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Relatério Descritivo da Patente de Invengéo para "EVENTO DE -
ELITE A5547-127 E METODOS E KITS PARA IDENTIFICAR TAL EVENTO
EM AMOSTRAS BIOLOGICAS". |
Campo da invengéo

A presente invencao refere-se a métodos e kits para identifica-
¢ao em amostras biologicas da presencga de material vegetal, compreenden-
do especificamente o evento de transformagao A5547-127, assim como
plantas de soja transgénicas, material vegetal e sementes contendo tal even-
to. As plantas de soja da invengdo combinam o fenétipo tolerante herbicida
com um desempenho agrondémico, estabilidade genética e adaptabilidade a
diferentes cehéribs genéticos equivalentes a linhagem de soja nao-
transformada na auséncia de pressao de ervas d_aninhvas.

Antecedentes da invencéo |

A expressdo fenotipica de um transgene em uma planta é de-
terminada tanto pela prépria estrutura do gene quanto pela sua localizagdo
no genoma da planta. Ao mesmo tempo a presenga do transgene (em um
DNA éstr‘angeiro) em diferentes locais no genoma ira influenciar o fenétipo
global da planta de diferentes formas. A introdugéo agrondmicamente ou
industrialmente bem-sucedida de uma caracteristica comercialménte inte-
ressante em uma planta por manipulagéo genética pode ser um procedimeh—
to demorado dependente de diferentes fatores. A verdadeira transformagao
e regeneragao das plantas geneticamente transformadas sdo somente o
primeiro em uma série de etapas de sele¢do, os quais incluem a extensiva
caracterizagao genética, criagao e avaliagao em testes de campo, eventual-
mente levando a selegédo de um evento de elite.

A identificagdo inequivoca de um evento de elite esta se tornan--
do crescentemente importante em vista das discussdes de novos alimen-
tos/racé@o, segregagé@o de produtos GMO e nao-GMO e da identificagdo de'
material proprietario. Idealmente, tal método de identificacdo é tanto rapido
quanto simples, sem a necessidade de um estabelecimento laboratorial ex-
tensivo. Além disso, o método deve proporcionar resultados que permitam a

determinacéao inequivoca do evento de elite sem a interpretagao perita, mas
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o qual mostre sob um exame minucioso perito, caso necessario.

| AB5547-127 foi selecionado como um evento de elite no desen-
volvimento da soja (Glycine max L.) resistente ao herbicida Liberty®, pela
transformacao da soja com um plasmideo compreendendo o gene pat sinté-
tico codificando tolerancia & fosfinotricina e pode ser comercialmente vendi-
da como soja Liberty Link®. As ferramentas para uso em métodos simples e
inequivocos para a identificagdo do evento de elite A5547-127 em amostras
bioldgicas sao aqui deséritas.
Sumario da in\/encéo

A presente invencgao refere-se a métodos para identificar o even-
to de elite A5547-127 em amostras bioldgicas, cujos métodos sdo baseados

em iniciadores ou sondas as quais reconhecem especificamente a sequén-

cia flanqueadora 5' e/ou 3' do A5547-127.
Mais especificamente, a invengao refere-se a um método compreendendo a
amplificagao da seqﬁéncié de um &cido nucléico presente em amostras bio-
légicas, usando uma reagdo em cadeia da pblifnerase com pelo menos dois
iniciadores, ij dos quais reconhece a regido flanqueadora 5' ou 3' do
A5547-127, a outra a qual reconhece uma seqiiéncia no DNA estrangeiro, |
preferivelmente para obter um fragmento de DNA de entre 100 e 500 bp. Os
iniciadores podem reconhecer uma sequéncia na regido flanqueadora 5' do
A5547-127 (SEQ'ID NO: 1, da posi¢do 1 até a posigdo 311) ou na regiao
flanqueadora 3' do A5547-127 (compiemento da SEQ ID NO: 2 da posigéo
510 até a posicao 1880) e uma sequéncia no DNA estrangeiro (complemen-
to da SEQ ID NO: 1 da posigédo 312 até a810 oua SEQID NO: 2 da posi¢éo
1 até a pdsigéo 510), respectivamente. O iniciador reconhecendo a regiao
flanqueadora 5' pode compreender a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID
NO: 15 e o iniciador reconhecendo uma sequéncia no DNA estrangeiro pode
compreender a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 13 aqui descrita.
A presente invengédo, mais especificamente, de refere a um mé-
todo para identificar o evento de elite A5547-127 em amostras bioldgicas,
cujo método compreende a amplificagdo de uma sequéncia de um acido nu-

cléico presente em uma amostra biolégica, usando uma reagdo em cadeia
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da polimerase com dois iniciadores com a sequéncia de nucleotideos da
SEQ ID NO: 15 e a SEQ ID NO: 13 respectivamente, para obter um frag-
mento de DNA de cerca de 151 bp. |
A presente invencao ainda refere-se as sequléncias flanqueado-
ras espe'cificas do A5547-127, aqui descrita, a qual pode ser usada para de-
senvolver métodos de identificagao especificos para A5547-127 em amos-
tras biologicas. Mais particularmente, a invengado refere-se as reg'ic“)es flan-
queaddras 5 e 3' do Ab5547-127, as quais podem ser usadas para o desen- -
volvimento de iniciadores eSpecificos e sondas, conforme adicion‘almente
aqui descrito. A invencdo ainda refere-se a métodos de identificagao para a
presenga do A5547-127 em amostras biolégicas baseando-se no uso de
tais iniciadores ou sondas especificas. As sondas podem consistir em uma

seqliéncia de nucleotideos de 17 até cerca de 200 nucleotideos consecuti-

~ vos selecionados da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 1 do nucleo-

tideo 1 até o nucleotideo 311, ou o complemento da seqiiéncia de nucleoti-
deos da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 510 até o nucleotideo 1880) combi-
nada com os iniciadores consistindo em uma seqliéncia de nucleotideos de
17 ate cerca de 200 nucleotideos consecutivos selecionados do complemen-
to de uma sequéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 1 do nucledtl’deo 312
até o nuclebtideo 810 ou a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 2 do
nucleotideo 1 até o nucleotideo 510. Os iniciadores também podem compre-
ender essas sequéncias de nucleotideos localizadas nas suas extremidades
3' extremas, e ainda compreender seqléncias nao-relacionadas ou sequén-
cias derivadas das sequéncias de nucleotideos mencionadas, mas compre-
endendo maus emparelhamentos. |

A vinvengéo refere-se ainda a kits para identificar o evento de
elite A5547-127 em amostras bioldgicas, os referidos kits compreendendo
pelo menos um iniciador ou sonda, a qual reconhece especificamente a
regiao flanqueadora 5' ou 3' do A5547-127.

O kit da invengao pode compreender, além de um iniciador o
qual réconhece especificamente a regiao flanqueadora 5' ou 3' do A5547-
127, um segundo iniciador o qual reconhece especificamente uma sequiéncia
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no DNA estrangeiro de A5547-127, para uso em um protocolo de identifica-
¢do de PCR. Preferivelmente, o kit da inven¢do compreende dois iniciadores
especificos, um dos quais reconhece uma sequéncia na regiao flanqueadora
5' do A5547-127, e a outra a qual reconhece uma sequéncia no DNA estran-
geiro. Especialmente o iniciador reconhecendo a regio flanqueadora 5' po-
de compreender a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 14 e o inicia-
dor reconhecendo o transgene pode compreender a seqiéncia de nucleoti-
deos da SEQ ID NO: 13 ou qualquer outro iniciador, conforme aqui descrito.
A invengéo refere-se ainda a um kit para identificar o evento de
elite A5547-127 em amostras bioldgicas, o referido kit compreendendo os
iniciadores de PCR com a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 13 e
SEQ ID NO: 15 para uso no protocolo de identificagdo de PCR aqui descrito.
A invencdo também se refere a um kit para identificar o evento
de elite A5547-127 em amostras bioldgicas, cujo kit compreende uma sonda
especifica com uma seqdéncia a qual cofresponde (ou é complementar a)
uma sequéncia com entre 80% e 100% de identidade de sequéncia com
uma regiao especifica do. A5547-127. Preferivelmente a seqiiéncia da sonda
corresponde a uma regiao especifica compreendendo parte da regiao flan-
QUeadora 5' ou.3' do A5547-127. Mais preferivelmente a sonda especifica
tem (ou é complementar a) uma sequéncia com entre 80% e 100% de iden-
tidade de sequiéncia com a seqiéncia entre o nucleotideo 360 e 460 da SEQ
ID NO: 1 ou a sequiiéncia entre o nucleotideo 460 e 560 da SEQ ID NO: 2.
Os métodos e kits englobados pela presente invengcao podem
ser usados para diferentes propdsitos tais como, porém nao limitados, aos
seguintes: para identificar a presenga ou auséncia de A5547-127 em plan-
tas, material vegetal ou em produtos tais como, mas néo limitados, a produ-
tos alimenticios ou de racao (frescos ou processados) 'compreendendo ou
derivados de material vegetal; adicionalmente ou alternativamente, os méto-
dos e kits da presente inven¢do podem ser usados para identificar material
de planta transgénica para propésitos de segregacao entre material transgé-
nico e nao-transgénico; adicionalmente ou alternativamente, os métodos e

kits da presente invengcao podem ser usados para determinar a qualidade
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(isto é, a porcentagem de material puro) de material vegetal compreendendo
A5547-127, |

- A invengao ainda refere-se as regides flanqueadoras 5' efou 3'
de A5547-127, assim como aos iniciadores e sondas especificos desenvol--
vidos das sequiéncias flanqueadoras 5' e/ou 3' do A5547-127. |

A invencdo também se refere a plantas de soja, suas partes,

células, sementes e plantas da progénie, compreendendo o evento de elite
A5547-127. Tais plantas, suas partes, células, sementes e plantas da progé-
nie podem ser identificados usando os métodos conforme aqui descritos. -
Descricdo Detalhada '

A incorporagao de uma molécula de DNA recombinante no ge-
noma da planta resulta tipicamente da transformacgao de uma célula ou teci-
do (ou de outra manipulagdo genética). O sitio particular de incorporagéo é
ou devido a integragao "aleatdria" ou estd em um IOcaI predeterminado (se
um processo de integracao alvejada for usado).

O DNA introduzido no genoma da planta como um resultado da
transformagdo de uma célula ou tecido vegetal com um DNA recombinante
ou "DNA transformante", e originado de tal DNA transformante, é de agora
em diante referido como "DNA estrangeiro" compreendendo um ou mais
"transgenes”. "DNA vegetal" no contexto da presente invehgéo, ird se referir
ao DNA originado da planta a qual é transformada. DNA vegetal sera usual?
mente encontrado no mesmo local genético na correspondente planta de
tipo selvagem. O DNA estrangeiro pode ser caracterizado pelo local e pela
configuragao no sitio de incorporagéo da molécula de DNA recombinante no
genoma vegetal. O sitio no genoma vegetal onde um DNA recombinante foi |
inserido é também referido como o "sitio de inser¢ao" ou "sitio alvo". A inser-
¢ao do DNA recombinante no genoma da planta pode ser associada a uma
anulacao do DNA vegetal, referida como a "anulagéo do sitio alvo". Uma "re-
gido flanqueadora" ou "sequéncia flanqueadora”, conforme aqui utilizada,
refere-se a uma sequéncia de pelo menos 20 bp, preferivelmente pelo me-
nos 50 bp, e até 5000 bp do genoma da planta, o qual estd localizado ou
imediatamente a montante de um contiguo com ou imediatamente a jusante
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de um contiguo com o DNA estrangeiro. Os procedimentos de transforma-
¢do levando a integragdo aleatéria do DNA estrangeiro irao resultar em
transformantes com diferentes‘regic")es flanqueadoras, as quais sao caracte-
risticas e Unicas para cada transformante. Quando o DNA recombinante é
introduzido em uma planta através de cruzamento tradicional, seu sitio de
inser¢do no genoma da planta, ou suas regides flanqueadoras, ndo serao
geraimente alteradas. Uma "regido de inser¢do", conforme aqui utilizada,

refere-se & regido correspondente a regido de pelo menos 40 bp, preferivel-

‘mente pelo menos 100 bp, e até 10000 bp, englobadas pela sequéncia a

qual compreende a regido flanqueadora a montante e/ou a jusante de um
DNA estrangeiro no genoma da planta. Levando em consideracéo diferencas
minimas devido 4s mutacbes em uma espécie, uma regido de. insergéo ira
reter, no cruzamento em uma planta da mesma espécie, pelo menos 85%,
preferivelmente 90%, mais preferivelmente 95% e mais preferivelmente

100% da identidade de seqiiéncia com a sequéncia compreendendo as regi-

Oes flanqueadoras & montante e a jusante do DNA estrangeiro em uma plan-

ta originalmente obtida da transformagao. .

'Um evento é definido como um local genético "artificial" que, -
como resultado de uma engenharia genética, carrega um transgene com-
preendendo pelo menos uma cépia de um gene de interesse. Os estados
alélicos tipicos de um evento sdo a presenga ou auséncia do DNA estrangei-
ro. Um evento é caracterizado fenotipicamente pela expressao do transgene.
No nivel genético, um evento é parte da composi¢éo genética de uma plan-
ta. A nivel molecular, um evento pode ser caracterizado pelo mapa de restri-
¢ao (por exemplo, conforme determinado por "Southern blotting"), pelés se-
quéncias flanqueadoras & montante e/ou a jusante do transgene, pelo local
de marcadores moleculares e/ou pela configuragao molecular do transgene.
Geralmente a transformagdo de uma planta com um DNA transformante
compreendendo pelo menos um gene de interesse leva a uma multiddo de
eventos, cada um dos quais € unico.

Um evento de elite, conforme aqui usado, é um evento o qual é

selecionado de um grupo de eventos, obtidos pela transformagéo com o
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mesmo DNA transformante ou pelo cruzamento reverso com plantas obtidas
por tal transformacdo, baseando-se na expressao e estabilidade do(s) trans-
gene(s) e na sua compatibilidade com caracteristicas agrondmicas o6timas da
planta que o compreende. Conseqlientemente, os critérios para a selegao do
evento de elite sdo um ou mais, preferivelmente dois ou mais; vantajosa-
mente todos o0s seguintes:

, a) que a presenca do DNA estrangei'ro nao compromete outras
caracteristicas desejadas da planta, tais como aquelas relacionadas com 0
desempenho agronémico ou com o valor comercial; ,

b) que o evento € caracterizado por uma configuragdo molecular
bem definida a qual é estavelmente herdada e para a qual ferramentas a-
propriadas para controle de identidade podem ser desenvolvidas;

c) que o(s) gene(s) de interesse mostra(m) uma expressao feno-
tipica correta, apropriada e espacialmente e temporalmente estével, tanto na
condigdo heterozigética (ou hemizigética) quanto homozigéﬁca do evento,
em um nivel comercialmente aceitavel em uma faixa de condigdes ambien-

tais na qual as plantas carregando o evento sdo propensas a serem expos-

tas em uso agrondmico normal.

E preferido q‘ue o DNA estrangeiro esteja associado a uma posi?
¢ao no genoma da planta que permita a facil introgressao nos motivos gené-
ticos comerciais desejados.

. O status de um evento cofno um evento de elite é confirmado
pela introgressao do evento de elite em diferentes fundos genéticos relevan-
tes e observando a complacéncia com um, dois ou todos os critérios, por
exemplo, a), b) e ¢) acima. |
. Um "evento de elite”, consequentemente, refere-se a um local
genético compreendendo um DNA estrangeiro, o qual responde aos critérios
acima descritos. Uma planta, material vegetal ou progénie, tal como semen-
tes, pode compreender um ou mais eventos de elite em seu genoma.

As ferramentas desenvolvidas identificam um evento de elite da
planta, o material vegetal compreendendo um evento de elite, ou produtos

0s quais compreendem material vegetal compreendendo o evento de elite
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sdo baseados nas caracteristicas gendmicas especificas do evento de elite,
tal como um mapa de restricdo especifico da regido genémica compreen-
dendo o DNA estrangeiro, marcadores moleculares ou a sequéncia da(s)
regido(bes) flanquedora(s) do DNA estrangeiro. | ,

Uma vez que uma ou ambas as regides flanqueadoras do DNA
estrangeiro tenham sido seqgiienciadas, iniciadores e sondas podem ser de-
senvolvidos, os quais reconhecem especificamente essa (essas) sequén-
cia(s) no acido nucléico (DNA ou RNA) de uma amostra através de uma téc-

‘nica biolégica molecular, Por exemplo, um método de PCR pode ser desen-

volvido para identificar o evento de elite em amostras biologicas (tais como
amostras de plantas, material vegetal ou produtos compreendendo material
végetal). Tal PCR é baseado em pelo menos dois "iniciadores" especificos,
um reconhecendo uma seqiéncia na regido flanqueadora 5' ou 3' do evento
de eiite e o outro reconhecendo uma sequéncia no DNA estrangeiro. Os ini-
ciadores preferivelmente tém uma sequéncia de entre 15 e 35 nucleotideos,
0s quais sob condigdes otimizadas de PCR, "réconhecem especificamente”
uma-seqiéncia na regido flanqueadora 5' ou 3' do evento de elite e 0 DNA
estrangeiro do evento de elite respectivamente, de forma que um.fragmento
especifico ("fragmento de integragao ou amplicon' discriminante) seja ampli-
ficado a partir de uma amostra de &cido nucléico compreehdendo 0 evehto
de elite. Isso significa que somente o fragmento de integracéo a'lvejado, e
nenhuma outra sequéncia no genoma vegetal ou DNA estrangeiro, é amplifi-
cado sob condigdes de PCR otimizadas. ' ,

Iniciadores de PCR adequados para a inven¢gdo podem ser 0s
seguintes: '

- - oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt até cerca
de 300 nt, compreendendo uma sequéncia de nucleotideos de pelo menos
17 nucleotideos consecutivos, preferivelmente 20 nucleotideos consecutivos
selecionados da seqiiéncia flanqueadora 5' (SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 1
até o nucleotideo 311) na sua extremidade 3' (iniciadores reconhecendo se-
guéncias flanqueadoras 5'); ou

- - oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt até cerca
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" de 300 nt, compreendendo uma seqiéncia de nucleotideos de pelo menos -

17 nucleotideos consecutivos, preferivelmente 20 nucleotideos consecutivos
selecionados da sequéncia flanqueadora 3' (complemento da SEQ 1D NO: 2
do nucleotideo 510 até o nucleotideo 1880) na sua extremidade 3' (iniciado-
res reconhecendo seqiéncias flanqueadoras 3'); ou

- oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt até cerca
de 510 nt, compreendendo uma sequéncia de nucleotideos de pelo menos
17 nucleotideos consecutivos, preferivelmente 20 nucleotideos selecionados
das sequéncias de DNA inséridas (complemento da SEQ ID NO: 1 do nucle-
otideo 312 até o nucleotideo 810) na sua extremidade 3' (iniciadores reco-
nhecendo DNA estrangeiro) ou N |

- oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt até cerca
de 300 nt, compreendendo uma sequéncia de nucleotideos de pelo menos
17 nucleotideos consecutivos, preferiveimente 20 nucleotideos selecionados
das sequéncias de DNA inseridas (SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 1 ao nucle-
otideo 509).

Os iniciadores podem, é claro, ser mais longos do que os 17 nu-
cleotideos consecutivos, e podem ser, por exemplo, de 20, 21, 30, 35, 50,
75, 100, 150, 200 nt de comprimento ou ainda mais longos. Os iniciadore.sv
podem consistir completamente na seqiéncia de nuéleotideos-selecionadé;
das sequéncias de nucleotideo mencionadas ou das sequéncias 'ﬂaaneado-
ras e das‘seqijénc‘ias de DNA estrangeiro. Entretanto, a sequéncia de nucle-
otideos dos iniciadores nas suas extremidades 5' (isto é, foram dos 17 nu-
cleotideos consecutivos localizados em 3') é menos critica. Consequente-
mente, a sequiéncia 5' dos iniciadores pode consistir em uma sequéncia de |
nucleotideos selecionada das sequéncias flanqueadoras ou de DNA estran-
geiro, conforme apropriado, mas pode conter varias (por exemplo, 1, 2, 5,10
maus emparelhamentos). A seqiéncia 5' dos iniciadores pode mesmo com-
pletamente consistir em uma sequéncia de nucleotideos ndo-relacionada
com as sequéncias flanqueadoras ou com o DNA estrangeiro, tais como, por
exemplo, uma sequéncia de nucleotideos representando sitios de reconhe-

cimento de enzimas de restricdo. Tais seqiiéncias ndo-relacionadas ou se-
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giéncias de DNA flanqueadoras com maus emparelhamentos nio deve pre-
ferenciaimente ser mais longas do que 100, mais preferivelmente nao ser
mais longas do que 50 ou mesmo 25 nucleotideos.

Além disso, iniciadores adequados podem compreender ou con-
sistir em uma sequéncia de nucleotideos nas suas extremidades 3', se es-
tendendo na regido de jungdo entre as sequéncias derivadas de DNA vege-
tal e as sequéncias de DNA estrangeiro (localizados nos nucleotideos 311 -
312 na SEQ ID NO: 1 e nos nucleotideos 509 - 510 na SEQ ID NO: 2), com
a condi¢cao de que os 17 nucleotideos consecutivos localizados em 3' men-
cionados nao séo derivados exclusivamente ou do DNA estrangeiro ou das
sequéncias derivadas de plantas na SEQ ID NO: 1 ou 2. |

Conseqiientemente, iniciadores de PCR para a invengao tam-
bém podem ser os seguintes:

- oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt até cerca
de 300 nt, compreendendo uma seqﬁéhcia de nucleotideos de pelo menos
17 nucleotideos consecutivos, preferivelmente 20 nucleotideos consecutivos
selecionados da SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 1 até o nucleotideo 325) nas
suas extremidades 3'; ou

- oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt até cerca
de 300 nt, compreendendo uma sequéncia de nucleotideos de pelo menos
17 nucleotideos consecutivos, preferivelmente 20 nucleotideos consecuiivos
selecionados da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 495 até o nucleotideo 1880)
na sua extremldade 3'; ou

- oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt até cerca
de 300 nt, compreendendo uma sequéncia de nucleotideos de pelo menos
17 nuc'leo‘tideos consecutivos, preferivelmente 20 nucleotideos selecionados
do complemento da SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 295 até o nucleotideo
810) na sua extremidade 3' ou

- oligonucleotideos variando em comprimento de 17 nt até cerca
de 300 nt, compreendendo uma sequéncia de nucleotideos de pelo menos
17 nucleotideos consecutivos, preferivelmente 20 nucleotideos selecionados
da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 1 ao nucleotideo 525).
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Também é imediatamente claro para o artifice habilitado que
pares de iniciadores de PCR propriamente selecionados nao devem também
compreender sequéncias as quais sejam complementares umas as outras.

Para o propdsito da invengao, o “complemento de uma seqién-
cia de nUcleotideos representada na SEQ ID NO: X" é-a sequéncia de nu-
cleotideos a qual pode ser derivada da seqliéncia de nucleotideo represen-
tada pela substituicdo dos nucleotideos através de seus nucleotideos com-
plemeniares de acordo com as regras de Chargaff (A @ T; G C)elendoa
sequéncia na diregéb 5' até 3', isto &, em diregéo oposta da sequéncia de
nucleotideos representada. _ ’

Exémplos dos iniciadores adequados sdo as sequléncias de oli- |
gonucleotideos da SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 (sequéncia
flanqueadora 5' que reconhece iniciadorevs) SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 (DNA estrangeiro reconhe-
cendo iniciadores para uso com a sequéncia flanqueadora 5' que reconhece
iniciadores) SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:

14 (DNA estrangeiro reconhecendo iniciadores para uso com a sequéncia

~ flanqueadora 3' que reconhece iniciadores) SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16 |

ou SEQ ID NO: 17 (sequéncia flanqueadora 3' que reconhece iniciadores).

Outros exemplos de iniciadores de oligonucleotideos adequados
compreendem nas suas extremidades 3' as seguintes seqUén_cias ou consis-
tem em tais sequéncias:
a. sequéncia flanqueadora 5' que reconhece iniciadores:

- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 45
até o nucleotideo 64 |

- a seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 22
até o nucleotideo 41 ' | |

- a seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 47
até o nucleotideo 64

- a sequéncia de nucleotideos-da SEQ ID N2 1 do nucleotideo
183 até o nucleotideo 202

- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1 do nucleotideo
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184 até o nucleotideo 203
- a sequéncia de
301 até o nucleotideo 320

12

nucleotideos da SEQ ID N¢

- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne

303 até o nucleotldeo 322

- a sequéncia de

- 306 até o nucleotideo 325

nucleotideos da SEQ ID N°

1 do

1 do

1 do

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

- a sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1 do nucleotideo 36

~atéo nucleotideo 55

- a sequéncia de

182 até o nucleotideo 202

- - a sequéncia de

183 até o nucleotideo 203
- a sequéncia de

184 até o nucleotideo 202
- - a seqléncia de

185 até o nucleotideo 203

- a sequéncia de

185 até o nucleotideo 204 .

-a sequéncia de
292 até o nucleotideo 311

- a sequéncia de
295 até o nucleotideo 314

- a sequéncia de
307 até o nucleotideo 325

nucleotideos da SEQ ID Ne
nucleotideos da SEQ ID N°
nucleotideos da SEQ ID N°
nucleotideos da SEQ 1D Ne
nucleotideos da SEQ ID N°
nucleotideos da SEQ ID N®
nucleotideos da SEQ ID N

nucleotideos da SEQ ID N¢

1 do

1 do

1 do

1 do

1 do

1 do

1 do

1 do

nucleotideo
nUcIeotideo
nucleotideo
pucleotu’deo
nucleotideo
ngcleoﬁdeo
nucieofideo

nucleotideo

-a sequenma de nucleotideos da SEQ ID N® 1 do nucleotideo 8

ate o nucleotideo 27

- a sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 1 do nucleotideo 10

até o nucleotideo 29

- a sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 11

até o nucleotldeo 30

- a seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 13
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até o nucleotideo 32
- a sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1.do nucleotideo 20
até o nucleotideo 41
- aseqUéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1 do nucleotideo 35
até o nucleotideo 54
- a sequiéncia de nucleotideos da SEQ 1D N2 1 do nucleotideo 37
até o nucleotideo 55 |
- a sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1 do nucleotideo 66 |
até o nucleotideo 85 | |
- a sequiéncia de nucleotideos da SEQ 1D N2 1 do nucleotideo 67
até o nucleotideo 86 |
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 68
até o nucleotideo 87 |
- a sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1 do nucleotideo
181 até o nucleotideo 202 :
- a seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1 do nucleotideo
182 até o nucleotideo 203 . o
- a seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1 do nucleotideo
184 até o nucleotideo 204 | |
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1 do nucleotideo
185 até o nucleotideo 202 o :
. - a sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo
186 até o nucleotideo 204
-a sedﬁéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1 do nucleotideo
186 até o nucleotl'deo 203 |
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1 do nucleotideo
248 até o nucleotideo 267 |
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1 do nucleotideo
249 até o nucleotideo 268
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo
290 ate o nucleotideo 309

- a sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N® 1 do nucleotideo
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291 até o nucleotideo 311
- a sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo
293 até o nucleotideo 311
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo
294 até o nucleotideo 314
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1 do nucleotideo
301 até o nucleotideo 322 .
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1 do nucleotideo
303 até o nucleotideo 320
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo
305 até o nucleotideo 322 |
| - a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo
308 até o nucleotideo 325 |
- a seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1 do nucleotideo 11
até o nucleotideo 29 |
- a seqléncia de ‘nu'cleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 36
até o nucleotideo 54 ‘
. a sequiéncia de nucleotideos da SEQVID Ne 1 do nucleotideo 41
até o nucleotideo 61 .
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nuéleotideo'43
até o nucleotideo 64
- a seqléncia de nucleotideos da SEQ ID N? 1 do nucleotideo 66
até o nucleotideo 86
- a seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1 do nucleotideo 67
até o nucleotideo 85
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 1 do nucleotideo 67
até o nucleotideo 87
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 1 do nucleotideo 68
até o nucleotideo 86 ' |
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N® 1 do nucleotideo 69
até o nucleotideo 87

- a sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1 do nucleotideo
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180 até o nucleotideo 197
- a sequéncia de

183 até o nucleotideo 204
- a seqliéncia de

187 até o nucleotideo 204
- a sequéncia de

200 até o nucleotideo 219
| - a sequéncia de

246 até o nucleotideo 263
- a sequéncia de

247 até o nucleotideo 267 -

- a seqiéncia de

248 ateé o nucleotideo 268
- a 'seqUéncia de
249 até o nucleotideo 267 =
- a sequéncia de

250 até o nucleotideo 268
- a sequéncia de

290 até o nucleotideo 311
- a sequéncia de

291 até o nucleotideo 308
_ - a sequéncia de

291 até o nucleotideo 309
- a 'seqUéncia de

293 até o nucléotideo 214

15

nucleotideos da SEQ ID N2 1
nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
nucleotideos da SEQ ID N2 1
nucleotideos da SEQ ID N? 1
nucléotideos da SEQ ID N2 1
nucleotideos da SEQ ID N° 1
nuc|eot_ideo§ da SEQ ID Ne¢ 1
nucleotidéos dé SEQ ID N2 1

nucleotideos da SEQ ID N2 1

do
do
do
do
do
do
do
do
do
do
do

do

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo -

nucleotideo

nucleotideo
nucleotideo
nucleotideo
nqcleotideq
nucleotl’ded_
nucleotideo

nucleotideo

- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 8-

até o nucleotideo 29

- a sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 11

até o nucleotideo 32

- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 37

até o nucleotideo 54

- a seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 1 do nucleotideo 40
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até o nucleotideo 61

- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 64
até o nucleotideo 85 |

- a seqUiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 65
até o nucleotideo 86

| - a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 66

até o nucleotideo 87

- a sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 1 do nucleotideo 68

~até o nucleotideo 85

- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo 69
até o nucleotideo 86
| - a,seq'ﬂéncia de nucleotideos da SEQ ID N® 1 do nucleotideo -
197 até o nucleotideo 218 |
- asequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1 do nucleotideo
201 até o nucleotideo 219
| -Ha sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N® 1 do nucleotideo
201 até o nucleotid'eo 218 .
- a seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo
234 até o nucleotideo 253 .
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo
244 até o nucleotideo 263
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo
246 até o nucleotideo 267 _
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1 do nucleotideo
247 até o nucleotideo 268 |
~ - a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1 do nucleotideo
250 ate o nUcIeotideo 267 .
- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo
292 até o nucleotideo 309 ' ,
- a sequéncia.de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1 do nucleotideo
198 ate o nucleotideo 219

- a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 do nucleotideo
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202 até o nucleotideo 219

- a sequéncia de
233 até o nucleotideo 253

- a sequéncia de
235 até o nucleotideo 254

- a sequéncia de
235 até o nucleotideo 253

- a sequéncia de

243 até o nucleotideo 263

- a seqliiéncia de

232 até o nucleotideo 253
- a sequéncia de

234 até o nucleotideo 254
- a sequéncia de
242 ate o nucleotideo 263
_ - a sequéncia de

233 até o nucleotideo 254

- a sequéncia de

234 até o nucleotideo 255

- a seqliéncia de

294 até o nucleotideo 215
, - a sequéncia de

247 até o nucleotideo 266
- a sequéncia de

248 até o nucleotideo 266
-a seqléncia de

249 até o nucleotideo 266

17

nucleotideos da SEQ ID N? 1
nucleotidéos da SEQ ID N2 1
nucleotideos da SEQ 1D N® 1
nuclebtideos da SEQ ID N2 1
nucleotideos da SEQ ID VN‘-’ 1

nucleotideos da SEQ ID N° 1

nucleotideos da SEQ ID N° 1

nucle‘otideoé da SEQ‘ ID N2 1
nucleotideos da SEQ ID N2 1
nucleotideos da SEQ ID N° 1
nucleotideos da SEQ ID N° 1
nucleotideos da SEQ ID N2 1

nucleotideos da SEQ ID N2 1

do
do
do
do
do
do
do
do

do

do.

do
do

do

nucleotideo
nucleotideo
nucleotideo
nucieotn’deo
nucleotideo
n—ucleotideo
nucIeotvideév
nucleotideo
nl.vaIeotl'deo.
nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

nucleotideo

b. Sequéncia de DNA estrangeiro reconhecendo iniciadores para uso com a

sequéncia flanqueadora 5' reconhecendo iniciadores:

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ.I1D N2 1

do nucleotideo 781 até o nucleotideo 800

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
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do nucleotideo 301 até o nucleotideo 320
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 303 até o nucleotideo 322
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1
do nucleotideo 442 até o nucleotideo 461
_ - 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ 1D N° 1
do nucleotideo 444 até o nucleotideo 463
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 778 até o nucleotideo 797
- o complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 781 até o nucleotideo 799 ,
- 0 complemento da seqi]éhcia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 788 até o nucleotideo 807
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 318 até o nucleotideo 337
- 0 complemento da se_qijléncia de nubleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 322 até o nucleotideo 341
-0 complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1 -
do nucleotideo 325 até o nucleotideo 344
- 0 complemento da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 1
do nucleotideo 329 até o nucleotideo 348
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 1
do nucleotideo 353 até o nucleotideo 372 |
- o complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N® 1
do nucleotideo 376 até o nucleotideo 395
| - 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 378 até o nucleotideo 397 |
- o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 384 até o nucleotideo 403
- 0 complemento da seq(jéncia de nucleotideos da SEQ ID N@ 1
do nucleotideo 440 até o nucleotideo 459

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
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do nucleotideo 442 até o nucleotideo 460
- o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ 1D N¢ 1
do nucleotideo 444 até o nucleotideo 462
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1
do nucleotideo 442 até o nucleotideo 462
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1
do nucleotideo 444 até o nucleotideo 464
-0 complemento da seqﬁéncvia de nucleotideos da SEQ ID N? 1
do nucleotideo 449 até o nucleotideo 468
- - 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 470 até o nucleotideo 489
| - 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 484 até o nucleotideo 503 '
- 0 complemento da seq(Jé_ncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 492 até o nucleotideo 511 ,
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nuéleotideo 781 até o nucleotideo 798
-0 complémento da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 778 até o nucleotideo 798 | |
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1
do nucleotideo 781 até o nucleotideo 802 .
| - o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 788 até o nucleotideo 806
- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 301 até o nucleotideo 318
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ 1D N° 1.
do nucleotideo 303 até o nucleotideo 320 '
- o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ 1D N° 1
do nucleotideo 301 até o nucleotideo 322 |
- o complemento da sequéncia de nuclectideos da SEQ ID N 1
do nucleotideo 318 até o nucleotideo 336

- o complemento da seqiéncia de nuclectideos da SEQ ID N2 1
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do nucleotideo 318 até o nucleotideo 338

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 320 até o nucleotideo 339

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 322 até o nucleotideo 340

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 322 até o nucleotideo 342

- o0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 325 até o nucleotideo 343

‘ - 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ 1D N° 1

do nucleotideo 329 até o nucleotideo 347

-0 complemento da sequéncia de nucleotideos da ,SEO ID N° 1
do nucleotideo 346 até o nucleotideo 365 |

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 348 até o r'\vuvcleotideo 367 '

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 353 até o nucleotideo 371 ,

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N® 1
do nucleotideo 378 até o nucleotideo 396

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 376 até o nucleotideo 396 |

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 382 até o nucleotideo 400

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1
do nucleotideo 382 até o nucleotideo 401

- o complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1

"do nucleotideo 384 até o nucleotideo 404

- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 442 até o nucleotideo 459

- o complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 440 até o nucleotideo 460 '

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ 1D N° 1
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do nucleotideo 444 até o nucleotideo 461
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 442 até o nucleotideo 463
- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nuclebtideo 444 até o nucleotideo 465
- 0.complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 1
do nucleotideo 469 até o nucleotideo 488
| - o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 470 até o nucleotideo 488 ‘
- 0 complemento da seqgléncia de n.ucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 484 até o nucleotideo 504
- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 490 até o nucleotideo 509
- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1
do nucleotideo 491 até o nucleotideo 510 |
- 0 complemento da sequéncia de nucleot|deos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 492 até o nucleotideo 512 _
- 0 complemento da sequéncia de nucleot|deos da SEQ ID N2 1
do nucleohdeo 561 até o nucleotideo 580 |
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 1
do nucleotideo 563 até o nucleotideo 582 ‘
- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 565 até o nucleotideo 584
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 568 até o nucleotideo 587
- 0 complemento da sequéncia de nucleotldeos da SEQ ID N° -
do nucleotideo 572 até o nucleotideo 591 ’
- o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N® 1
do nucleotideo 590 até o nucleotideo 609
- o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 640 até o nucleotideo 659

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ 1D N 1
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do nucleotideo 695 até o nucleotideo 713

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 782 até o nucleotideo 799

- 0 complemento da seqﬂéncié de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 778 até o nucleotideo 799

- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ 1D N2 1
do nucleotideo 788 até o nucleotideo 805

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 788 até o nucleotideo 808

-0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N® 1

do nucleotideo 318 até o nucleotideo 335

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEO ID Ne© 1
do nucleotideo 315 até o nucleotideo 336

- o complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 320 até o nucleotideo 338

- 0 complemento dé seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotl’deo'31 8 até o nucleotideo 339 |

- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 322 até o nucleotideo 339 |

- o complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 320 até o nucleotideo 340 |

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1

-do nucleotideo 325 até o nucleotideo 342

- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 322 até o nucleotideo 343

- o complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1
do nucleotideo 329 até o nucleotideo 346 |

- 0 complemento ‘da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 325 até o nucleotideo 346

- o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 329 até o nucleotideo 349

-0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1
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do nucleotideo 346 até o nucleotideo 364
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 348 até o nucleotideo 366
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 346 até o nucleotideo 366
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 348 até o nucleotideo 368
-0 complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 353 até o nucleotideo 370 |
- - o complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1
do nucleotideo 378 até o nucleotideo 395
| - 0 complemento da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID N? 1
do nucleotideo 376 até o nucleotideo 397
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ |D N2 1
do nucleotideo 376 até o nucleotideo 399 . ‘
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 1
do nucleotideo 384 até o nucleotideo 401

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideos da SEQ 1D N2 1

do nucleotldeo 384 até o nucleotideo 405

- 0 complemento da sequenma de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 440 até o nucleotideo 461
_ - o complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 466 até o nucleotideo 487
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 484 até o nucleotideo 505
- o' complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 490 até o nucleotideo 508 | |
- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 492 até o nucleotideo 509
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 491 até o nucleotideo 509

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID N® 1
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do nucleotideo 490 até o nucleotideo 510

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 491 até o nucleotideo 511

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 492 até o nucleotideo 513

- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1

- do nucleotideo 561 até o nucleotideo 579

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1 -
do nucleotideo 561 até o nucleotideo 581
_ - 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 563 até o nucleotideo 581
-0 corhplemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 568 até o nucleotideo 586
-0 Complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 1
do nucleotideo 572 até o nucleotideo 590
- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N 1
do nucleotideo 572 até o nucleotideo 592
-0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ 1D N2 1

'do nucleotideo 590 até o nucleotideo 610

- o complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ 1D N2 1
do nucleotideo 596 até o nucleotideo 613 |
- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 596 até o nucleotideo 614 _
- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 640 até o nucleotideo 657
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ 1D N° 1
do nucleotideo 640 até o nucleotideo 658 |
-0 complemento'da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 640 até o nucleotideo 660
- o complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 695 até o nucleotideo 712

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ 1D N° 1
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do nucleotideo 696 até o nucleotided 713

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 320 até o nucleotideo 337

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQID N2 1
do nuclebtideo 320 até o nucleotideo 341

- o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 329 até o nucleotideo 350

| - 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1

do nucleotideo 346 até o nucleotideo 363

- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 348 até o nucleotideo 365 | '

| - 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N21

do nucleotideo 346 até o nucleotideo 367A

-0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 348 até o nucleotideo 369

- 0 complemento da sequéncia de nucleotldeos da SEQ ID N2 1
do nucleotldeo 354 até o nucleotideo 371

- o complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 1
do nucleotudeo 382 até o nucleotideo 403 |

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideos da SEQ 1D Ne 1
do nucleotideo 482 até o nucleotideo 503

- 0 complemento da seqiéncia de nucleotldeos da SEQ ID N¢ 1

do nucleotldeo 491 até o nucleotideo 518

- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotldeo 490 até o nucleotideo 511

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ'ID N2 1
do nucleotideo 491 até o nucleotideo 512

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 563 até o nucleotideo 580

- o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 563 até o nucleotideo 582

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
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do nucleotideo 565 até o nucleotideo 582
‘ - o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 563 até o nucleotideo 584
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 1
do nucleotideo 568 até o nucleotideo 585
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 562 até o nucleotideo 589
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 572 até o nucleotideo 593
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 584 até o nucleotideo 605 A |
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 590 até o nucleotideo 607
-0 Complemento da seqUéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 590 até o nucleotideo 611
- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotldeo 596 até o nucleotideo 615
- o complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 1
do nucleotideo 599 até o nucleotideo 618 ‘ _
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 540 até o nucleotideo 661 |
- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 779 até o nucleotideo 798 |
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 788 até o nucleotideo 809
- o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
do nucleotideo 568 até o nucleotideo 589
- - o complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 1
do nucleotideo 596 até o nucleotideo 616 |
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 599 até o nucleotideo 619

-0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 1
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do nucleotideo 745 até o nucleotideo 762

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 779 até o nucleotideo 797

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1.

do nucleotideo 779 até o nucleotideo 799

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 786 até o nucleotideo 805

-0 complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 1
do nucleotideo 596 até o nucleotideo 617 _

- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 1
do nucleotideo 599 até o nucleotideo 620 '

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ 1D Ne 1
do nucleotideo 779 até o nucleotideo 796 |

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ 1D Ne 1
do nucleotideo 779 até o nucleotideo 800 |

- o complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 1
do nucleotideo 786 até o nucleotideo 804 _ ,

- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N21
do nucleotideo 314 até o nucleotideo 335

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideoé da SEQ ID N2 1
do nucleotideo 786 até o nucleotideo 803 _

- o complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ 1D N2 1
do nucleotideo 786 ate o nucleotideo 806

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne¢ 1
do nucleotideo 296 até o nucleotideo 315
c. sequiéncia de DNA estrange'iro reconhecendo iniciadores para uso com a
sequéncia flanqueadora 3' reconhecendo iniciadores: ' ' |

- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2
do nucleotideo 1413 até o nucleotideo 1432

- ‘o complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 721 até o nucleotideo 740

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2



10

15

20

25

30

28

do nucleotideo 767 até o nucleotideo 786

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 1185 até o nucleotideo 1204

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 1332 até o nucleotideo 1351

- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 2
do nucleotideo 1413 até o nucleotideo 1431

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2

~ do nucleotideo 1413 até o nucleotideo 1433

- 0 complemento da seqUéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2
do nucleotideo 503 até o nucleotideo 522

-0 com}plemento da sequéncia de nuclectideos da SEQ ID N¢ 2
do nucleotideo 507 até o nucleotideo 526

- o complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 721 até o nucleotideo 739

- 0 complemento dé seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 722 até o nucleotideo 741

-0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2 -
do nucleotideo 721 até o nucleotideo 741

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 2
do nucleotideo 770 até o nucleotideo 789 ‘

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 775 até o nucleotideo 794 |

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 1135 até o nucleotideo 1154

. - o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2

do nucleotideo 1185 até o nucleotideo 1202

- 0 complemento da seqUéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 1185 até o nucleotideo 1205

- o complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 1191 até o nucleotideo 1210

-0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 2



10

15

20

25

30

29

do nucleotideo 1332 até o nucleotideo 1350

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ 1D N*° 2
do nucleotideo 1332 até o nucleotideo 1352

-0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 2.~
do nuc|eot|deo 1413 até o nucleotideo 1430

- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N® 2
do nucleotideo 506 até o nucleotideo 525

0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N°2
do nucleotideo 507 até o nucleotideo 525 |
' - 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2

do nucleotideo 507 até o nucleotideo 527

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 721 até o nucleotideo 738 |

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 722 até o nucleotideo 740

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 2
do nucleotideo 721 até o nucleotideo 742

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 2.
do nucleotideo 775 até o nucleotideo 793

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 2
do nucleotideo 775 até o nucleotideo 795 _

_ - o complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ |D Ne 2

do nucleotideo 1135 até o nucleotideo 1153

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 1135 até o nucleotideo 1155 | |

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2
do nucleotideo 1185 até o nucleotideo 1206 | |

- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 1191 até o nucleotideo 1209

-0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2
do nucleotideo 1316 até o nucleotideo 1335 ,

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N® 2
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do nucleotideo 1325 até o nucleotideo 1344
- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 1332 até o nucleotideo 1353
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 1413 até o nucleotideo 1434
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 2
do nucleotideo 507 até o nucleotideo 528
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 722 até o nucleotideo 739
- o complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 725 até o nucleotideo 742
. - 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 730 até o nucleotideo 749
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 2
do nucleotideo 770 até o nucleotideo 787
- 0 complemento dé sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 770 até o nucleotideo 791'
-0 complemento da sequéncia de nuc\eotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 771 até o nucleotideo 792 v
- 0 complemento da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 775 até o nucleotideo 792 |
- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2
do nucleotideo 775 até o nucleotideo 796 | |
- 0 complemento da seqtiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2
do nucleotideo 1153 até o nucleotideo 1134
. - 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2
do nucleotideo 1135 até o nucleotideo 1156
- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 2
do nucleotideo 1187 até o nucleotideo 1206

- 0 complemento da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2

. do nucleotideo 1191 até o nucleotideo 1208

- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
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do nucleotideo 1191 até o nucleotideo 1212
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2
do nucleotideo 1325 até o nucleotideo 1343
-0 complemento da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotldeo 1325 até o nucleotideo 1345
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 1367 até o nucleotideo 1384
| - 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 1511 até o nucleotideo 1528
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQJ ID N2 2
do nucleotideo 506 até o nucleotideo 527
- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N® 2
do nucleotideo 730 até o nucleotideo 750 |
- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2
do nucleotideo 1187 até o nucleotideo 1204 |
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 2
do nucleotndeo 1187 até o nucleotideo 1205
- 0 complemento da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID Ne2
do nucleotideo 1249 até o nucleotideo 1266 |
- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 2
do nucleotideo 1325 até o nucleotideo 1342 . |
. ~ - 0 complemento da sequéncia de nucleotldeos da SEQID N° 2
do nucleotideo 1325 até o nucleotideo 1346
- o' complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 2
do nucleotideo 730 até o nucleotideo 751 , '
- _d complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N 2
do nucleotideo 1187 até o nucleotideo 1208 I
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 2
do nucleotideo 1334 até o nucleotideo 1353 | _
- 0 complemento da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 1334 até o nucleotideo 1352 _
- 0 complemento da seqUéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2
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do nucleotideo 1334 até o nucleotideo 1354
' - 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 2
do nucleotideo 1334 até o nucleotideo 1351
- 0 complemento da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 1334 até o nucleotideo 1355
} - 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne2
do nucleotideo 754 até o nucleotideo 771

- 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2

. do nucleotideo 842 até o nucleotideo 863

v - 0 complemento da sequéncia de nucleotideos da SEQ 1D N2 2
do nucleotideo 732 até o nucleotideo 751
- 0 complemento da seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2
do nucleotideo 732 até o nucleotideo 750
d. sequéncia flanqueadora 3' que reconhece os iniciadores:
- da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
284 até o nucleotideo 303 | |
- da seqUiéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 2 do nucleotideo
285 até o nucleotideo 305 _ _ '
| - da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
289 ate o nucleotideo 308 |
| - da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 2 do nucleotideo
160 até o nucleotideo 179
- da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
162 até o nucleotideo 181
| - da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
283 ateé o nucleotideo 303 _
- da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
284 até o nucleotideo 304
- da sequéncia de n'ucleotideos da SEQ ID N® 2 do nucleotideo
286 até o nucleotideo 304
- da seqiéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 2 do nucleotideo
287 até o nucleotideo 306
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- da seqliéncia de
288 até o nucleotideo 308

- da sequliéncia de
290 até o nucleotideo 308

- da sequéncia de
394 até o nucleotideo 413

- da sequéncia de
398 até o nucleotideo 417

- da sequéncia de
399 até o nucleotideo 418

- da sequéncia de
400 até o nucleotideo 418

- da sequéncia de
119 até o nucleotideo 138

- da sequéncia de
161 até o nucleotideo 179

- da sequéncia de

161 até o nucleotideo 181

- da sequéncia de
184 até o nucleotideo 203

- da sequéncia de
192 até o nucleotideo 211

- da sequéncia de
193 até o nucleotideo 212

- da seqliiéncia de
195 até o nucleotideo 214

- da sequéncia de
241 até o nucleotideo 260

- da sequéncia de
283 até o nucleotideo 304

- da seqléncia de
286 até o nucleotideo 303

33

nucleotideos da SEQ ID Ne 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N° 2 do ‘nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nuqléotideo
nucleotideos da SEQ ID N¢ 2 do nucleotideo
nucleotidebs da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N¢ 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N¢ 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nUcIéoﬁdeQ
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N° 2 do hucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N® 2 do n'udedtideo
nucleotideos da SEQ ID N? 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
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- da sequéncia de

286 até o nucleotideo 306
- da sequéncia de

287 até o nucleotideo 304
- da seqﬂéncia de

287 até o nucleotideo 308
' - da sequéncia de

288 até o nucleotideo 306
- da sequéncia de

366 até o nucleotideo 385
- da sequiéncia de

393 até o nucleotl’d'eo 412
- da sequéncia de

395 até o nucleotideo 413
- da sequéncia de

398 até o nucleotideo 418
| - da sequéncia de

399 até o hucleotideo 417

- da sequéncia de
400 até o nucleotideo 417

- da sequéncia de
401 até o nucleotideo 418

- da sequiéncia de

'430'até 0 nucleotideo 449

- da sequiéncia de
81 até o nucleotideo 100

- da sequéncia de
90 até o nucleotideo 109

- da sequéncia de
159 até o nucleotideo 179

- da sequéncia de

160 até o nucleotideo 181

34

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideqs da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N° 2 dé nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotidebs' da SEQ ID N2 2 dov.nucleotideo
nucleoﬁdeos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do n‘ucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N® 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ 1D N2 2 do nucleotideo
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- da sequéncia de

185 até o nucleotideo 203
- da sequiéncia de

191 até o nucleotideo 211
o da sequéncia de

192 até o nucleotideo 212
- da sequiéncia de

193 até o nucleotideo 211
- da sequéncia de

194 até o nucleotideo 212
- da sequéncia de

194 até o nucleotideo 214
- da sequéncia de

196 até o nucleotideo 215
- da sequéncia de

196 até o nucleotideo 214

- da sequéncia de

219 até o nucleotideo 238

- da sequéncia de
240 até o nucleotideo 260

- da sequéncia de.
242 até o nucleotideo 261

- da sequiéncia de
242 até o nucleotideo 260

- da seqléncia de
275 atéo nucleotideo 294

- da seqléncia de
285 até o nucleotideo 306

- da seqléncia de
289 até o nucleotideo 306

- da sequéncia de
315 até o nucleotideo 334

35

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo -
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo |
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do -nucleotideo
nucleotideos da SEQ I'D N2 2 do nucleotideo
nucleotidéos da SEQ ID N2 2 do nucléota’deo
nucleotideos da SEQ ID N? 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotfdeos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N¢ 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID NQV 2 do nUcIeoﬁdep
nuclebtidebs da SEQ ID N° 2‘d‘0'nuc|eotideo‘
nucleotideos da SEQ ID N¢ 2 do nuclevotideo'
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
ﬁucleotideos da SEQ ID N* 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N¢ 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
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- da sequéncia de

319 até o nucleotideo 338
- da sequéncia de

366 até o nucleotideo 383
- da sequiéncia de

372 até o nucleotideo 391
} - da sequéncia de

392 até o nucleotideo 412
- da sequéncia de

392 até o nucleotideo 413
- da sequéncia de

394 até o nucleotideo 412
» - da sequéncia de

397 até o nucleotideo 417
- da sequéncia de

397 até o nucleotideo 418
- da seqiéncia de

424 até o nucleotideo 443
| - da sequéncia de

429 ate o nucleotideo 449
- da seqéncia de

431 até o nucleotideo 450 .

- da seqliéncia de

431 até o nucleotideo 449
- da sequéncia de

439 _até o nucleotideo 458

- da sequéncia de

447 até o nucleotideo 466

- da sequéncia de
481 até o nucleotideo 500

- da sequéncia de
507 até o nucleotideo 526

36

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nqcleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da.SEQ ID N° 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do _nucléotl’deo
nucleotrideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
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- da sequiiéncia de
79 até o nucleotideo 96
- - da sequéncia de
80 até o nucleotideo 100
. da sequéncia de
82 até o nucleotideo 100
- da sequéncia de
89 até o nucleotideo 109
- da sequéncia de
91 até o nucleotideo 109
- da sequéncia de
121 até o nucleotideo 138
- da sequéncia de
184 até o nucleotideo 202
- da seqiéncia de
186 até o nucleotideo 203

- da sequéncia de

- 190 até o nucleotideo 211

- da seqiéncia de
191 até o nucleotideo 212

- da sequéncia de
193 até o nucleotideo 214

- da sequéncia de
194 até o nucleotideo 211

- da sequéncia de
195 até o nucleotideo 215

- da sequéncia de
195 até o nucleotideo 212

- da sequéncia de
218 até o nucleotideo 238

- da sequiéncia de
220 até o nucleotideo 238

37

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N¢ 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N¢ 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nuclle.otl'deo
nucleotideos da SEQ ID N? 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ‘ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID. N¢ 2 do nucleotideb
nucleotideos da SEQ ID N? 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo
nucledtideos da SEQ ID Ne 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotl’ded
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- da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
221 até o nucleotideo 238 |
- - da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
239 até o nucleotideo 260 |
- da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
241 até o nucleotideo 261
- da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N? 2 do nucleotideo
277 até o nucleotideo 294 _ .
- da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo
282 até o nucleotideo 303 |
| - da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 2 do nucleotideo
314 até o nucleotideo 334 |
- da sequéncia de nucleotideos da SEQ 1D Ne 2 do nucleotideo
316 até o nucleotideo 334
- da seqﬁéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
318 até o nucleotideo 338 |
-da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
320 até o nucleotideo 338
- daseqﬂénéia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
371 até o nucleotideo 391
- - da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo
391 até o nucleotideo 412 |
- da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
395 até o nucleotideo 412 | |
- da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo

396 _até o nucleotideo 417

- da segiiéncia de nucleotideos da SEQ ID Ne 2 do nucleotideo
423 até o nucleotideo 443

- da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
430 até o nucleotideo 450 | _

- da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
432 até o nucleotideo 449
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- da seqléncia de

438 até o nucleotideo 458
- - da sequéncia de

446 até o nucleotideo 466
- da sequéncia de

448 até o nucleotideo 466
- da sequéncia de

449 até o nucleotideo 466
- da sequéncia de

481 até o nucleotideo 498
- da sequéncia de

481 até o nucleotideo 499
- da sequiéncia de
482 até o nucleotideo 500
- da seqUiéncia de

508 até o nucleotideo 526

- da sequéncia de

~ 79 até o nucleotideo 100

- da sequéncia de
83 até o nucleotideo 100

- da sequéncia de
88 até o nucleotideo 109

- da sequéncia de
92 até o nucleotideo 109

| - da seqiiéncia de

185 até o nucleotideo 202

- da sequéncia de
194 até o nucleotideo 215

- da sequéncia de
217 até o nucleotideo 238

- da sequéncia de

240 até o nucleotideo 261

39

nucleotideos da SEQ ID N 2 do nucleotideo -
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N¢ 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N°® 2 do nucledtideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nuc|e.ot|'d'eo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideds da SEQ ID N° 2 do n}ucleqtideo
nucleotideos da SEQ_ ID: Ne¢ 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N9}2 do m—JcIe‘otlu’deq'
nucleotl’deos‘da SEQ ID N2 2 do nucleotideo -
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucledtideo' ,

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
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- da sequéncia de
241 até o nucleotideo 262
- da sequiéncia de
313 até o nucleotideo 334
- da sequéncia de
317 até o nucleotideo 338
- da sequéncia de
321 até o nucleotideo 338
- da seqiéncia de
370 até o nucleotideo 391
' - da sequéncia de
422 até o nucleotideo 443
- da sequéncia de
428 até o nucleotideo 449
- da sequiéncia de
429 até o nucleotideo 450
. da sequéncia de
437 até o nucleotideo 458
' - - da sequéncia de
441 até o nucleotideo 458
- da sequiéncia de
445 até o nucleotideo 466
- da sequéncia de
482 até o nucleotideo 499
- da sequéncia de
504 até o nucleotideo 523
- da sequéncia de

266 até o nucleotideo 287

- da sequéncia de
446 até o nucleotideo 465

- da sequéncia de
156 até o nucleotideo 175

40

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N¢ 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N? 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N® 2 do nucleotideo
_nucleoﬁdeos da SEQ ID N 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ 1D N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID _N9 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 db nucleotideb
nucleotideos da SEQ .ID Ne 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo
nucleotideos da SEQ ID N? 2 do nucleotideo

nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
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- da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N® 2 do nucleotideo -
448 até o nucleotideo 465 '
- - da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo '
155 até o nucleotideo 175
- da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N¢ 2 do nucleotideo
157 até o nucleotideo 175
- da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo
154 até o nucleotideo 175 o
- da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo
312 até o nucleotideo 329 '
. dé sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
191 até o nucleotideo 210 _ ,
- da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo
190 até o nucleotideo 210 | | o
- da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
192 até o nucleotideo 210 |
- da sequéncia de nucleotideos da SEQ 1D N 2 do nucleotideo |

157 até o nucleotideo 176

- da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nUcIeotl’deo
189 ate o nucleotideo 210 _ | |

- da sequéncia de .nucleotideos da SEQ ID N2 2 do hucleotideo
193 até o nucleotideo 210 |

- da seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID N2 2 do nucleotideo
156 até o nucleotideo 176 |

 -da seqléncia de nucleotideos da SEQ ID N° 2 do nucleotideo

155 até o nucleotideo 176 |

Conforme aqui utilizado, "a seqliéncia de nucleotideos da SEQ
ID NO: Z da posicdo X até a posi¢do Y" indica a seqliéncia de nucleotideos
incluindo ambos os pontoé das extremidades dos nucleotideos.

Preferivelmente, o fragmento de integragdo tem um comprimento
de entre 50 e 500 nucleotideos, mais preferivelmente de entre 100 e 350

nucleotideos. Os iniciadores especificos podem ter uma seqiéncia a qual
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seja entre 80 e 100% idéntica a uma sequéncia na regiao flanqueadora 5' ou

3' do evento de elite e 0 DNA estrangeiro do evento de elite, respectivamen-

te, com a condigdo de que os maus emparelhamentos ainda permitem a i-

dentificagdo especifica do evento de elite com esses iniciadores sob condi-

¢Oes de PCR otimizadas. A faixa de emparelhamentos ruins permitida, entre-

tanto, pode ser faciimente determinada experimentalmente e sdo conhecidas

- por uma pessoa versada na técnica.

A tabela a seguir exemplifica os tamanhos dos amplicons de

DNA esperad_bs (ou fragmentos de integragao) com pares selecionados de
iniciadores de PCR. |

| miciador1 | | o8 | eer | eae | Amplicon
HCA150 8 KVM173 | 365 ’
HCA150 8 YTP228 | 402
HCA150 8 YTP220 |594
HCA150 8 DPA024 | 736 -
HCA150 |8 YTP245 | 796
DPA013 66 KVM173 | 365
'DPA013 66 YTP228 | 402
DPA013 66 YTP220 | 594
DPA013 66 DPA024 | 736
DPA013 66 YTP245 | 796
DPA228 292 KVM173 | 365 |
DPA228 292 YTP228 | 402 110
DPA228 | 292 YTP220 | 594 302
DPA228 29 DPA024 | 736 444
DPA228  |292 YTP245 |796 504
YTP170 82 MDB687 | 527 445
YTP170 82 SMO022 | 724 642
YTP170 82 SMO024 | 1215 1133
YTP227 237 MDB687 | 527 290
YTP227 | 237 SMO022 | 724 487
YTP227 237 SMO024 | 1215 978
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| Iniciador 1 Da i Iniciador At.é a Comprim‘ento do
posicao 2 posicao Amplicon

MDB688 377 MDB687 | 527 150 |
MDB688 377 SM0022 | 724 347

MDB688 377 SM0024 | 1215 838

KVM175 476 MDB687 | 527 51

KVM175 476 SMO022 | 724 248

KVM175 476 SM0O024 | 1215 739

A deteccao dos fragmentos de integragdo pode ocorrer de diver-
sas formas, por exemplo, através de estimativé de tamanho depcjis de anali-
se de gel. Os fragmentos de integragéo também podem ser diretamente se-
qiienciados. Outros métodos especificos de seqiéncia para a detecgao de
fragmentos de DNA amplificados também s&o conhecidos na técnica.

Uma vez que a seqliéncia dos inic}iadore_s e seus locais felativ'os
no genoma sdo Unicos para o evento de elite, a amplificagéo do fragmento
de integragao ira ocorrer somente em amostras bioldgicas compreendendo
(o acido nucléico do) evento de elite. Preferivelmente ao efetuar_ um PCR
para identificar a presenga do A5547-A12 em amostras desconhecidas, um
controle é incluido de um grupo de iniciadores com os quais um fragmento
em um "gene governante" da espécie vegetal do evento pode ser ’amplifica_-
do. Gentes governantes s30 genes que sAo expressos na maioria dos tipos
celulares e os quais estdo envolvidos com atividades metabdlicas basicas
comuns a todas as células. Preferivelmente, o fragmento amplificado do.ge-
ne governante é um fragmento o qual é maior do que o fragmento de inte-
gracdo amplificado. Dependendo das amostras a serem analisadas, outros.
controles podem ser incluidos..

Protocolos de PCR padronizados sdo descritos na técnica, tal
como em "manual de aplicacdes de PCR" (Roche Molecular Biochemicals,
22 Edicao, 1999). As cohdigées 6timas para o PCR, incluindo a sequéncia
dos iniciadores espedificos, é especificada em um "protocolo de identificagao
de PCR" para cada evento de elite. E, entretanto, entendido 'que uma varie-
dade de parametros no protocolo de identificagdo de PCR pode necessitar

ser ajustada a condicbes laboratoriais especificas, e pode ser levemente
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modificada para obter resultados semelhantes. Por exemplo, 0 uso de um
método diferente de preparagdo de DNA pode requerer o ajuste, por exem-
plo, da quantidade de iniciadores, polimerase e das condi¢des de anelamen-
to usadas. Similarmente, a sele¢ao de outros iniciadores pode ditar outras
condicbes Otimas para o protocolo de identificacdo de PCR. Esses ajustes
irdo, entretanto, ser aparentes para uma pessoa versada na tecnica, e sdo
ainda detalhados nos atuais manuais de aplicagao de PCR, tais como aque-
les citados acima.

AI'ternativamente, os iniciadores especificos podem ser usados
para amplificar um fragmento de integragéo que possa ser usado como uma
"sonda especifica’ para identificar A5547-127 em amostras bioldgicas. O
contato do acido nucléico de uma amostra bioldgica, com a sonda, sob con-
dicbes as quais permitam a hibridizagé@o da sonda com o seu fragmento cor-
respondente no acido nucléico, resulta na formagao de um hibrido de acido
nucléico/sonda. A formagéo desse hibrido pode ser detectada (por exemplo,
marcagao do cido nucléico ou sonda), por meio do que a formacgao desse
hibrido indica a presenca de A5547-127. Tais métodos de identificacao ba-
seados navhibr'idiza(:éo com uma sonda especifica (seja em veiculo de fase -
solida ou em solugéo) foram descritos na técnica. A sonda especifica é pre-
ferivelmente uma sequéncia a qual, sob condi¢gdes otimizadas, hibridiza es-
pecificamente a uma regido na regido flanqueadora 5' ou 3' do evento de
elite e, preferivelmente, também compreendendo parte do DNA estrangeiro
contiguo com isso (de agora em diante referida como "regido especifica).
Preferivelmente, a sonda especifica compreende uma sequéncia de entre 50
e 500 bp, preferivelmente de 100 a 350 bp, a qual é pelo menos 80%, prefe-
rivelmente entre 80 e 85%, mais preferivelmente entre 85 e 90%, especial-
mente preferivelmente entre 90 e 95%, mais preferivel’mente entre 95% e
100% idéntica (ou complemehtar) a seqliéncia de nucleotideo de uma regiao
especifica. Preferivelmente, a éonda especifica irda compreender uma se-
quéncia de cerca de 15 até cerca de 100 nucleotideos con‘tiguos idénticos
(ou complementares) a uma regiao especifica do evento de elite.

Um "kit", conforme aqui utilizado, refere-se a um grupo de rea-
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gentes para o propésito de efetuar o método da invengéo, mais particular-
mente, a identificagdo do evento de elite A5547-127 em amostras bioldgicas.
Mais particularmente, uma modalidade preferida do kit da invengao compre- |
ende pelo menos um ou dois iniciadores especificos, conforme descrito aci--
ma. Opcionalmente, o kit pode ainda compreender qualquer outro reagente
aqui descrito no protocolo de identificagdo do PCR. Alternativamente, de a-
cordo com outra modalidade dessa invencéo, o kit-pode compreender uma
sonda éspecifica, conforme descrito acima, a qual hibridiza especificamente
com Aacido nucléico de amostras biologicas 'para identificar a presencga de
A5547-127 ali. Opcionalmente, o kit pode ainda compreender qualquer outro
reagente (tal como, porém nao limitado ao tamp&o hibridizante, marcador)
para identificacdo do A5547-127 em amostras biolégicas, usando a sonda
especifica. | |

O kit da invengdo pode Ser usado, e seus componentes podem
ser especificamente ajustados, para propésitos de controle de qualidade (por
exemplo, pureza de lotes de sementes), detec¢@o do evento de elite em ma-
terial vegetal ou em material compreendendo ou derivado do material vege-

~ tal, tal como, porém néo limitado, a produtos alimenticios ou de ragao.

Conforme aqui utilizado, "identidade de seqiéncia”, em conside-
racao as sequéncias de nucelotideos (DNA ou RNA) refere-se a quantidade
de posigdes com nucleotideos idénticos divididos pela quantidade de nucleo-
tideos na mais curta das duas seqiiéncias. O alinhamento das duas sequén-
cias de nucleotideos é efetuado pelo algoritmo de Wilbur e Lipmann (Wilbur
e Lipmann, 1983, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 80:726) usando um tamanho de
janela de 20 nucleotideos, um comprimento de palavra de 4 nudleotideds, e
uma penalidade de intervalo de 4. A analise auxiliada por computador e a-
interpretacdo dos dados da sequéncia, incluindo o alinhamento da seqiiéncia
conforme descrito acima, pode, por exemplo, ser convenientemente efetua-
da usando os programas do pacote de programas IntelligeneticsTM (Intelli-
genetics Inc., CA) ou o pacote de programas de computador de analise de
seqliéncia do Genetics Computer Group (GCG, centro de biotecnologia da

Universidade de Wisconsin). As seqiéncias sao indicadas como “essencial-
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mente similares” quando tais seqiiéncias tém uma identidade de sequéncia
de pelo menos cerca de 75%, particularmente pelo menos cerca de 80%,
mais particularmente pelo menos cerca de 85%, muito particularmente cerca
de 90%, especialmente cerca de 95%, mais especialrﬁente cerca de 100%.
E claro que quando as seqiiéncias de RNA sdo ditas como sendo essenci-
almente similares ou tém um certo grau de identidade de sequéncia com
sequéncias de DNA, a timidina (T) na sequéncia de DNA é considerada igual
ao uracil (U) na sequéncia de RNA.

O termo "iniciador", conforme aqui utilizado, engloba qualquer

acido nucléico que seja capaz de iniciar a sintese de um acido nucléico nas-
cente em um processo dependente de molde, tal como PCR. Tipicamente,
iniciadores sdo oligonucleotideos de 10 a 30 nucleotideos, mas sequéncias
mais longas podem ser empregadas. Iniciadores podem ser fornecidos na
forma de duplo filamento, embora a forma de filamento uUnico seja preferida.
As sondas podem ser usadas como iniciadores, mas sdo projetadas para se
ligado ao DNA ou RNA alvo e nao precisam éer usadas em um processo de
amplificagao.
_ 'O termo "reconhecendo”, conforme aqui utilizado, quando se
referindo a iniciadores éspecificos, refere-se ao fato de que os iniciadores
especificos hibridizam especialmente cém uma seqguéncia de acido nucléico
no evento de elite sob as condigdes estabelecidas no método (tais como as
condi¢bes do protocolo de identificacdo por PCR), por meio do qual a espe-
cificidade é determinada pela presenga de controles positivos e negativos.

O termo "hibridizando", conforme utilizado aqui, quando se refe-
rindo a sondas especificas, refere-se ao fato de que a sonda se liga a uma
regido especifica na sequéncia do acido nucléico do evento de elite sob
condicdes de estringéncia padronizadas. Condigdes de estringéncia padro-
nizadas, conforme aqui utilizadas, se referem as condigdes para a hibridiza-
¢ao aqui descrita ou as condi¢des de hibridizacdo convencionais conforme
descrito por Sambrook e outros, 1989 (Molecular Cloning: A Laboratory Ma-
nual, Segunda Edicao, Cold Spring Harbour Laboratory Press, NY), as quais,
por exemplo, podem compreender as seguintes etapas: 1) imobilizacao dos



10

15

20

25

30

47

fragmentos de DNA gendmico vegetal em um filtro, 2) pré-hibridizagao do -
filtro por 1 a 2 horas a 42°C em 50% de formamida, 5 x SSPE, 2 x reagente
de Denhardt's e 0,1% de SDS, ou por 1 a 2 horas a 68°C em 6 x SSC, 2 x de
reagente de Denhardt's e 0,1% de SDS, 3) adicdo da sonda de hibridizacao
a qual foi marcada, 4) incubagéo por 16 a 24 horas, 5) lavagem do filtro por
20 min em temperatura ambiente em 1 x SSC, 0,1% de SDS, 6) lavagem do
filtro trés vezes por 20 min cada a 68°C em 0,2 x SSC, 0,1% sos; e 7) ex-
posicao do filtro pof 24 a 48 horas ao filme de raio-X a -70°C com uma tela
intensificante. _ ,

Conforme aqui utilizado, uma amostra biolégica é uma amostra
de uma planta, material vegetal ou produtos corhpreenden’do material vege-
tal. O termo "planta”" é tencionado para e_nglobar tecidos de planta de soja
(Glycine max), em qualquer estagio de maturidade, assim como quaisquer
células, tecidos ou 6rgaos tomados de ou derivados de qualquer tal planta,
incluindo sem limitagdo, quaisquer sementes, folhas, caules; flores, raizes,
células individuais, gametas, culturas de células, culturas de tecidos ou pro-
toplastos. ’ -
' "Material vegetal", conforme aqui utilizado, refere-se ao material
o qual é obtido ou derivado de uma planta. Produtos compreendeh_do mate-
rial vegetal se referem a alimentos, ragoes ou outros prodUtos 0S quais sdo
produzidos usando material vegetal ou que podem ser contaminados pof'
material vegetal. E entendido que, no contexto da presente invengao, tais
amostras bioldgicas s&o testadas para a presenga de acidos nucléicos espe-
cificos para A5547-127, implicando a presenga de &cidos nucléicos nas a-
mostras. Consequentemente, os metodos referidos aqui para identificar o
evénto de elite A5547-127 em amostras bioldgicas, relacionadas com a iden-
tificacdo em amostras biologicas de acidos os quais compreendem 0 evento
de elite.

Conforme aqui utilizado, "compreendendo” é para ser interpreta-
do como especificando a presenga das caracteristicas, numeros inteiros,
etapas, reagentes ou componentes conforme referidos a, mas n&o impedem

a presenca ou adigdo de uma ou mais caracteristicas, numeros inteiros, eta-
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pas ou componentes, ou seus grupos. Conseqlientemente, por exemplo, um
acido nucléico ou proteina compreendendo uma seqliéncia de nucleotideos
ou aminodcidos, pode compreender mais nucleotideos ou aminoacidos do
que os verdadeiramente citados, isto é, estar embutido em um acido nucléi-
co ou proteina maior. Um gene quimérico compreendendo uma segiiéncia
de DNA a qual seja funcionalmente ou estruturalmente definida pode com-
preender seqﬂéncias de DNA adicionais, etc.

A presente'invengéo também refere-se ao desenvolvimento de
um evento de elite A5547-127 em soja para as plantas compreendendo esse
evento, a progénie obtida dessas plantas e para as células vegetais, ou ma-
terial vegetal derivado desse evento. Plantas compreendendo evento de elite

A5547-127 foram obtidas conforme descrito através do exemplo 1.

Plantas de soja ou material vegetal compreendendo A5547-127
podem ser identificadas de acordo com o protocolo de identificagdo por PCR
descrito para A5547-127 no exemplo 2. Résumidamente, o DNA genbmico
de soja presente na amostra biologica é arhplificado por PCR usando um
iniciador o qual reconhece especificamente uma sequéncia na 'seql'.'léncia
flanqueadora 5' ou 3' de A5547-127, tal como o iniciador com a sequéncia da
SEQ ID NO: 15, e um iniciador o qual reconhece uma seqijéncia no DNA
estrangeiro, tal como o iniciador com a seqiéncia da SEQ ID NO: 13. Inicia-
dores de DNA, os quais amplificam parte de uma sequéncia de s'oja endo-
gena,-sdo usados como controle positivo para a amplificagcdo por PCR. Se
na amplifiéagéo por PCR, o material produzir um fragmento do tamanho es-
perado, o material contém material vegetal de uma planta de soja abrigando
0 evento de elite A5547-127.

| Plantas abrigando A5547-127 sao caracterizadas pela sua tole-

rancia ao glufosinato, o qual no contexto da presente invengao, inclui ague-

las plantas que s&o tolerantes ao herbicida Liberty®. Tolerancia ao Liberty™
pode ser testada de diferentes formas. O método de pintura da folha, con-
forme aqui descrito, é mais Gtil quando a discriminag@o entre plantas resis-
tentes e sensiveis é necessaria, sem matar as sensiveis. Alternativamente, a

tolerancia pode ser testada pela aplicagdo do spray Liberty™. Tratamentos
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com spray devem ser feitos entre os estagios da folha V3 e V4 para melho-
res resultados. Plantas tolerantes séo caracterizadas pelo fato de que a pul-
verizagdo das plantas com pelo menos 200 gramas de ingrediente ati-
vo/hectare (g.a.i./ha), preferivelmente 400 g.a.i/ha, e possivelmente até
1600 g.a.i./ha (4 x a taxa de campo normal), ndo mata as plantas. Uma apli-
cacdo espalhada deve ser aplicada em uma taxa de 0,79-0,96 pg (28 — 34
0z) de Liberty™. Ela é mais bem aplicada em um volume de 75,7 | (20 ga-
16es) de agua por acre usando um bico do tipo leque plano enquanto sendo
cuidadoso para ndo direcionar aplicagdes do spray diretamente no verticilo
das plantas para evitar que o tensoativo queimé as plantas. O efeitov- herbici--
da deve aparecer em 48 horas e ser claramente visivel dentro de 5 -7 dias.

As plantas abrigando A5547-127 podem ser ainda caracteriza-
das pela presenga nas suas céluias de fosfmotncma acetil transferase con-
forme determinado por um ensaio PAT (De Block et al, 1987).

Plantas ‘abrigando A5547-127 também s&o caracterizadas por
ter caracteristicas agronémicas que sejam comparaveis com vari}edades co-

mercialmente disponiveis de soja nos EUA, na auséncia de pressao de er-

~ vas daninhas, e uso de Liberty™ para o controle de ervas daninhas. Foi ob-

servado que a presenga de um DNA estrangeiro na regido de insercéo do
genoma da planta de soja aqui des’cr»ito, confere caracteristicas fenotipicas e
moleculares particularmente interessantes as plantas compreendendo esse
evento. Mais especificamente, a presenca do DNA estrangeiro nessa regiao
particular no genoma dessas plantas, resulta em plantas as quais apresen-
tam uma expressao fenotipica estavel do gene de interesse sem comprome-
ter significativamente qualquer aspecto do desempenho agrondémico deséja- '
do das plantas. '

Os seguintes exemplos descrevem a identificacdo do desenvol-
vimento de ferramentas para a identificagao do evento de elite A5547-127
em amostras biologicas.

A ndo ser que seja estabelecido de outra forma, todas as técni-
cas de DNA recombinante sdo executadas de acordo com protocolos padro-

nizados conforme descrito em Sambrook e outros (1989) Molecular Cloning:
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A Laboratory Manual, Segunda edi¢do, Cold Spring Harbour Laboratory

Press, NY e nos volumes 1 e 2 de Ausubel e outros (1994) Current Protocols

in Molecular Biology, Current Protocols, EUA. Materiais e métodos padroni-

zados para o trabatho molecular vegetal estao descritos em Plant Molecular
Biology Labfax (1993) por R.D.D. Croy publicado pela BIOS Scientific Publi-
cations Ltd (UK) e Blackwell Scientific Publications, UK. '

Na descricdo e nos exemplos, € feita referéncia as seguintes

sequéncias:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO

 SEQID NO

SEQ ID NO

@ N o g kR

9
:10:
i
P12t
$13:
1 14:
. 15:
1 16:
217
1 18:
1 19:

seqiiéncia de nucleotideos compreendendo a regiao
flanqueadora 5' do A5547-127 |
sequéncia de nucleotideos compreendendo a regido
flanqueadora 3' do A5547-127 o

iniciador HCA150

iniciador DPAO13

iniciador DPA228

iniciador KVM173

iniciador YTP228

iniciador YTP220

iniciador DPA0O24

iniciador YTP245

iniciador YTP170

iniciador YTP227

iniciador MDB688

iniciador KVM175

iniciador MDB687

iniciador SMO022

iniciador SMO024

iniciador 1 para a amplificacdo do fragmento de controle

iniciador 2 para a amplificacdo do fragmento de controle

Breve Descricao dos Desenhos

Os seguintes exemplos, nao tencionados a limitar a invengao as

modalidades especificas descritas, pode ser entendido juntamente com a
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figura associada, incorporada aqui por referéncia, na qual:

Fig. 1: Representacdo esquematica da relagdo entre os iniciadores e as se-
guéncias de nucleotideos citadas. Barra pretaﬁ DNA estrangeiro; barra clara:
DNA de origem vegetal; as figuras sob as barras representam posi¢cdes de-
nucleotideos; (c) refere-se ao complemento da seqiiéncia de nucleotideo
indicada. | |
Fig. 2: Protocolo de identificagéo por PCR desenvolvido para A5547-127. A
seqi]éhcia de carregamento do gel: Raia 1: amostra de DNA das plantas de -
soja compreendendo o evento transgénico A5547-127; raia 2: amostra de
DNA de uma planta de soja transgénica nao compreendendo evento de elite
A5547-127; raia 3: amostras de DNA de controle das plantas de soja do tipo
selvagem; raia 4: controle sem molde; raia 5: marcador de peso molecular.
Exemplos | |

1. Identificacéo das Regides Flanqueadoras do Evento de Elite A5547-127.

Soja resistente ao herbicida foi desenvolvida pela’ tranSformagéo
de soja com um vetor compreendendo a seqiéncia codificadora de um géne _
pat que codifica a enzima fosfinotricinacetiltransferase, sob o controle do
promotor 35S constitutivo do virus mosaico da couve-flor.

O evento de elite A5547-127 foi selecionado baseando-se em
um vasto procedimento de selecao b‘aseando-'se na boa exbresséo e estabi-
lidade do gene de resisténcia ao herbicida e sua compatibilidade com caracQ
teristicas agronémicas 6timas.

A sequiéncia das regides flanqueando o DNA estrangeiro no e-
vento A5547-127 foi determinada usando o método de PCR interlagado as-
simétrico térmico (TAIL-) descrito por Liu e outros (1995, Plant’J. 8(3):457-
463). Esse método utiliza trés iniciadores aninhados em reagdes sucessivas
juntamente com um iniciador degenerado arbitrario mais curto de forma que
as eficiéncias de amplificagéo relativas dos produtos especificos e nao-
especificos possam ser termicamente controladas. Os iniciadores especifi-
cos foram selecionados para o anelamento para a borda do DNA estrangeiro
e baseando-se nas suas condicdes de anelamento. Uma pequena quantida-
de (5 uL) de produtos de PCR secundarios e terciarios, nao-purificados, foi
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analisada em um gel de agarose a 1%. O produto de PCR terciario foi usado
para amplificacdo preparativa, purificado e seqienciado em um seqliencia-
dor automatizado usando o kit do ciclo DyeDeoxy Terminator.

1.1 Regiéo Flanqueadora (5') da Direita ' ,

O fragmento identificado como compreendendo a regiao flan-
queadora 5' obtida pelo método de TAIL-PCR foi completamente sequencia-
do (SEQ ID NO: 1). A sequéncia entre o nucleotideo 1 e 311 corresponde ao
DNA da planta, enquanto que a seqliéncia entre o nucleotideo 312 e 810

~corresponde ao DNA estrangeiro.

1.2 Regiao Flanqueadora (3') da Esquerda
O fragmento identificado como compreendendo a regiao flan-

queadora 3' obtida pelo método de TAIL-PCR foi completamente sequencia-

do (SEQ ID NO: 2). A seqliéncia entre o nucleotideo 1 e 509 corresponde ao
DNA estrangeiro, enquanto que a seqliéncia entre o nucleotideo 510 e 1880
corresponde ao DNA vegetal.

2. Desenvolvimento de um Protocolo de Identificacdo da Reacdo em Cadeia
da Polimerase

2.1 Iniciadores ,

Iniciadores especificos foram desenvolvidos os quais reconhe-
cem sequéncias no evento de elite. Mais particularmente, um iniciador foi
desenvolvido o qual reconhece uma sequéncia na regiao flanqueadora 5' do
A5547-127. Um segundo iniciador foi, a seguir, selecionado na seqliéncia do
DNA estrangeiro de forma que os iniciadores se estendam em uma sequén-
cia de cerca de 150 nucleotideos. Os seguintes iniciadores foram descober-
tos com proporcionando resultados particularmente claros e reproduziveis
em uma reagdo em PCR no DNA A5547-127:

MDB687: 5'- TgT.ggT.TAT.ggC.agT.gCC.ATC -3 (SEQ ID No.: 15)
(alvo: DNA vegetal)
MDB688: 5'-TgC.TAC.Agg.CAT.CgT.ggT.gTC-3' " (SEQID No.: 13)
(alvo: DNA inserido)
Iniciadores alvejando uma sequéncia endégena sao preferivel-

mente incluidos no coquetel do PCR.
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Esses iniciadores serverm como um controle interno em amos-
tras desconhecidas e no controle positivo de DNA. Um resultado positivo
com o par de iniciadores enddgenos demonstra que ha um DNA amplo de
qualidade adequada na preparagdo do DNA gendémico para um produto de
PCR ser gerado. Os iniciadores endégenos foram selecionados para reco-
nhecer um gene governante em Glycine max. .

SOY01:  5'-gTC.AgC.CAC.ACA.gTg.CCT.AT-3' (SEQ ID No.: 20)

(Iocalizédo no gene actina 1 da Glycine max (Acesso J01298)) ,
SOY02: 5'-gTT.ACC.gTA.CAg.gTC.TTT.CC-3'  (SEQID No.: 21)

(localizado no gene actina 1 da Glycine max (Acesso J01298))

2.2 Fragmentos Amplificados '

Os fragmentos amplificados esperados na reagao de PCR séo:

Para o par de iniciadores SOYO1-SOY02: 413 bp (controle en-
dégeno) | | o o

Para o par de iniciadores MDB688-MDB687: 151 bp (evento de
elite A5547-127) | |
2.3 DNA Molde , .

DNA molde foi preparado a partir de uma puncdo de folha de -
acordo com Edwards e outros (Nucleic Acid Research, 19, p1349,',1991). Ao
usar DNA preparado com outros métodos, uma corrida de teste utilizando -
diferentes quantidades de molde devem ser feitas. Geralmente 50 ng de.
DNA molde genémico produzem os melhores resultados.

2.4 Controles Positivo e Negativo Designados

Para evitar falsos positivos ou negativos, foi determinado que os
seguintes controles positivo e negativo devem ser incluidos em uma corrida
de PCR: | |

- Controle de mistura mestre (controle de DNA negativo). Esse é
um PCR no qual nenhum DNA é adicionado a reagéd. Quando. o resultado
esperado, nenhum produto de PCR, é observado, isso indica que o coquetel
de PCR nao foi contaminado com DNA alvo.

- Um controle positivo de: DNA (amostra de DNA genémico co-
nhecido por conter as sequéncias transgénicas). A amplificagdo bem sucedi-



10

15

20

25

30

54

da desse controle positivo demonstra que o PCR correu sob condigdes as
quais permitem a amplificagdo das sequéncias alvo.

- Um controle de DNA do tipo selvagem. Esse é um PCR no qual
o DNA molde fornecido € DNA genbémico preparado a partir de uma planta
nao-transgénica. Quando o resultado esperado, nenhuma amplificagcao de
um produto de PCR transgénico, mas sim a amplificagdo do produto de PCR
enddgeno, é observada, isso indica que ndo ha amplificacdo de fundo de

transgene detectavel em uma amostra de DNA gendémico.

2.5 Condigbes de PCR

Resultados 6timos foram obtidos sob as seguintes condigoes:
- a mistura de PCR para reagdes de 25 pL contém:

2,5 uL de DNA molde _

2,5 uL de tampao de amplificagdo 10x (fornecido com Taq polimerase)

0,5 uL de dNTP's 10 mM

0,5 uL de MDB688 (10 pmols/uL)

0,5uL de MDB687 (10 pmols/uL)

0,25 uL de SOYO01 (10 pmols/uL)

0,25 uL de SOY02 (10 pmols/L)

0,1 uL de Taq DNA polimerase (5 unidades/uL)

Agua até 25 mL |

- o perfil termociclizador a ser seguido para resultados 6timos é

0.seguinte:
4 min a 95°C _
Seguido por: 1 min a 95°C
| 1mina57°C
2mina 72°C
Por 5 ciclos

Seguido por: 30 sega 92°C
30 sega 57°C
1 mina72°C
Por 25 ciclos
Seguido por: 5 minutos a 72°C
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2.6 Analise de Gel de Agérose

Para visualizar otimamente os resultados do PCR foi determina-
do que entre 10 e 20 L das amostras de PCR devem ser aplicadas em um
gel de agarose 1,5% (tampao tris-borato) com um marcador de peso moleéu-.
lar apropfiado (por exemplo, série de 100 bp PHARMACIA).

2.7 Validagao dos Resultados .

Foi determinado que dados das amostras de DNA vegetal trans-
génico em uma unica corrida de PCR e um unico coquetel de PCR nao de- -
vem ser aceitas, a ndo ser que 1) o controle positivo de DNA apresente os
produtos de PCR esperados (fragmentos transgénicos e endég‘ends), 2)o
controle negativo de DNA seja negativo para a amplificagdo do PCR (sem -

fragmentos) e 3) o controle de DNA do tipo selvagem mostre o resultado es-

- perado (amplificacdo de fragmento endogeno)

Ao seguir o Protocolo de Identlfncagao de PCR para A5547-127,

conforme descrito acima, as raias apresentando quantldades visiveis. dos

produtos de PCR transgénicos e enddgenos dos tamanhos esperados, indi-

cam que a planta correspondente a partir da qual o DNA molde gendémico foi

| preparado, herdou o evento de elite A5547-127. As raias que nao mostraram

quantidades visiveis de qualquer um dos produtos de PCR transgénico e
apresentando quantidades visiveis do produto de PCR endégeno, indicam
que a planta correspondente a partir da qual o molde de DNA foi preparado
ndo compreende o evento de elite. As raias nao apresentando quantidades
visiveis dos produtos de PCR endogeno e transgénico indicam que a quali-
dade e/ou quantidade do DNA gendmico nao permitem que um produto de
PCR seja gerado. Essas plantas ndo podem ser pontuadas. A preparagéo de "
DNA gendmico deve ser repetida e uma nova corrida de PCR, com 0s con-.
troles apropriados, tem que ser efetuada. |
2.8 Uso de Protocolo de PCR Discriminativo para Identificar A5547-127.
Antes de tentar testar desconhecidos, uma corrida de ieste, com
todos os controles apropriados, tem que ser efetuada. O protocolo desenvol-
vido deve requerer a otimizagao para os componentes que podem diferir en-

tre laboratdrios (preparo do DNA molde, Taq DNA polimerase, qualidade dos
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iniciadores, dNTP's, termociclizador, etc.).

A amplificacdo da sequéncia endégena desempenha um papel
chave no protocolo. Uma pess’oa tem que conseguir condi¢gdes de PCR e de
termociclizacdo que amplifiquem quantidades equimolares tanto da seqiién-
cia endégena quanto da sequéncia transgénica em um molde de DNA ge-
ndmico transgénico conhecido. Sempre que o fragmento endogeno alvejado
nao for amplificado ou sempre as sequéncias alvejadas nao forem amplifica-
das com as mesmas intensidades de manchamento de brometo de etidio,
conforme julgado pela eletroforese em gel de agarose, a otimizagdo das
condi¢bes de PCR podem ser requeridas. |

Material de folha de Glycine max a partir de uma variedade de
plantas, algumas dés quais compreendendo A5547-127, foram testadas de
acbrdo com o protocolo acima descrito. Amostras do evento de elite A5547-
127 e do tipo selvagem de Glyvine max foram tomadas como controles posi-
tivo e negativo, respectivamente.

Figura 2 ilustra o resultado obtido com o protocolo de identifica-
cio de PCR do evento de elite para A5547-127 em uma variedade de amos-
tras de plahtas de soja (raias de 1 a 14). Descobriu-se que as amostras na
raia 1 contém o evento de elite uma vez que a banda de 185 bp ¢ detectada,
enquanto que as amostras nas raias 2, 3 e 4 ndao compreendem A5547-127.
A raia 2 compreende outro evento de elite da soja, a raia 3 representé um
controle de Glycine max nao-tansgénico; raia 4 representa a amostra de
controle negativo (dgua), e a raia 5 representa o Marcador de Peso Molecu-
lar (100 bp). |
3. Uso de um Fragmento de Integragao-Especifico como uma Sonda para a
Detecgdo de Material compreendendo A5547-127

Um fragmento de integragdo especifico do A5547-127é obtido
por amplificagdo de PCR usando iniciadores especificos MDB687 (SEQ 1D
NO: 15) e MDB688 (SEQ ID NO: 13) ou por sintese quimica e € marcado.
Esse fragmento de integragdo é usado como uma sonda especifica para a
detecgcdo de A5547-127em amostras bioldgicas. Acido nucléico é extraido
das amostras de acordo com procedimentos padronizados. Esse &acido nu-
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cléico, entdo, entra em contato com a sonda especifica sob condigdes hibri-
dizacdo as quais sdo otimizadas para permitir a formagao de um hibrido. A
formacao do hibrido é, a seguir, detectada pafa indicar a presenca do &cido
nucléico A5547-127 na amostra. Opcionalmente, o acido nucléico nas amos-
tras é ampilificado usando os iniciadores especificos antes do contato com a
sonda especifica. Alternativamente, o acido nucléico € marcado antes do
contato com a sonda especifica ao invés do fragmento de integragédo. Op-
cionalménte, a sonda especifica € ligada a um veiculo sélido (tal como, po-
rém nao limitado, a um filtro, tira ou contas) antes do contato com as amos-

tras.
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

<110> Bayer BioScience N.V.

Marc,

<120> Evento de elite A5547-127 e métodos e ktis para identificar tal even-

De Beuckeleer

to em amostras biolégicas

<130> BCS

05-2009

' <150> EP05075846.5

<151> 2005-04-11

<150> US60/670,414

<151> 2005-04-12

<160> 19

<170> Patente Versdo 3.3

<210> 1

<211> 810

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Seqgiiéncia de nucleotideos compreendendo a regisio flanco 5' de A5547-

127

<220>

<221> descrig¢do_mixta

<222> (1).

.(311)

<223> 5¢ seqﬁéhcia do flanco

<220>

<221> descrigdo_mixta

<222> (312)..(810)

<223> seqiiéncia DNA inserida

<400> 1

gtcatcgteg
gttgttcatg
cgggtcagcece

tcttcecgeca

tcgcgctgga

cttgecgetge

caacacgacc

ttatcgccat

gttcttgtgg

taatcccctt

taatttgtgt

tccgeccacga

tgccgetagt

ttgtatgcga

tacgaaaatt

tcattaaggc

cgcactggag tttgggtgtt
aaatcgggtt tgggtcgggt
tcaacaaaaa aaaaaagtta

tatggcggec gcaatggegce

60

120

180

240



10

15

20

25

30

<213>

cgccatatga
gtcataccgﬁ
cagcactgca
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgttcttc
aacccacpcg
gagcaaaaac
cacgacgttg
cctaacagaa
<210> 2
<211> 1880
<212> DNA
Arti
<220>
<223>
‘A554
<220> .
<221>
<222> (1).
<223>
<220>
<221>
<222>
<223> 3
<400> 2
cttttaaatt
gacagttacc
tccatagttg
ggccccagtyg

ataaaccagc

atccagtcta

aacccgcaat
catcgttgtc
taattctctt
caagtcattc
ggataatacc
ggggcgaaaa
tgcacccaac
aggaaggcaa
taaaacgacg

ctcgecgtaa

ficial

7-127

. (509)

(510)..(1880)

aaaaatgaag

aatgcttaat

cctgactccc

ctgcaatgat

cagccggaag

ttaattgttg

gccatcgcta
agaagtaagt
actgtcatgc
tgagaatagt
gcgccacata
ctctcaagga
tgatcttcag
aatgccgcaa
gccagtgaat

agactggcga

descrigdo_mixta
seqiiéncia DNA inseridas
descrigdo_mixta

flanking DNA sequences

ttttaaatéa
cagtgaggca
‘cgtcgtgtag
accgcgagac
ggccgagcge

ccgggaagcet

59

tttggtggca
tggccgcecagt
catccgtaag
gtatgcggceg
gcagaacttt
tcttaccgcet
catcttttac
aaaagggaat

tcccatggag

atctaaagta
cctatctcag
ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc

agagtaagta

tttttccaaa
gttatcactc
atgcttttct
accgagttgc
aaaagtgctc
gttgagatcc

tttcaccagc

aacgccaggg

tcaaagattc

tatétgagta
cgatctgtct
tacgggaggy
cggctecaga
ctgcaacttt

gttcgccagt

aacccgcaat
atggttatgg
gtgactggtg

tcttgceccgg

atcattggaa

agttcgatgt
gtttctgggt

ttttcccagt

aaatagagga

nucleotide sequence comprising the 3° flanking region of

aacttggtct

atttcgttca
cttaccatct

tttatcagca

atccgectee.

taatagtttg

300
360
420
480
540
600
660

720

780

810

60
120

180

240

300

360
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cgcaacgttg
tcattcagct
aaagcggtta
ataaatgact
taggagtttg
tggtagettt
ccttcﬁctag
ctgggcatca
tcttcattga
gacatgttcc
aagatéaact
taattgaata
aagtgatttt
cttatcgagc
agtggétcat
gctggggcag
tgtggtcaat
ttccaaatgg
cttacagtta
ttcatactga
tgtacttttc
attacttact
ctgtattttt
cctttttaag
taacaatatt
gttagtaaaa
<210> 3

<211> 21
<212>
<213>
<220>

<223>

DNA

ttgccattge
ccggttceccca
gctecttegg
tagtatatta
agtttaaatg
ttccaatgaa
tcactgccect
ggcatatgta
tgcﬁcttgtc
atgtccttat
actattgtta
agacttggtc
tttgcctaac
ttgtgaaggg
tcttcaaacc
gattgatagt
tggétaagcc
caattggaag
ttaacgaaga
caatgcaaga
cattttacag
Qgctaagaaa
tagtttccca
ttcttettag

tttcttgaaa

-ccattatttg

Artificial

tacaggcatc
acgatcaagg
tcctececgatg
gcaatttatc
atgtaatgaa
gtgttaaatt
aattaagccc
atgttatcaa
tcgctcttge
tccttttctce
aagtctcggt
gtggttgttc
ttgtacattt
aatttc;tgc
aaccéaatat
atttttaaga
tggcaccatt
ttcaacttga
atﬁatatagg
ccaagégcta
ttaattgata
taagaaataa
aattaéaatt
ctgatttttg

tttaaagaga

iniciador HCA150

60

gtggtgtcac
cgagttacat
gcaccgccat
ttgtcacatg
ttttggattg
tgtattttte
tttctcttge
tcaaactatc
ccctttttec
tgtaactgtt
tcaaattfaa
tcattgcata
ttttatggca
aagattgatc
gaaaggatga
cttagtagag
caagctccat
ttctttgtgg
acacttgtgg
aattaggggg
tatttttttt
aaatgattta
tgcatttttt
gcaacttgga

ctaaaatata

gctcgtegtt
gatcccccat
aaccacaatt
cacatatttt
catgttgttt
atattcaggg

actcttgatg

‘acgtttcatg

aatttatgct
cattttcgtt
cttttctget
tacctttatt
gtgatganga
taatctcatt
ttgaattccg
gtgatgatca
ttettegtgt
aggttctgtg
tgggggtagce
atgtctgtct
tattaatgtg
aatatatttt
aatctcﬁcat
tgcacaatgt

tgttttacca

tggtatggct
gttgtgcaaa

taacaacttt

ataactataa

tgtactatat
tcacgtttga
cttacttaac
catttattaa
tcaaatcttt
atgaaccatg
tttceccata
atéégcatag
tgtagagagg
caatccgcac
aaatacattg
attggcttcc
accagagcaa
gcaaattgat
tagggatgac
gttttcatat
acggatccag
tagtcgaagt
ttataaaatg
gcaactatcg

taacactcat

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
1680
1740
1800
1860

1880
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<400> 3

tcgtcgeget ggagttcttg t

<210> 4
<211> 21
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> iniciador DPA013
<400> 4

tcatgcttge gctgctaatc ¢

<210> 5
<211> 20
<212> DNA

<213> Artificial
<220>
<223> iniciador DPA228

<400> 5

acccgcaatg tcataccgtce

<210> 6
<211> 21
<212> DNA

<213> Artificial
<220>
<223> iniciador KVM173

<400> 6

tgctgccata accatgagtg a

<210> 7
<211> 21
<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> iniciador YTP228

61

21

21

20.

21
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<400> 7

atcttacgga tggcatgaca g v 21
<210> 8

<211> 27

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> iniciador YTP220°

- <400> 8

aactggatét caacagcggt aagatcc ' 27
<210> 9

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> iniciador DPA024

<400> 9

gttttacaac gtcgtgactg g 21
;210> 10

<211> 21

<212> DNA

<213> - Artificial
<220>

<223> PRIMER YTP245

<400> .10

ggcgagttct -gttaggtcct ¢ : 21
<210> 11

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> iniciador YTP170
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<400> 11

agtgaggcac ctatctcage g
<210> 12

<211> 2;

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> iniciador YTP227
<400> 12

agcaataaac cagccagccg g

<210> 13

<211> 21
<212> DNA

<213> Artificial
<220>
<223> iniciador MDB688

<400> 13

tgctacagge atcgtggtgt ¢

<210> 14

<211i> 21

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> iniciador KVM175
<400> 14
gcaaaaaagé'ggttagctcc t
<210> 15

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> iniciador MDB687

63

21

21

21

21
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<400>

15

tgtggttatg gcggtgccat c

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

16
20
DNA

Artificial

iniciador SMO022

16

aaggtcaaac gtgaccctga

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

17

20

DNA

Artificial

iniciador sMO024

17

gaagaatgat ccactgtgcg

<210>
<211>
<é12>
<213>

<220>

<223>

<400>

tgtggttatg gcggtgccat ¢

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

18

21

DNA

"Artificial

64

21

20

20

iniciador 1 por amplificacioc do fragmento de controle enddgeno

18

19

21

DNA

Artificial

21

iniciador 2 por amplificacdo do fragmento de controle enddgeno



<400> 19

tgctacaggé atcgtggtgt c¢

65

21
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REIVINDICACOES
1. Método para identificar o evento de elite A5547-127 em amos-
tras bioldgicas, cujo método compreende a detec¢@o de uma regidao especi-
fica A5547-127 com uma sonda ou iniciador especifiéo, o qual especifica-
mente reconhece a regido flanqueadora 5' ou 3' do A5547-127.
2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, o referido método
compreendendo a amplificagao de um fragmento de DNA entre 100 e 500 bp

de um 4&cido nucléico presente nas referidas amostras bioldgicas usando

-uma reagao em cadeia da polimerase com pelo menos dois iniciadores, um

dos referidos iniciadores reconhecendo a regido flanqueadora 5' de A5547-
127, a referida regiao flanqueadora 5' com a seqiéncia de nucleotideos da
SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 1 até o nucleotideo 311, ou a regiéo‘flanquea-
dora 3' do A5547-127, a referida regiéo flanqueadbra 3' com a sequéncia de
nucleotideos do complemento da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 510 até o
nucleotideo 1880, o outro iniciador dos referidos iniciadores reconhecendo
uma sequéncia no DNA estrangeiro com a seqiiéncia de nucleotideos do
complemento da SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 312 até o nucleotideo 810 ou
a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 510 até o nu-
éleotideo 1880. N

3. Método, de acordo com a reivindicagao 2, em que o referido
iniciador reconhecendo a regido flanqueadora 5' consiste em uma Seqﬂéncia
de nucleotideos de 17 a 200 nucleotideos consecutivos selecionados da se-
glGiéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 1, do nucleotideo 1 até o nucleoti-
deo 311, ou o referido iniciador reconhecendo a regido flanqueadora 3' do
A5547-127 consiste em uma sequéncia de nucleotideos de 17 a 200 nucleo-
tideos consecutivos selecionados da seqiiéncia de nucleotideos do comple-
mento da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 510 até o nucleotideo 1880, e o refe-
rido iniciador reconhecendo uma sequéncia no DNA estrangeiro consiste em
17 a 200 nucleotideos consecutivos selecionados da seqiiéncia de nucleoti-
deos do complemento da SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 312 até o nucleoti-
deo 810 ou a sequéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo
510 até o nucleotideo 1880.
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4. Método, de acordo com a reivindicagao 2, em que o referido
iniciador reconhecendo a regidao flanqueadora 5' compre_ende na sua extre-
midade 3' extrema uma sequéncia de nucleotideos de pelo menos 17 nucle- -
otideos consecutivos selecionados da sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID
NO: 1 dd nucleotideo 1 até o nucleotideo 311, ou o referido iniciador reco-
nhecendo a regido flanqueadora 3' do A5547-127 compreende em sua ex-
tremidade 3' extrema uma seqiéncia de nucleotideos de pelo menos 17 nu-
cleotideos consecutivos selecionados da sequéncia de nucleotideos do
complemento da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 510 até o nucleotideo 1880,
e o referido iniciador reconhecendo uma seqiiéncia no DNA estrangeiro
compreende na sua extremidade 3' pelo menos 17 nucleotideos consecuti- -
vos selecionados da seqtiéncia de nucleotideos do complemento da SEQ ID

- NO: 1 do nucleotideo 312 até o nucleotidéo 810 ou a seqliéncia de nucleoti-

deos da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 510 até o nucleotideo 1880.

5. Método, de acordo com a reivindicagao 4, em que os referidos
iniciadores compreendem a sequéncia da SEQ ID NO: 13 e da SEQ ID NO:
15, respectivamente. _ o

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 5, cujo método com-
preende a amplificagdo de um fragmento de cerca de 151 bp usando o pro-
tocolo de identificagdo A5547-127. | |

7. Kit para identificar o evento de elite A5547-127 em amostras
biolégicas, o referido kit 'compreendendo um iniciador recon.hece'ndo a fegiéo
flanqueadora 5_' do A5547-127, a referida regido flanqueadora 5' com a se-
quéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 1 até o nucleoti-
deo 311, ou um iniciador reconhecendo a regido flanqueadora 3' do A5547- '
127, a referida regido flanqueadora 3' com a seqiiéncia de nucleotideos do-
complemento da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 510 até o nucleotideo 1880,
e um iniciador reconhecendo uma sequéncia no DNA estrangeiro, o referido
DNA estrangeiro com a seqiiéncia de nucleotideos do complemento da SEQ
ID NO: 1 do nucleotideo 312 até o nucleotideo 810 ou a seqliéncia de nucle-
otideos da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 510 ao nucleotideo 1880,

8. Kit, de acordo com a reivindicagédo 7, em que o referido inicia-
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dor reconhecendo a regido flanqueadora ' consiste em uma seqliéncia de
nucleotideos de 17 a 200 nucleotideos consecutivos selecionados da se-
gliiéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 1 até o nucleoti-

‘deo 311 ou o referido iniciador reconhecendo a regido flanqueadora 3' do

A5547-127 consiste em uma seqiéncia de nucleotideos de 17 a 200 nucleo-
tideos consecutivos selecionados da seqiéncia de nucleotideos do comple-
mento da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 510 até o nucleotideo 1880, e o refe-
rido iniciador reconhecendo uma seqiiéncia no DNA estrangeiro consiste em
17 a 200 nucleotideos consecutivos selecionados da sequéncia de nucleoti-
deos do complemento da SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 312 até o nucleoti-
deo 810 ou a seqliéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo
510 até o nucleotideo 1880. | |

9. Kit, de acordo com a reivindicagdo 7, em que o referido inicia-
dor reconhecendo a regido flanqueadora 5' compreende na sua extremidade
3' extrema uma sequéncia de nucleotideos de pelo menos 17 nucleotideos
consecutivos selecionados da Seqﬁéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 1
do nucleotideo 1 até o nucleotideo 311, ou o referido iniciador reconhecendo
a regiao flénqu‘eadora 3' de A5547-127 compreende na sua extremidade 3' -
extrema uma sequéncia de nucleotideos de pelo menos 17 nucleotideos
consecutivos selecionados da sequéncia de nucleotideos do cdmplemento
da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 510 até o nucleotideo 1880, e o referido
iniciador reconhecendo uma sequiéncia no DNA estrangeiro compreende na
sua extremidade 3' pelo menos 17 nucleotideos consecutivos selecionados
da sequéncia de nucleotideos do complemehto da SEQ ID NO: 1 do nucleo-
tideo 312 até o nucleotideo 810 ou a seqiiéncia de nucleotideos da SEQ ID
NO: 2 do nucleotideo 510 até o nucleotideo 1880.

10. Kit, de acordo com a reivindicagdo 7, compreendendo um
iniciador consistindo da sequéncia da SEQ ID NO: 13 e um inivciador consis-
tindo da sequéncia da SEQ ID NO: 15.

11. Iniciador para uso em um protocolo de identificagdo de PCR
do A5547-127, com uma sequéncia a qual, sob condi¢cdes de PCR otimiza-

das, reconhece especificamente uma sequéncia na regido flanqueadora 5'
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ou 3' do A5547-127, a referida regiéo flanqueadora 5' com a sequéncia de
nucleotideos da SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 1 até o nucleotideo 311, e a
referida regido flanqueadora 3' com a seqiiéncia de nucleotideos do com- |
plemento da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 510 até o nucleotideo 1880.

12. Iniciador, de acordo com a reivindicag@o 11, em que o referi-
do iniciador consiste em uma seqiéncia de nucleotideos de 17 a 200 nucleo-
tideos consecutivos selecionados da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID
NO: 1 do nucleotideo 1 até o nucleotideo 311 ou uma sequéncia de nucleo- - |
tideos de 17 a 200 nucleotideos consecutivos selecionados da seqﬁéncia de
nucleotideos do complemento da SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 510 até o
nucleotideo 1880. o

| 13. Iniciador, de acordo com a reivindicagdo 11, em que o referi-
do iniciador compreende na sua extremidade 3' extrema uma seqliéncia de
nucleotideos de pelo menos 17 nucleotideos consecutivos selecionados da
sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 1 até o nucleo-
tideo 311 ou uma sequiéncia de nucleotideos de pelo menos 17 nucleotideos
consecutivos selecionada da seqﬂéncia de nucleotideos do complemento da
SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 510 até o nucleotideo 1880.

14. Iniciador compreendendo na sua extremldade 3 extrema a
sequéncia da SEQ ID NO: 13. .

15. Iniciador compreendendo na sua extremndade 3' extrema a
sequéncia da SEQ ID NO: 15. '

16. Método, de acordo com a reivindicagao 1, cujo método com-
preende a hibridizagdo de um &cido nucléico de amostras biologicas com '
uma sonda especifica para 0 A5547-127. '

17. Método, de acordo com a reivindicagao 16, em que a se-
quéncia da referida sonda especifica tem pelo menos 80% de identidade de
seqléncia com uma sequéncia compreendendo parte da sequéncia flanque-
adora 5' ou a sequéncia flanqueadora 3' do A5547-127, e a sequéncia do
DNA estrangeiro contiguo a essa.

18. Método, de acordo com a reivindicagdo 17, em que a se-

qUéncia da referida sonda especifica tem pelo menos 80% de identidade de
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seqiiéncia com a SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 260 ao 360 ou com a SEQ
ID NO: 2 do nucleotideo 460 ao 560, ou o complemento das referidas se-
quéncias.

19. Kit para identificar o evento de elite A5547-127 em amostras
biolégicas, o referido kit compreendendo uma sonda especifica, capaz de
hibridizar especificamente a uma regido especifica da A5547-127.

20. Kit, de acordo com a reivindicagdo 19, em que a sequiéncia

- da referida sonda especifica tem pelo menos 80% de identidade de sequén-

cia com uma seqiiéncia compreendendo parte da sequéncia flanqueadora 5'
ou a sequéncia flanqueadora 3' do A5547-127 e a seqUéncia do DNA es-
trangeiro contiguo a essa.

, 21. Kit, de acordo com a reivindicagao 20, em que-a Seqﬂéncia
da referida sonda especifica tem pelo menos 80% de identidade de sequén-
cia com a SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 260 ao 360 ou com a SEQ ID NO: 2
do nucleotideo 460 ao 560, ou o complemento das referidas seqiiéncias.

- 22. Sonda especifica para a identificagdo do evento de elite

A5547-127 em amostras biolégicas.
_ 23. Sonda, de acordo com a reivindicagéo»zz, a qual tem pelo-
menos 80% de identidade de sequiéncia com uma sequéncia compreenden-
do parte da seqiiéncia flanqueadora 5' ou da sequéncia flanqueadora 3' do
A5547-127 e a sequéncia do DNA estrangeiro contiguo a ela, ou o seu com-
plemento do mesmo. |

24. Sonda, de acordo com a reivindicaf;éo 23, a qual tem pelo
menos 80% de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO:1 do nucleotideo
260 ao 360 ou com a SEQ ID NO: 2 do nucleotideo 460 ao 560, ou 0 com-
plemento das referidas seqiéncias.

25. Sonda eSpecifica para a identificagéo do evento de elite
A5547-127 em amostras bioldgicas, a seqiiéncia sendo essencialmente simi-
lar 2 SEQ ID NO: 1 do nucleotideo 260 ao 360 ou a SEQ ID NO: 2 do nucle-
otideo 460 ao 560, ou ao complemento das referidas sequéncias.

26. Método para confirmar a pureza da semente, cujo metodo
compreende a deteccdo de uma regido especifica A5547-127 com um inici-



ador ou sonda especifica a qual reconhece especificamente a regido flan- -
queadora 5' ou 3' do A5547-127, em amostras de sementes.

27. Método para testar sementes para a presenga do A5547-
127, cujo método compreende a detecgao de uma regido especifica A5547--
127 com um iniciador ou sonda especifica, a qual reconhece especificamen-
te a regido flanqueadora 5' ou 3' do A5547-127 em amostras de lotes de se-
mentes. |

28. Planta de soja, ou células, partes, sementes ou sua proge-

nie, compreendendo o evento de elite A5547-127 em seu genoma.
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RESUMO
Patente de Invengao: "EVENTO DE ELITE A5547-127 E METODOS E KITS
PARA IDENTIFICAR TAL EVENTO EM AMOSTRAS BIOLOGICAS".
A presente invencao refere-se a ferramenfas as quais permitem
a identificacéo rapida e inequivoca do evento de elite A5547-127 em amos-

tras bioldgicas.
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