que o referido evento A2704-12 ¢é definido como
compreendendo a sequéncia de SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 160 ao
nucleotideo 260 e a sequéncia de SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 520 ao
nucleotideo 620.

20. Acido nucleico especifico para a identificacdo do evento elite
A2704-12 em amostras biologicas, caracterizado pelo fato de que consiste
em uma regido especifica 5’ do evento A2704-12 ou uma regido especifica
3’ do evento A2307-12, em que a referida regido especifica 5’ contém uma
parte do DNA da planta do evento A2704-12 e uma parte do DNA exégeno
inserido do evento A2704-12 a jusante e contigua com a referida parte do
DNA da planta, em que a referida regido especifica 3’ contém uma parte do
DNA exogeno inserido do evento A2704-12 e uma parte do DNA da planta
do evento A2704-12 a jusante e contigua com a referida parte do DNA
inserido, em que o DNA da planta na referida regiao especifica 5' tém a
sequéncia de SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 1 ao nucleotideo 209, em que o
DNA exdégeno inserido na referida regido especifica 5’ tem a sequéncia de
SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 210 ao nucleotideo 720, em que o DNA
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exdgeno na referida regido especifica 3’ tem a sequéncia de SEQ ID NO: 2,
de nucleotideo 1 ao nucleotideo 568, e em que o DNA da planta na referida
regido especifica 3’ tem a sequéncia de SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 569
ao nucleotideo 1000,0u o complemento completo das referidas sequéncias,
e em que a referida regido especifica 5 compreende a sequéncia de SEQ ID
NO: 1 do nucleotideo 160 ao nucleotideo 260 e a referida regido especifica
3" compreende a sequéncia de SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 520 ao
nucleotideo 620 ou o complemento completo das referidas sequéncias, e em
que o referido evento A2704-12 é definido como compreendendo a
sequéncia de SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 160 ao nucleotideo 260 e a
sequéncia de SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 520 ao nucleotideo 620.

21. Método para confirmar a pureza de sementes, caracterizado
pelo fato de que compreende a deteccdo de uma regido especifica de
A2704-12 compreendendo parte da regido flanqueadora 5’ ou 3’ de A2704-
12 e parte da sequéncia do DNA exdégeno contiguo a mesma com um par de
iniciadores especificos ou sonda especifica que reconhece especificamente
a regiao flanqueadora 5' ou 3' de A2704-12 e o DNA exogeno contiguo a
mesma, em amostras de sementes, em que o referido par de iniciadores é o
par de iniciadores como definido em qualquer uma das reivindicacdes 10 a
14, e em que a referida sonda especifica € a sonda como definida na
reivindicacéo 18 ou 19.

22. Método para analisar sementes em relacdo a presenca de
A2704-12, caracterizado pelo fato de que compreende a detecgdo de uma
regido especifica de A2704-12 compreendendo parte da regido flanqueadora
5 ou 3 de A2704-12 e parte da sequéncia do DNA exdgeno contiguo a
mesma com um iniciador especifico ou uma sonda especifica, que
reconhece especificamente a regiao flanqueadora 5' ou 3' de A2704-12 e o
DNA exdgeno contiguo a mesma, em amostras de lotes de sementes, em
que o referido par de iniciadores € o par de iniciadores como definido em
qualquer uma das reivindicagdes 10 a 14, e em que a referida sonda

especifica € a sonda como definida na reivindicagéo 18 ou 19.
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