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DESCRIPCIÓN 

Polinucleótidos aislados y métodos y plantas que usan los mismos para regular la acidez de las plantas 

Campo y antecedentes de la invención 

La presente invención, en algunas realizaciones de la misma, se refiere a nuevos polinucleótidos y polipéptidos 
aislados que controlan la acidez de una planta, y, más particularmente, pero no exclusivamente, a métodos para usar 5 
los mismos para modular la acidez de plantas, y para reproducción y cultivo asistidos por marcadores de plantas que 
tienen la acidez deseada. 

Se ha reconocido desde hace tiempo que el nivel de ácido de los frutos es un determinante importante da la calidad, 
junto con los componentes de azúcar y volátiles. En muchos casos, la calidad se determina realmente por la relación 
de azúcar a ácido, como por ejemplo para uvas y cítricos. La mayor parte de los frutos desarrollan un contenido de 10 
ácido del fruto en el rango ácido, lo que contribuye al sabor: los valores de pH del zumo de fruta exprimida están 
generalmente en el rango ácido de 4-5 y determinados frutos, tales como limones o pepinos maduros pueden alcanzar 
niveles de acidez incluso mayores con niveles de pH por debajo de 3. 

Los melones dulces (Cucumis melo) son bastante únicos entre los frutos carnosos ya que tienen un nivel 
inhabitualmente bajo de acidez, y los valores de todos los melones dulces cultivados están en el rango casi neutro de 15 
aproximadamente 6-7. Por consiguiente, los melones dulces tienen un contenido de ácido orgánico inhabitualmente 
bajo. El ácido cítrico, el ácido orgánico principal en los cultivos de melón dulce estudiados hasta la fecha, contribuye 
solo con aproximadamente el 0,2% del peso fresco del fruto. Esto se diferencia del fruto maduro tal como fresa, piña 
o albaricoque, que pueden contener aproximadamente 5 veces la cantidad de ácido orgánico. 

Una de las características útiles del Cucumis melo es que existen variedades primitivas en las especies que tienen 20 
frutos ácidos con una concentración de ácido orgánico de cerca del 1%. El rasgo se ha estudiado y se ha determinado 
que la herencia está controlada por un único locus principal, denominado So (Agrio) o pH (Danin-Poleg et al., 2002, 
Euphytica, 125: 373-384; Burger et al., 2003, J. Amer. Soc. Hort. Sci. 128: 537-540). El fruto agrio, de bajo pH, es 
dominante sobre el fruto no agrio y la evolución en domesticación de los melones dulces estaba acompañada 
aparentemente de la selección del mutante recesivo no agrio soso (Burger et al., 2003, Supra). Todas las variedades 25 
de melón dulce con alto contenido de azúcar cultivadas, independientemente del grupo de fruto (cantaloupe, 
honeydew, galia, charantais) tienen un contenido ácido bajo mientras que todas las variedades primitivas ácidas 
cultivadas y no cultivadas tienen un contenido de azúcar bajo. Sin embargo, existe una necesidad global en los 
mercados de frutos que tengan sabor dulce y agrio. 

A pesar de la importancia de la acumulación y metabolismo de los ácidos orgánicos en los frutos, se sabe poco acerca 30 
de las rutas y su control de las grandes diferencias temporales y genéticas. La complejidad de la ruta, sus múltiples 
componentes y la compartimentalización múltiple de la ruta hace que el estudio de las enzimas individuales sea arduo 
en esta estrategia. 

También existe variabilidad genética para los niveles de ácido en otras especies, tales como variedades de cítricos, 
tomate, uva y melocotón, en donde se han descrito cambios en los ácidos orgánicos y los azúcares durante los 35 
estadios tempranos del desarrollo del fruto cítrico ácido y no ácido. 

La patente de EE. UU. 5.476.998 describe un melón híbrido F1 Cucumis melo con sabor agrio, derivado de la línea de 
reproducción y cultivo producida a partir de una planta crecida de una semilla que tiene un alelo dominante que produce 
carne con un valor medio de pH por debajo de 5,4 y al menos un alelo dominante para la expresión de carácter jugoso 
en la pulpa. 40 

Boualem A., et al. 2008 (Science 231: 836-838) describen una mutación en la enzima de la biosíntesis del etileno que 
da lugar a andromonoecia en melones. 

Harel-Beja et al. 2010 (Theor. Appl. Genet, 121: 511-533) describen un mapa genético de melón altamente enriquecido 
con loci de rasgos cuantitativos (QTL) de calidad de fruto y marcadores de etiqueta de secuencia expresada (EST) 
incluyendo genes del metabolismo de azúcares y carotenoides. 45 

En la industria de las flores, el color de la flor es uno de los rasgos más importantes de las flores. Aunque se han 
cultivado variedades cultivadas de diversos colores usando reproducción y cultivo convencional por cruzamiento, es 
raro que una única especie de planta tenga variedades cultivadas de todos los colores. Los componentes principales 
del color de las flores son un grupo de compuestos flavonoides denominado antocianinas, cuyo color depende 
parcialmente de sus estructuras. Además, como las antocianinas están presentes en la vacuola de la célula, el pH de 50 
las vacuolas tiene un gran impacto en el color de las flores. Se piensa que la vacuola de las células de las plantas está 
regulada por una ATPasa de transporte de protones vacuolar y pirofosfatasa de transporte de protones vacuolar, pero 
no se ha elucidado el mecanismo de cómo estas bombas de protones están implicadas en el color de las flores. 
Además, en las vacuolas de las plantas existe un antiportador ion sodio-protón y transporta iones de sodio en las 
vacuolas, dependiendo del gradiente de concentración de protones entre la parte externa e interna de las vacuolas, 55 
mediante el que los protones son transportados a la parte externa de las vacuolas dando lugar a un gradiente reducido 
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de concentración de protones. Se cree que, si se pudiera modificar el pH de las vacuolas, p. ej., elevarse, el color de 
las flores podría volverse azul. Las especies de plantas representativas que carecen de colores azules incluyen rosas, 
crisantemos, claveles, gerberas y similares, que son flores cortadas muy importantes. 

La Patente de EE. UU. No. 6.803.500 describe genes que codifican proteínas que regulan el pH de las vacuolas. 

Quattrocchio R, 2006 (The Plant Cell, Vol. 18, 1274-1291) describen la identificación de PH4 de Petunia, una Proteína 5 
MYB R2R3, que activa la acidificación vacuolar a través de interacciones con factores de transcripción básico-hélice-
bucle-hélice de la ruta de las antocianinas. 

El pH del fruto afecta la calidad después de la recolección del fruto. Así, una reducción del pH puede tener efectos 
positivos en el almacenamiento de los frutos y en la inhibición de los ataques de patógenos, por ejemplo, en productos 
de pasta de tomate [Clavero, M.R.S. 2001, Acta Horticulturae, 542: 75-81]. Además, el control químico del 10 
ennegrecimiento u oscurecimiento enzimático del fruto y verdura cortada requiere la inhibición de la actividad de PPO 
por el ajuste del of pH [Ferrar, P. H., Walker, J. R. L. Inhibition of diphenol oxidases- a comparative study, J. Food 
Biochem. 1996, 20, 15-30; Walker, J. R. L.; Ferrar, P. H. Diphenol oxidases, enzyme-catalyzed browning and plant 
disease resistance, Biotechnol. Genetic Eng. ReV. 1998, 15, 457-498]. 

El pH de las raíces y del suelo circundante impacta en la captación de nutrientes desde el suelo. Por ejemplo, la 15 
captación de aluminio se incrementa fuertemente a un pH por debajo de 5 y da lugar a toxicidad por aluminio de la 
planta [Panda SK, et al. Aluminum stress signaling in plants. Plant Signal Behav. 2009 4:592-7]. Además, con un pH 
disminuido del suelo, se observaron incrementos dramáticos en la desorción de metales pesados de constituyentes 
del suelo y disolución en disolución en el suelo para Cd, Pb y Zn. Además, está bien documentada en numerosos 
estudios una correlación negativa entre el pH del suelo y la movilidad y disponibilidad de metales pesados para las 20 
plantas (Zeng F, 2011 The influence of pH and organic matter content in paddy soil on heavy metal availability and 
their uptake by rice plantas. Environ Pollut. 159:84-9). 

La modificación del pH de la rizosfera también puede contribuir positivamente a la captación de elementos no tóxicos 
necesarios haciendo que determinados nutrientes estén disponibles para la planta [Haynes RJ, y Swift RS, 1985. 
Effects of soil acidification on the chemical extractability of Fe, Mn, Zn and Cu and the growth and micronutrient uptake 25 
of high bush blueberry plants. Plant Soil 84, 201-212; Silber, A., Ben Yones, L. y Dori, I. (2004). Rhizosphere pH as a 
result of nitrogen level and NH4/NO3 ratio and its effect on Zn availability and on growth of rice flower (Ozothamnus 
diosmifolius). Plant Soil, 262, 205-213]. 

Los antecedentes de la técnica adicionales incluyen Peters J.L. et al., 2003 (Trends in Plant Science, 8: 484-491); 
Henikoff S., et al. 2004 (TILLING. Traditional Mutagenesis Meets Functional Genomics. Plant Physiology, 135: 630-30 
636). 

Sumario de la invención 

Según un aspecto de algunas realizaciones de la presente invención, se proporciona una célula de planta o una planta 
que comprende una construcción de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un 
polipéptido que tiene al menos un 80% de identidad con un polipéptido como se muestra en la SEQ ID NO:2 y un 35 
elemento regulador que actúa en cis para dirigir la transcripción de dicha secuencia de ácido nucleico en dicha planta, 
en donde dicho polipéptido modula la acidez de la planta y en donde la planta es de una familia de plantas seleccionada 
del grupo que consiste en Solanaceae, Cucurbitaceae, Rutaceae, Rosaceae, y Vitaceae. 

Según un aspecto de algunas realizaciones de la presente invención, se proporciona un método para generar una 
planta transgénica, que comprende expresar en la planta una construcción de ácido nucleico que codifica un 40 
polipéptido que tiene al menos un 80% de identidad con un polipéptido como se muestra en la SEQ ID NO:2 y un 
elemento regulador que actúa en cis para dirigir la transcripción de dicha secuencia de ácido nucleico en dicha planta, 
en donde dicho polipéptido modula la acidez de la planta, generando de esta manera la planta transgénica, en donde 
la planta transgénica es de una familia de plantas seleccionada del grupo que consiste en Solanaceae, Cucurbitaceae, 
Rutaceae, Rosaceae, y Vitaceae. 45 

Según un aspecto de algunas realizaciones de la presente invención, se proporciona un método para incrementar la 
acidez de una planta, que comprende expresar en la planta una construcción de ácido nucleico que codifica un 
polipéptido que tiene al menos un 80% de identidad con un polipéptido como se muestra en la SEQ ID NO:2 y un 
elemento regulador que actúa en cis para dirigir la transcripción de dicha secuencia de ácido nucleico en dicha planta, 
en donde dicho polipéptido regula al alza la acidez de la planta, incrementando de esta manera la acidez de la planta, 50 
en comparación con plantas no transformadas de la misma especie que se crecen en las mimas condiciones de 
crecimiento; y un método para disminuir la acidez de una planta, que comprende regular a la baja un nivel de expresión 
de un polipéptido que tiene al menos un 80% de identidad con un polipéptido como se muestra en la SEQ ID NO:2, 
disminuyendo de esta manera la acidez de la planta, en comparación con una planta no transformada de la misma 
especie que se crece en las mimas condiciones de crecimiento, en donde dicha regulación a la baja se realiza 55 
transformando una célula de planta de la planta con un polinucleótido capaz de regular a la baja el nivel de expresión 
del polipéptido. 
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Según un aspecto de algunas realizaciones de la presente invención, se proporciona un método para identificar una 
variación de ácido nucleico asociada con una acidez disminuida de una planta, que comprende: identificar en al menos 
una planta de una pluralidad de plantas una mutación de pérdida de función en un polipéptido que tiene al menos un  
80% de identidad con un polipéptido como se muestra en la SEQ ID NO:2, en donde el polipéptido modula la acidez 
de una planta, identificando de esta manera la variación de ácido nucleico asociada con una acidez disminuida de una 5 
planta. 

Se describe un método para influir en el color de los pétalos de las flores, que comprende regular la acidez de los 
pétalos de las flores según el método de algunas realizaciones de la invención, para cambiar de esta manera el color 
de los pétalos de las flores. 

Se describe que cuando la regulación comprende incrementar la acidez de los pétalos de las flores, entonces el color 10 
de los pétalos de las flores es más rojo que en una planta no transgénica o no transformada de la misma especie en 
condiciones de crecimiento idénticas, y en donde cuando la regulación comprende disminuir la acidez de los pétalos 
de las flores, entonces el color de los pétalos de las flores es más azul que en una planta no transgénica o no 
transformada de la misma especie en condiciones de crecimiento idénticas. 

Según algunas realizaciones de la descripción, el polinucleótido es al menos un 60% idéntico a un polinucleótido 15 
seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, 3, 30, 31, 32, 33, 34 y 35. 

Según algunas realizaciones de la descripción, la regulación comprende incrementar la acidez de la planta, y la 
modulación comprende la regulación al alza del nivel de expresión del polipéptido. 

Según algunas realizaciones de la descripción, la regulación comprende disminuir la acidez de la planta, y la 
modulación comprende regular a la baja el nivel de expresión del polipéptido. 20 

Según algunas realizaciones de la descripción, la regulación al alza se efectúa transformando una célula de planta de 
la planta con un polinucleótido que codifica el polipéptido. 

Según algunas realizaciones de la descripción, la regulación a la baja se efectúa transformando una célula de planta 
de la planta con un polinucleótido capaz de regular a la baja nivel de expresión del polipéptido. 

Según algunas realizaciones de la invención, la planta comprende un fruto. 25 

Según algunas realizaciones de la invención, el fruto es un fruto maduro. 

Según algunas realizaciones de la invención, el fruto es de una familia de plantas seleccionada del grupo que consiste 
en: Solanaceae, Cucurbitaceae, Rutaceae, Rosaceae, y Vitaceae. 

Según algunas realizaciones de la invención, la modulación del nivel de expresión se efectúa usando un promotor 
específico de fruto. 30 

Según algunas realizaciones de la invención, la modulación se efectúa usando un promotor específico de desarrollo 
para modular la expresión del polipéptido antes de la maduración del fruto. 

Según algunas realizaciones de la invención, la planta comprende una parte distinta de fruto. 

Según algunas realizaciones de la invención, la parte distinta de fruto comprende raíces. 

Según algunas realizaciones de la invención, la mutación de pérdida de función se identifica en el ADN de la pluralidad 35 
de plantas. 

Según algunas realizaciones de la invención, la mutación de pérdida de función se selecciona del grupo que consiste 
en una mutación sin sentido, una mutación de desplazamiento de marco, una inserción, una mutación de duplicación 
o una mutación de deleción. 

Según algunas realizaciones de la invención, la parte distinta de fruto comprende pétalos de flores. 40 

A no ser que se define otra cosa, todos los términos técnicos y/o científicos usados en la presente memoria tienen el 
mismo significado que el entendido comúnmente por un experto en la técnica a la que pertenece la invención. 

La implementación del método y/o sistema de realizaciones de la invención puede implicar realizar o completar tareas 
seleccionadas manualmente, automáticamente, o una combinación de las mismas. Además, según la instrumentación 
y equipamiento real de las realizaciones del método y/o sistema de la invención, varias tareas seleccionadas podrían 45 
implementarse por hardware, por software o por firmware o por una combinación de las mismas usando un sistema 
operativo. 

Por ejemplo, el hardware para realizar tareas seleccionadas según realizaciones de la invención podría implementarse 
como un chip o un circuito. Como software, las tareas seleccionadas según realizaciones de la invención podrían 
implementarse como una pluralidad de instrucciones de software que se ejecutan por un ordenador usando cualquier 50 
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sistema operativo adecuado. En una realización ejemplar de la invención, una o más tareas según realizaciones 
ejemplares del método y/o sistema como se describe en la presente memoria se realizan por un procesador de datos, 
tal como una plataforma de computación para ejecutar una pluralidad de instrucciones. Opcionalmente, el procesador 
de datos incluye una memoria volátil para almacenar las instrucciones y/o datos y/o un almacenamiento no volátil, por 
ejemplo, un disco duro magnético y/o medio removible, para almacenar las instrucciones y/o datos. Opcionalmente, 5 
también se proporciona una conexión a red. También se proporcionan opcionalmente una pantalla y/o un dispositivo 
de entrada de usuario tal como un teclado o ratón. 

Descripción breve de los dibujos 

Algunas realizaciones de la invención se describen en la presente memoria, solo como ejemplo, con referencia a los 
dibujos adjuntos. Ahora, con referencia específica a los dibujos en detalle, se enfatiza que los particulares mostrados 10 
son como ejemplo y para propósitos de discusión ilustrativa de las realizaciones de la invención. A este respecto, la 
descripción tomada con los dibujos pone de manifiesto para los expertos en la técnica cómo pueden llevarse a la 
práctica las realizaciones de la invención. 

En los dibujos: 

Las FIG. 1A-D representan las secuencias de ARNm y aminoácidos del gen pH, de dos variedades de melón, 15 
caracterizadas por pH bajo y alto, respectivamente. Figura 1A - Secuencia de ARNm del gen pH de melón agrio 
empezando con ATG y finalizando con el codón de parada TAA (SEQ ID NO:1); Figura 1B - Secuencia de proteína 
traducida del transportador de membrana de melón agrio (SEQ ID NO:2); Figura 1C - Secuencia de ARNm del gen pH 
de melón no agrio empezando con ATG y finalizando con el codón de parada TAA (SEQ ID NO:3; la secuencia TTAATT 
GTTGCA (SEQ ID NO: 42) que se somete a duplicación se muestra en amarillo, y la secuencia duplicada se muestra 20 
en negrita); Figura 1D - secuencia de proteína del transportador de membrana de melón no agrio [SEQ ID NO:4; la 
secuencia LIVA original que se somete a duplicación se muestra en amarillo, y la secuencia duplicada se muestra en 
negrita]. 

La FIG. 1E representa el alineamiento entre secuencias de aminoácidos de variedades de melón agrio (SEQ ID NO:2) 
y no agrio (SEQ ID NO:4). 25 

Las FIG. 2A-F representan las secuencias de aminoácidos de genes pH ortólogos de tomate (Figura 2A, Tomate 
TC200226, SEQ ID NO:5), pepino (Figura 2B, Pepino Csa01116, SEQ ID NO:6), melón dulce (Figura 2C, SEQ ID 
NO:7), manzana (Figura 2D, manzana TC80539, SEQ ID NO:8), álamo (Figura 2E, Álamo EEF05451, SEQ ID NO:9) 
y Arabidopsis (Figura 2F, Arabidopsis NP_195819, SEQ ID NO: 10). Las secuencias son de las bases de datos NCBI 
[World Wide Web (punto) ncbi (punto) nlm (punto) nih (punto) gov/] y TIGR [Protocolo de Transferencia de Hipertexto 30 
://compbio (punto) dfci (punto) Harvard (punto) edu/tgi/plant (punto) html] y los números de acceso se listan después 
del nombre de la planta. 

La FIG. 3 representa el alineamiento de secuencias de los genes pH ortólogos de melón dulce, melón agrio, manzana, 
tomate, pepino, álamo y Arabidopsis. El alineamiento Clustal se llevó a cabo por el programa Clustal 2W en el Protocolo 
de Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) ebi (punto) ac (punto) uk/Tools/. Alineamiento de secuencias 35 
múltiples CLUSTAL 2.0.12 - La mutación/duplicación en el melón dulce no agrio está subrayada en negrita. 

Las FIG. 4A-D representan el modelado proteico (TMhMM) [Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World Wide 
Web (punto) cbs (punto) dtu (punto) dk/services/TMHMM-2.0/] de los dominios transmembrana de la proteína del 
melón agrio (Figuras 4A-B) y del melón no agrio (Figuras 4C-D) que contienen la mutación/duplicación de cuatro 
aminoácidos. Figura 4A - Resumen del modelado de proteína de melón agrio; Figura 4B - presentación esquemática 40 
del modelado de proteína de melón agrio, probabilidades posteriores a TMHMM para secuencia. Rojo = 
transmembrana; azul = interior; rosa - exterior. Figura 4C - Resumen del modelado de proteína de melón no agrio; 
Figura 5D - presentación esquemática del modelado de proteína de melón no agrio. probabilidades posteriores a 
TMHMM para secuencia. Rojo = transmembrana; azul = interior; rosa - exterior. Obsérvese que la mutación de 
duplicación LIVA se produce en el tercer dominio transmembrana. 45 

La FIG. 5 es la imagen de un gel que representa ADN-PCR para el genotipado de plantas de 20 variedades de melón 
representativas para determinar la presencia o ausencia de la mutación de duplicación LIVA. El ADN de las hojas de 
variedades de melón se sometió a PCR usando cebadores específicos para la mutación de duplicación (SEQ ID NO: 
12 y 13). Para el control, se incluyeron las líneas parentales cv. Dulce (dul) y la línea reproducción y cultivo PI414723 
(pi) en el análisis y se presentan en los dos carriles más a la derecha, en donde la línea Dulce incluye la duplicación 50 
LIVA y presenta una banda de peso molecular mayor (137 pares de bases (pb)) y el PI414723 no tiene la duplicación 
LIVA y presenta una banda de peso molecular menor (125 pb). Los carriles corresponden a las siguientes variedades 
de melón: 1 - PSR; 2 - TVT; 3 - HBJ; 4 - PI 157080; 5 - INB; 6 - PDS; 7 - ESL; 8 - PI 157071; 9 - KRY; 10 - CHT; 11 - 
CHF; 12 - DUD2; 13 -DUD3; 14 - MAK; 15 - OGE; 16 - PH406; 17 - Carril de blanco; 18 - Rochet; 19 - Dulce control; 
20 -PI414723 control. Los resultados del genotipado se resumen en la Tabla 5 en el Ejemplo 5 de la sección de 55 
Ejemplos más adelante. 

La FIG. 6 representa un árbol filogenético [producido por World Wide Web (punto) phylogeny (punto) fr, Dereeper A., 
Audic S., Claverie J.M., Blanc G. BLAST-EXPLORER helps you bulding datasets for phylogenetic analysis. BMC Evol 
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Biol. 2010 enero 12;10:8] indicando el clado de secuencias asociadas con las secuencias de melón y tomate 
reportadas en la presente memoria. Las secuencias referidas como PIN, LAX son transportadores conocidos de 
auxina/protones. Las cinco secuencias de Arabidopsis presentadas en el clado más superior son un clado de 
secuencias relacionado de cerca de función desconocida, anotado como transportadores potenciales del eflujo de 
auxinas. Los números (mostrados en rojo) representan valores de soporte de rama, o bootstrap en% como se 5 
determinan por el programa World Wide Web (punto) phylogeny (punto) fr. El valor bootstrap de 100 que separa los 
clados de las familias LAX y PIN de la familia del gen pH indica que estos clados son significativamente distintos. 

Descripción de realizaciones específicas de la invención 

La presente invención, en algunas realizaciones de la misma, se refiere a usos de polinucleótidos aislados y polipéptido 
codificado por los mismos, construcciones de ácidos nucleicos, células huésped y plantas transgénicas que 10 
comprenden los mismos, y más particularmente, pero no exclusivamente, a métodos para usar los mismos para 
modular la acidez de una planta para controlar la acidez de un fruto, la captación de nutrientes por las raíces y el color 
de los pétalos de las flores. 

Antes de explicar al menos una realización de la invención en detalle, debe entenderse que la invención no está 
limitada necesariamente en su aplicación a los detalles mostrados en la siguiente descripción o ejemplificados por los 15 
Ejemplos. La invención es capaz de otras realizaciones o de llevarse a la práctica o realizarse de diversas maneras 
dentro del alcance de las reivindicaciones. 

Los presentes inventores han descubierto, después de experimentaciones laboriosas, el gen que controla la acidez 
de una planta (denominado en la presente memoria de aquí en adelante como el "gen pH"). 

Así, como se muestra en la sección de Ejemplos que sigue, el gen se identificó en melones por clonación basada en 20 
mapeo usando líneas endogámicas recombinantes que tienen valores de pH definidos (Tabla 1, Ejemplo 1), y se 
identificaron las secuencias de ARNm y genómicas del gen pH [SEQ ID NO:14 (secuencia genómica), 1 (ARNm de 
melón agrio), y 2 (proteína de melón agrio)]. También se identificaron los homólogos en tomates y pepino [SEQ ID 
NO:31 y 5 (ARNm y proteína de tomate, respectivamente); y las SEQ ID NO: 30 y 6 (ARNm y proteína de pepino, 
respectivamente)]. La comparación de secuencias entre el gen aislado de melones agrios y no agrios reveló la 25 
presencia de una mutación genética que está presente en melones no agrios y está ausente en melón agrio. La 
mutación es una duplicación de 12 ácidos nucleicos en las posiciones de nucleótidos 325-336 como se muestra en la 
SEQ ID NO:3  
(325 _336dupTTAATTGTTGCA) que codifican una mutación de duplicación de la secuencia de aminoácidos LIVA 
(SEQ ID NO:27) en las posiciones de aminoácidos 107-110 como se muestra en la SEQ ID NO:4 (107_110dupLIVA) 30 
(Figuras 1A-E, Ejemplo 2). Los alineamientos de secuencias múltiples mostraron que el nuevo gen pH está presente 
en diversas plantas no relacionadas (Figuras 2A-F y 3, Ejemplo 3) con una similitud de secuencia (Tabla 3, Ejemplo 
3) e identidad (Tabla 4, Ejemplo 3) significativas. Un análisis adicional de modelado de proteínas reveló que la mutación 
de duplicación LIVA encontrada en el melón no agrio se espera que cambie la conformación de la proteína pH (Figuras 
4A-D, Ejemplo 4). Además, a través de los análisis de genotipo y fenotipo se demostró una correlación directa entre 35 
la presencia de la mutación de duplicación LIVA y una disminución en la acidez del fruto (es decir, valores de pH 
mayores) en variedades de melón (Figura 5, Tablas 5 y 6, Ejemplo 5). Un árbol filogenético generado usando el nuevo 
gen pH mostró que un clado de secuencias altamente similares relacionadas con el gen pH de melón está 
completamente separado de un clado relacionado de cerca de proteínas con función indeterminada (que se anotan 
parcialmente como "transportadores de auxina" o como proteínas hipotéticas o potenciales) que están relacionadas 40 
más distantemente con las familias caracterizadas de transportadores de auxina de PIN y AUX (Figura 6, Ejemplo 6). 
Además, los miembros del clado relacionado de cerca del gen pH se expresan en plantas, tanto en tejido de fruto 
como en tejidos no de fruto tales como hojas, flores, raíces y tallos (Tabla 7, Ejemplo 6). Los presentes inventores han 
construido además plantas transgénicas transformadas para expresar un vector de silenciamiento dirigido a regular a 
la baja los genes pH en melón y tomate, que presentan una acidez disminuida (es decir, valores de pH mayores) 45 
(Tabla 8, Ejemplo 7). Por otra parte, se encontró que las plantas de tomate transgénicas que sobreexpresan el gen 
pH bien de tomate o melón agrio presentan un incremento significativo en la acidez de la planta como se muestra por 
la disminución en los valores medidos de pH (Tabla 9, Ejemplo 8). Estos resultados demuestran que el gen pH aislado 
identificado en la presente memoria puede usarse para regular la acidez de la planta. 

Así, se describe un polinucleótido aislado que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido 50 
que tiene al menos un 60% identidad con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO:2, 4, 
5, 6, 8, 9, 10, 28 y 29, en donde el polipéptido modula la acidez de una planta. 

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "polinucleótido" se refiere a una secuencia de ácido nucleico 
mono o bicatenaria que está aislada y se proporciona en la forma de una secuencia de ARN, una secuencia de 
polinucleótido complementario (ADNc), una secuencia de polinucleótido genómico y/o una secuencia de polinucleótido 55 
compuesta (p. ej., una combinación de las anteriores). 

El término "aislado" se refiere a separado al menos parcialmente del entorno natural p. ej., de una célula de planta. 
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Tal y como se usa en la presente memoria, la expresión "secuencia de polinucleótido complementaria" se refiere a 
una secuencia, que se produce a partir de la transcripción inversa de ARN mensajero usando una transcriptasa inversa 
u otra ADN polimerasa dependiente de ARN. Dicha secuencia puede amplificarse posteriormente in vivo o in vitro 
usando una ADN polimerasa dependiente de ADN. 

Tal y como se usa en la presente memoria, la expresión "secuencia de polinucleótido genómica" se refiere a una 5 
secuencia derivada (aislada) de un cromosoma y representa así una porción contigua de un cromosoma. 

Tal y como se usa en la presente memoria, la expresión "secuencia de polinucleótido compuesta" se refiere a una 
secuencia, que es al menos parcialmente complementaria y al menos parcialmente genómica. Una secuencia 
compuesta puede incluir algunas secuencias exónicas requeridas para codificar el polipéptido de la presente 
invención, así como algunas secuencias intrónicas interpuestas entre ellas. Las secuencias intrónicas pueden ser de 10 
cualquier origen, incluyendo de otros genes, y típicamente incluirán secuencias señal de corte y empalme 
conservadas. Dichas secuencias intrónicas pueden incluir además elementos reguladores de la expresión que actúan 
en cis. 

Según la descripción, el polinucleótido aislado que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un 
polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 60%, al menos aproximadamente un 61%, al menos 15 
aproximadamente un  
62%, al menos aproximadamente un 63%, al menos aproximadamente un 64%, al menos aproximadamente un 65%, 
al menos aproximadamente un 66%, al menos aproximadamente un 67%, al menos aproximadamente un 68%, al 
menos aproximadamente un 69%, al menos aproximadamente un 70%, al menos aproximadamente un 71%, al menos 
aproximadamente un 72%, al menos aproximadamente un 73%, al menos aproximadamente un 74%, al menos 20 
aproximadamente un 75%, al menos aproximadamente un 76%, al menos aproximadamente un 77%, al menos 
aproximadamente un 78%, al menos aproximadamente un 79%, al menos aproximadamente un 80%, al menos 
aproximadamente un 81%, al menos aproximadamente un 82%, al menos aproximadamente un 83%, al menos 
aproximadamente un 84%, al menos aproximadamente un 85%, al menos aproximadamente un 86%, al menos 
aproximadamente un 87%, al menos aproximadamente un 88%, al menos aproximadamente un 89%, al menos 25 
aproximadamente un 90%, al menos aproximadamente un 91%, al menos aproximadamente un 92%, al menos 
aproximadamente un 93%, al menos aproximadamente un 94%, al menos aproximadamente un 95%, al menos 
aproximadamente un 96%, al menos aproximadamente un 97%, al menos aproximadamente un 98%, al menos 
aproximadamente un 99%, p. ej., un 100% de identidad u homología con un polipéptido seleccionado del grupo que 
consiste en las SEQ ID NO:2, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 28 y 29, en donde el polipéptido modula la acidez de una planta. 30 

El porcentaje de identidad (p. ej., identidad global entre secuencias de aminoácidos de dos proteínas), u homología 
(p. ej., porcentaje de homología) puede determinarse usando cualquier software de comparación de homología, 
incluyendo, por ejemplo, el software BlastP o TBLASTN del National Center of Biotechnology Information (NCBI) tal 
como usando parámetros por defecto, cuando se empieza a partir de una secuencia de polipéptido; el algoritmo 
tBLASTX (disponible en el NCBI) tal como usando parámetros por defecto, que compara los productos de traducción 35 
conceptuales de seis marcos de una secuencia de nucleótidos de búsqueda (ambas cadenas) frente a una base de 
datos de secuencias de proteínas; o el programa EMBOSS NEEDLE de alineamiento por pares disponible en Protocolo 
de Transferencia de Hipertexto //World Wide Web (punto) ebi (punto) ac (punto) 
uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide (punto) html, usando parámetros por defecto (Matriz: BLOSUM62; 
APERTURA DE HUECO: 10; Extensión de HUECO: 0,5; Formato de salida: par; penalización por HUECO TERMINAL: 40 
falso; APERTURA DE HUECO TERMINAL: 10; EXTENSIÓN DE HUECO TERMINAL: 0,5). 

Las secuencias homólogas incluyen tanto secuencias ortólogas como parálogas. El término "paráloga" se refiere a 
duplicaciones génicas en el genoma de una especie que dan lugar a genes parálogos. El término "ortóloga" se refiere 
a genes homólogos en diferentes organismos debido a una relación ancestral. 

Una opción para identificar ortólogos en especies de plantas monocotiledóneas es realizar una búsqueda blast 45 
recíproca. Esto puede hacerse por una primera comparación con blast que implica la utilización de blast para la 
secuencia de interés frente a cualquier base de datos de secuencias, tal como la base de datos NCBI disponible 
públicamente que puede encontrarse en: Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) ncbi 
(punto) nlm (punto) nih (punto) gov. Si se buscaran los ortólogos en arroz, la secuencia de interés se blasted frente a, 
por ejemplo, los 28.469 clones de ADNc de longitud completa de Oryza sativa Nipponbare disponible en NCBI. Los 50 
resultados de la comparación con blast pueden filtrarse. Se utiliza entonces blast de nuevo para las secuencias de 
longitud completa bien de los resultados filtrados o de los resultados no filtrados (segunda comparación con blast) 
frente a las secuencias del organismo del que deriva la secuencia de interés. Después, se comparan los resultados 
de la primera y segunda comparación con blast. Un ortólogo se identifica cuando la secuencia que posee la puntuación 
más alta (mejor acierto) en la primera comparación con blast identifica en la segunda comparación con blast la 55 
secuencia de búsqueda (la secuencia de interés original) como el mejor acierto. Usando la misma base racional, se 
encuentra un parálogo (homólogo de un gen en el mismo organismo). En el caso de familias de secuencias mayores, 
puede usarse el programa ClustalW [Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) ebi (punto) 
ac (punto) uk/Tools/clustalw2/index (punto) html], seguido de un árbol de unión de vecinos (Protocolo de Transferencia 
de Hipertexto://en (punto) wikipedia (punto) org/wiki/Neighbor-joining) que ayuda a visualizar el agrupamiento. 60 
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Según algunas realizaciones de la invención, la homología es una homología global, es decir, una homología sobre 
las secuencias completas de aminoácidos o ácido nucleico de la invención y no sobre porciones de las mismas. 

La identidad (p. ej., porcentaje de homología) puede determinarse usando cualquier software de comparación de 
homología, incluyendo, por ejemplo, el software BlastN del National Center of Biotechnology Information (NCBI) tal 
como usando parámetros por defecto. 5 

Según algunas realizaciones de la invención, la identidad es una identidad global, es decir, una identidad sobre las 
secuencias completas de aminoácidos o ácido nucleico de la invención y no sobre porciones de las mismas. 

Según la descripción, el polinucleótido aislado codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ 
ID NO:2, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 28 y 29. 

Las secuencias de ácido nucleico que codifican los polipéptidos de algunas de las realizaciones de la invención pueden 10 
optimizarse para la expresión. Los ejemplos de dichas modificaciones de secuencia incluyen, pero no están limitados 
a, un contenido alterado de G/C para aproximarse más de cerca al encontrado típicamente en la especie de planta de 
interés, y la eliminación de codones encontrados atípicamente en la especie de planta referido comúnmente como 
optimización de codones. 

La expresión "optimización de codones" se refiere a la selección de nucleótidos de ADN apropiados para uso en un 15 
gen estructural o fragmento del mismo que se acerca al uso de codones en la planta de interés. Por lo tanto, un gen o 
secuencia de ácido nucleico optimizada se refiere a un gen en el que la secuencia de nucleótidos de un gen nativo o 
natural se ha modificado con el fin de utilizar los codones estadísticamente preferidos o estadísticamente favorecidos 
en la planta. La secuencia de nucleótidos se examina típicamente a nivel del ADN y la región codificadora se optimiza 
para la expresión en la especie de planta se determina usando cualquier procedimiento adecuado, por ejemplo, como 20 
se describe en Sardana et al. (1996, Plant Cell Reports 15:677-681). En este método, puede calcularse la desviación 
estándar del uso de codones, una medida del sesgo en el uso de codones, encontrando en primer lugar la desviación 
proporcional al cuadrado del uso de cada codón del gen nativo respecto al de genes de la planta altamente expresados, 
seguido un cálculo de la desviación al cuadrado promedio. La fórmula usada es: 1 SDCU = n = 1 N [ ( Xn - Yn ) / Yn ] 
2 / N, donde Xn se refiere a la frecuencia de uso del codón n en genes de la planta altamente expresados, donde Yn 25 
es la frecuencia del uso del codón n en el gen de interés y N se refiere al número total de codones en el gen de interés. 
Una Tabla del uso de codones de genes altamente expresados de plantas dicotiledóneas se compila usando los datos 
de Murray et al. (1989, Nuc Acids Res. 17:477-498). 

Un método para optimizar la secuencia de ácido nucleico según el uso de codones preferidos para un tipo de célula 
de planta particular se basa en el uso directo, sin realizar ningún cálculo estadístico extra, de Tablas de optimización 30 
de codones, tales como las proporcionadas en línea en la Base de Datos del Uso de Codones a través del banco de 
ADN delNIAS (National Institute of Agrobiological Sciences) en Japón (Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://World Wide Web (punto) kazusa (punto) or (punto) jp/codon/). La Base de Datos del Uso de Codones 
contiene tablas del uso de codones para varias especies diferentes, habiéndose determinado cada Tabla del uso de 
codones estadísticamente sobre la base de los datos presentes en Genbank. 35 

Mediante el uso de las Tablas anteriores para determinar los codones más preferidos o más favorecidos para cada 
aminoácido en una especie particular (por ejemplo, arroz), una secuencia de nucleótidos natural que codifica una 
proteína de interés puede optimizarse por codones para esa especie de planta particular. Esto se efectúa 
reemplazando los codones que pueden tener una baja incidencia estadística en el genoma de la especie particular 
por los codones correspondientes, respecto a un aminoácido, que están más favorecidos estadísticamente. Sin 40 
embargo, puede seleccionarse uno o más codones menos favorecidos para delecionar sitios de restricción existentes, 
para crear unos nuevos en uniones potencialmente útiles (extremos 5' y 3' para añadir un péptido señal o casetes de 
terminación, sitios internos que podrían usarse para cortar y unir segmentos entre sí para producir una secuencia de 
longitud completa correcta), o para eliminar secuencias de nucleótidos que pueden afectar negativamente la 
estabilidad o expresión del ARNm. 45 

La secuencia de nucleótidos codificadora natural puede contener ya, antes de cualquier modificación, varios codones 
que corresponden a un codón estadísticamente favorecido en una especie de planta particular. Por lo tanto, la 
optimización de codones de la secuencia de nucleótidos nativa puede comprender determinar qué codones, en la 
secuencia de nucleótidos nativa, no están estadísticamente favorecidos respecto a una planta particular, y modificar 
estos codones según la tabla del uso de codones de la planta particular para producir un derivado con optimización 50 
de codones. Una secuencia de nucleótidos modificada puede optimizarse completamente o parcialmente para el uso 
de codones de la planta siempre que la proteína codificada por la secuencia de nucleótidos modificada se produzca a 
un nivel mayor que el de la proteína codificada por el gen natural o nativo correspondiente. 

Según la descripción, el polinucleótido aislado que comprende una secuencia de ácido nucleico que es al menos 
aproximadamente un 60%, al menos aproximadamente un 61%, al menos aproximadamente un 62%, al menos 55 
aproximadamente un 63%, al menos aproximadamente un 64%, al menos aproximadamente un 65%, al menos 
aproximadamente un 66%, al menos aproximadamente un 67%, al menos aproximadamente un 68%, al menos 
aproximadamente un 69%, al menos aproximadamente un 70%, al menos aproximadamente un 71%, al menos 
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aproximadamente un 72%, al menos aproximadamente un 73%, al menos aproximadamente un 74%, al menos 
aproximadamente un 75%, al menos aproximadamente un 76%, al menos aproximadamente un 77%, al menos 
aproximadamente un 78%, al menos aproximadamente un 79%, al menos aproximadamente un 80%, al menos 
aproximadamente un 81%, al menos aproximadamente un 82%, al menos aproximadamente un 83%, al menos 
aproximadamente un 84%, al menos aproximadamente un 85%, al menos aproximadamente un 86%, al menos 5 
aproximadamente un 87%, al menos aproximadamente un 88%, al menos aproximadamente un 89%, al menos 
aproximadamente un 90%, al menos aproximadamente un 91%, al menos aproximadamente un 92%, al menos 
aproximadamente un 93%, al menos aproximadamente un 94%, al menos aproximadamente un 95%, al menos 
aproximadamente un 96%, al menos aproximadamente un 97%, al menos aproximadamente un 98%, al menos 
aproximadamente un 99%, p. ej., un 100% idéntica al polinucleótido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ 10 
ID NO: 1, 3, 30, 31, 32, 33, 34 y 35. 

Según la descripción, la secuencia de ácido nucleico modula la acidez de una planta. 

Según la descripción, se proporciona un polinucleótido aislado capaz de regular a la baja la expresión del polinucleótido 
aislado de algunas realizaciones de la invención en una célula huésped. 

Según la descripción, el polinucleótido que regula a la baja previene al menos aproximadamente un 20%, p. ej., al 15 
menos aproximadamente un 30%, al menos aproximadamente un 40%, al menos aproximadamente un 50%, al menos 
aproximadamente un 60%, al menos aproximadamente un 70%, al menos aproximadamente un 80%, al menos 
aproximadamente un 85%, al menos aproximadamente un 90%, al menos aproximadamente un 95%, p. ej., un 100% 
del nivel de expresión del polinucleótido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, 3, 30, 31, 32, 33, 
34 y 35. 20 

Los polinucleótidos que regulan a la baja pueden usarse, por ejemplo, en la cosupresión, supresión antisentido, 
interferencia de ARN y moléculas de ribozima como se describe adicionalmente más adelante en la presente memoria 
y en los Ejemplos 7 y 9 de la sección de Ejemplos que sigue. Los métodos y ensayos para cualificar el efecto del 
polinucleótido que regula a la baja sobre el nivel de expresión de un polinucleótido de interés son conocidos en la 
técnica y se describen adicionalmente más adelante en la presente memoria. 25 

Los ejemplos no limitativos de polinucleótidos que regulan a la baja incluyen aquellos mostrados por las SEQ ID NO: 
15-16 (para regular a la baja el gen pH del melón); las SEQ ID NO: 17-18 (para regular a la baja el gen pH del tomate); 
y las SEQ ID NO: 40-41 (para regular a la baja el gen pH de la petunia). 

Según la descripción, se proporciona un par de cebadores del polinucleótido aislado capaz de amplificar 
específicamente el polinucleótido aislado de algunas realizaciones de la invención. 30 

Los pares de cebadores no limitativos que pueden amplificar el polinucleótido aislado de algunas realizaciones de la 
invención incluyen los representados en las SEQ ID NO: 7 y 11; y 12 y 13. 

Así, la descripción engloba secuencias de ácidos nucleicos descritas anteriormente en la presente memoria; 
fragmentos de las mismas, secuencias hibridables con las mismas, secuencias homólogas a las mismas, secuencias 
que codifican polipéptidos similares con un uso de codones diferente, secuencias alteradas caracterizadas por 35 
mutaciones, tales como deleción, inserción o sustitución de uno o más nucleótidos, bien naturales o inducidas por el 
hombre, bien aleatoriamente o de una forma dirigida. 

La descripción proporciona un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoácidos al menos 
aproximadamente un 60%, al menos aproximadamente un 61%, al menos aproximadamente un 62%, al menos 
aproximadamente un 63%, al menos aproximadamente un 64%, al menos aproximadamente un 65%, al menos 40 
aproximadamente un 66%, al menos aproximadamente un 67%, al menos aproximadamente un 68%, al menos 
aproximadamente un 69%, al menos aproximadamente un 70%, al menos aproximadamente un 71%, al menos 
aproximadamente un 72%, al menos aproximadamente un 73%, al menos aproximadamente un 74%, al menos 
aproximadamente un 75%, al menos aproximadamente un 76%, al menos aproximadamente un 77%, al menos 
aproximadamente un 78%, al menos aproximadamente un 79%, al menos aproximadamente un 80%, al menos 45 
aproximadamente un 81%, al menos aproximadamente un 82%, al menos aproximadamente un 83%, al menos 
aproximadamente un 84%, al menos aproximadamente un 85%, al menos aproximadamente un 86%, al menos 
aproximadamente un 87%, al menos aproximadamente un 88%, al menos aproximadamente un 89%, al menos 
aproximadamente un 90%, al menos aproximadamente un 91%, al menos aproximadamente un 92%, al menos 
aproximadamente un 93%, al menos aproximadamente un 94%, al menos aproximadamente un 95%, al menos 50 
aproximadamente un 96%, al menos aproximadamente un 97%, al menos aproximadamente un 98%, al menos 
aproximadamente un 99%, p. ej., un 100% idéntica u homóloga a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste 
en las SEQ ID NO:2, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 28 y 29, en donde el polipéptido modula la acidez de una planta. 

Según la descripción, el polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que 
consiste en las SEQ ID NO:2, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 28 y 29. 55 

Según la descripción, el polipéptido se muestra por las SEQ ID NO:2, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 28 o 29. 
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La descripción también engloba fragmentos de los polipéptidos descritos anteriormente y polipéptidos que tienen 
mutaciones, tales como deleciones, inserciones o sustituciones de uno o más aminoácidos, bien naturales o inducidas 
por el hombre, bien aleatoriamente o de una forma dirigida. 

Según la descripción, se proporciona un método para generar una planta transgénica, que comprende expresar en la 
planta el polinucleótido aislado de algunas realizaciones de la invención, o la construcción de ácido nucleico de algunas 5 
realizaciones de la invención, generando de esta manera la planta transgénica. 

La expresión "que expresa en la planta un polinucleótido exógeno" tal y como se usa en la presente memoria se refiere 
a regular al alza el nivel de expresión de un polinucleótido exógeno en la planta mediante la introducción del 
polinucleótido exógeno en una célula de planta o planta y expresándolo por medios recombinantes, como se describe 
adicionalmente más adelante en la presente memoria. 10 

Tal y como se usa en la presente memoria "expresar" se refiere a la expresión al nivel del ARNm y opcionalmente del 
polipéptido. 

Tal y como se usa en la presente memoria, la expresión "polinucleótido exógeno" se refiere a una secuencia de ácido 
nucleico heteróloga que puede no expresarse naturalmente en la planta o cuya sobreexpresión en la planta se desea. 
El polinucleótido exógeno puede introducirse en la planta de una manera estable o transitoria, de manera que se 15 
produce una molécula de ácido ribonucleico (ARN) y/o una molécula de polipéptido. Debe indicarse que el 
polinucleótido exógeno puede comprender una secuencia de ácido nucleico que es idéntica o parcialmente homóloga 
a una secuencia de ácido nucleico endógena de la planta. 

El término "endógeno" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a cualquier polinucleótido o polipéptido 
que está presente y/o se expresa naturalmente en una planta o una célula de la misma. 20 

El término '"planta" tal y como se usa en la presente memoria engloba plantas completas, ancestros y progenie de las 
plantas y partes de las plantas, incluyendo semillas, brotes, tallos, raíces (incluyendo tubérculos), y células, tejidos y 
órganos de las plantas. La planta puede estar en cualquier forma incluyendo cultivos en suspensión, embriones, 
regiones meristemáticas, tejido de callo, hojas, gametofitos, esporofitos, polen, y microesporas. Las plantas que son 
particularmente útiles en los métodos de la invención incluyen todas las plantas que pertenecen a la superfamilia 25 
Viridiplantae, en particular plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas incluyendo una leguminosa de pienso o forraje, 
planta ornamental, cultivo alimentario, árbol, o arbusto seleccionado de la lista que comprende Acacia spp., Acer spp., 
Actinidia spp., Aesculus spp., Agathis australis, Albizia amara, Alsophila tricolor, Andropogon spp., Arachis spp, Areca 
catechu, Astelia fragrans, Astragalus cicer, Baikiaea plurijuga, Betula spp., Brassica spp., Bruguiera gymnorrhiza, 
Burkea africana, Butea frondosa, Cadaba farinosa, Calliandra spp, Camellia sinensis, Canna indica, Capsicum spp., 30 
Cassia spp., Centroema pubescens, Chacoomeles spp., Cinnamomum cassia, Coffea arabica, Colophospermum 
mopane, Coronillia varia, Cotoneaster serotina, Crataegus spp., Cucumis spp., Cupressus spp., Cyathea dealbata, 
Cydonia oblonga, Cryptomeria japonica, Cymbopogon spp., Cynthea dealbata, Cydonia oblonga, Dalbergia monetaria, 
Davallia divaricata, Desmodium spp., Dicksonia squarosa, Dibeteropogon amplectens, Dioclea spp, Dolichos spp., 
Dorycnium rectum, Echinochloa pyramidalis, Ehraffia spp., Eleusine coracana, Eragrestis spp., Erythrina spp., 35 
Eucalypfus spp., Euclea schimperi, Eulalia vi/Iosa, Pagopyrum spp., Feijoa sellowlana, Fragaria spp., Flemingia spp, 
Freycinetia banksli, Geranium thunbergii, GinAgo biloba, Glycine javanica, Gliricidia spp, Gossypium hirsutum, 
Grevillea spp., Guibourtia coleosperma, Hedysarum spp., Hemaffhia altissima, Heteropogon contoffus, Hordeum 
vulgare, Hyparrhenia rufa, Hypericum erectum, Hypeffhelia dissolute, Indigo incamata, Iris spp., Leptarrhena pyrolifolia, 
Lespediza spp., Lettuca spp., Leucaena leucocephala, Loudetia simplex, Lotonus bainesli, Lotus spp., Macrotyloma 40 
axillare, Malus spp., Manihot esculenta, Medicago saliva, Metasequoia glyptostroboides, Musa sapientum, Nicotianum 
spp., Onobrychis spp., Ornithopus spp., Oryza spp., Peltophorum africanum, Pennisetum spp., Persea gratissima, 
Petunia spp., Phaseolus spp., Phoenix canadensis, Phormium cookianum, Photinia spp., Picea glauca, Pinus spp., 
Pisum sativam, Podocarpus totara, Pogonarthria fleckii, Pogonaffhria squarrosa, Populus spp., Prosopis cineraria, 
Pseudotsuga menziesii, Pterolobium stellatum, Pyrus communis, Quercus spp., Rhaphiolepsis umbellata, 45 
Rhopalostylis sapida, Rhus natalensis, Ribes grossularia, Ribes spp., Robinia pseudoacacia, Rosa spp., Rubus spp., 
Salix spp., Schyzachyrium sanguineum, Sciadopitys vefficillata, Sequoia sempervirens, Sequoiadendron giganteum, 
Sorghum bicolor, Spinacia spp., Sporobolus fimbriatus, Stiburus alopecuroides, Stylosanthos humilis, Tadehagi spp, 
Taxodium distichum, Themeda triandra, Trifolium spp., Triticum spp., Tsuga heterophylla, Vaccinium spp., Vicia spp., 
Vitis vinifera, Watsonia pyramidata, Zantedeschia aethiopica, Zea mays, amaranto, alcachofa, espárrago, brécol, coles 50 
de Bruselas, col, canola, zanahoria, coliflor, apio, berzas, lino, col rizada, lentejas, colza, ocra, cebolla, patata, arroz, 
soja, paja, remolacha, caña de azúcar, girasol, tomate, té aplastado, maíz, trigo, cebada, centeno, avena, cacahuete, 
guisante, lenteja y alfalfa, algodón, colza, canola, pimiento, girasol, tabaco, berenjena, eucalipto, un árbol, una planta 
ornamental, una hierba perenne y un cultivo de forraje. Alternativamente, pueden usarse algas y otros no Viridiplantae 
para los métodos de la presente invención. 55 

Según la descripción, la planta tiene un gen, que es un ortólogo del gen pH de melón identificado (p. ej., las SEQ ID 
NO: 1-4), y que se expresa normalmente en el fruto en desarrollo, funcionando de esta manera probablemente en la 
acumulación de ácido. 
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Según algunas realizaciones de la invención, la planta usada según algunas realizaciones de la invención es de una 
familia de plantas seleccionada del grupo que consiste en: Solanaceae, Cucurbitaceae, Rutaceae, Rosaceae, y 
Vitaceae. 

Según algunas realizaciones de la invención, la planta usada según algunas realizaciones de la invención se 
selecciona del grupo que consiste en melón, tomate, manzana, uva, fresa, naranja, melocotón, y petunia. 5 

Según algunas realizaciones de la invención, la expresión del polinucleótido exógeno de la invención en la planta se 
efectúa transformando una o más células de la planta con el polinucleótido exógeno, seguido de la generación de una 
planta madura a partir de las células trasformadas y cultivo de la planta madura en condiciones adecuadas para la 
expresión del polinucleótido exógeno en la planta madura. 

Según algunas realizaciones de la invención, la transformación se efectúa introduciendo en la célula de la planta una 10 
construcción de ácido nucleico que incluye el polinucleótido exógeno de algunas realizaciones de la invención y al 
menos un elemento regulador que actúa en cis (p. ej., promotor) para dirigir la transcripción del polinucleótido exógeno 
en una célula huésped (una célula de la planta). Los detalles adicionales de estrategias de transformación adecuadas 
se proporcionan más adelante en la presente memoria. 

Según la descripción, se proporciona una construcción de ácido nucleico que comprende el polinucleótido aislado de 15 
la invención, y un elemento regulador que actúa en cis (p. ej., una secuencia promotora) para dirigir la transcripción 
de la secuencia de ácido nucleico del polinucleótido aislado en una célula huésped. 

Según la descripción, se proporciona una célula de planta que expresa exógenamente el polinucleótido de algunas 
realizaciones de la invención, la construcción de ácido nucleico de algunas realizaciones de la invención y/o el 
polipéptido de algunas realizaciones de la invención. 20 

Según algunas realizaciones de la invención, el polinucleótido aislado está unido de forma operativa a la secuencia 
promotora. 

Una secuencia de ácido nucleico codificadora está "unida de forma operativa" a una secuencia reguladora (p. ej., 
promotor) si la secuencia reguladora es capaz de ejercer un efecto regulador sobre la secuencia codificadora unida a 
ella. 25 

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "promotor" se refiere a una región de ADN que se encuentra en 
5' del sitio de inicio de la transcripción de un gen al que se une la ARN polimerasa para iniciar la transcripción del ARN. 
El promotor controla dónde (p. ej., qué porción de una planta) y/o cuándo (p. ej., en qué estadio o condición en la vida 
de un organismo) se expresa el gen. 

Puede usarse cualquier secuencia promotora adecuada por la construcción de ácido nucleico de la presente invención. 30 
Según algunas realizaciones de la invención, el promotor es un promotor constitutivo, un promotor específico de tejido, 
un promotor inducible (p. ej., inducible por estrés abiótico), o un promotor específico del desarrollo. 

Los ejemplos no limitativos de promotores adecuados se describen en Jones HD, Sparks CA. Promoter sequences for 
defining transgene expression. Methods Mol Biol. 2009; 478:171-84. 

Los promotores constitutivos adecuados incluyen, por ejemplo, el promotor 35S de CaMV (Odell et al., Nature 313:810-35 
812, 1985); Ubi 1 de maíz (Christensen et al., Plant Sol. Biol. 18:675-689, 1992); actina de arroz (McElroy et al., Plant 
Cell 2:163-171, 1990); pEMU (Last et al., Theor. Appl. Genet. 81:581-588, 1991); 19S de CaMV (Nilsson et al., Physiol. 
Plant 100:456-462, 1997); GOS2 (de Pater et al, Plant J nov;2(6):837-44, 1992); ubiquitina (Christensen et al, Plant 
Mol. Biol. 18: 675-689, 1992); ciclofilina de arroz (Bucholz et al, Plant Mol Biol. 25(5):837-43, 1994); histona H3 de 
maíz (Lepetit et al, Mol. Gen. Genet. 231: 276-285, 1992); actina 2 (An et al, Plant J. 10(1);107-121, 1996) y Super 40 
MAS sintético (Ni et al., The Plant Journal 7: 661-76, 1995). Otros promotores constitutivos incluyen los de las Pat. de 
EE. UU. Nos. 5.659.026, 5.608.149; 5.608.144; 5.604.121; 5.569.597: 5.466.785; 5.399.680; 5.268.463; y 5.608.142. 

Los promotores específicos de tejido adecuados incluyen, pero no están limitados a, promotores específicos de hoja 
[tales como los descritos, por ejemplo, por Yamamoto et al., Plant J. 12:255-265, 1997; Kwon et al., Plant Physiol. 
105:357-67, 1994; Yamamoto et al., Plant Cell Physiol. 35:773-778, 1994; Gotor et al., Plant J. 3:509-18, 1993; Orozco 45 
et al., Plant Mol. Biol. 23:1129-1138, 1993; y Matsuoka et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:9586-9590, 1993], 
promotores preferidos de semillas [p. ej., de nabo (originado de Brassica napus que se caracteriza por una actividad 
de promotor específico de semilla; Stuitje A. R. et. al. Plant Biotechnology Journal 1 (4): 301-309), de genes específicos 
de semilla (Simon, et al., Plant Mol. Biol. 5. 191, 1985; Scofield, et al., J. Biol. Chem. 262: 12202, 1987; Baszczynski, 
et al., Plant Mol. Biol. 14: 633, 1990), albúmina de nuez de Brasil (Pearson' et al., Plant Mol. Biol. 18: 235- 245, 1992), 50 
legúmina (Ellis, et al. Plant Mol. Biol. 10: 203-214, 1988), glutelina (arroz) (Takaiwa, et al., Mol. Gen. Genet. 208: 15-
22, 1986; Takaiwa, et al., FEBS Letts. 221: 43-47, 1987), zeína (Matzke et al Plant Mol Biol, 143)323-32 1990), napA 
(Stalberg, et al, Planta 199: 515-519, 1996), SPA de trigo (Albanietal, Plant Cell, 9: 171- 184, 1997), oleosina de girasol 
(Cummins, et al., Plant Mol. Biol. 19: 873-876, 1992)], promotores específicos de endospermo [p. ej., LMW y HMW de 
trigo, glutenina-1 (Mol Gen Genet 216:81-90, 1989; NAR 17:461-2), gliadinas a, b y g de trigo (EMBO3: 1409-15, 1984), 55 
promotor ltrl de cebada, hordeína B1, C, D de cebada (Theor Appl Gen 98:1253-62, 1999; Plant J 4:343-55, 1993; Mol 
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Gen Genet 250:750- 60, 1996), DOF de cebada (Mena et al, The Plant Journal, 116(1): 53- 62, 1998), Biz2 
(EP99106056.7), promotor sintético (Vicente-Carbajosa et al., Plant J. 13: 629-640, 1998), prolamina NRP33 de arroz, 
globulina Glb-1 de arroz (Wu et al, Plant Cell Physiology 39(8) 885- 889, 1998), alfa-globulina de arroz REB/OHP-1 
(Nakase et al. Plant Mol. Biol. 33: 513-S22, 1997), ADP-glucosa PP de arroz (Trans Res 6:157-68, 1997), familia de 
genes ESR de maíz (Plant J 12:235-46, 1997), gamma-kafirina de sorgo (PMB 32:1029-35, 1996)], promotores 5 
específicos de embriones [p. ej., OSH1 de arroz (Sato et al, Proc. Nati. Acad. Sci. USA, 93: 8117-8122), KNOX 
(Postma-Haarsma et al., Plant Mol. Biol. 39:257-71, 1999), oleosina de arroz (Wu et at, J. Biochem., 123:386, 1998)], 
y promotores específicos de flores [p. ej., AtPRP4, chalcona sintasa (chsA) (Van der Meer, et al., Plant Mol. Biol. 15, 
95- 109, 1990), LAT52 (Twell et al Mol. Gen Genet. 217:240-245; 1989), apetala-3], y promotores de raíces tales como 
el promotor ROOTP. 10 

La construcción de ácido nucleico puede incluir además un marcador seleccionable apropiado y/o un origen de 
replicación. Según algunas realizaciones de la invención, la construcción de ácido nucleico utilizada es un vector 
lanzadera, que puede propagarse en E. coli (en donde la construcción comprende un marcador seleccionable 
apropiado y origen de replicación) y ser compatible con la propagación en células. La construcción según la presente 
invención puede ser, por ejemplo, un plásmido, un bácmido, un fagémido, un cósmido, un fago, un virus o un 15 
cromosoma artificial. 

Según la descripción, se proporciona una planta que comprende la construcción de ácido nucleico de algunas 
realizaciones de la invención o la célula de planta de algunas realizaciones de la invención. 

Según la descripción, la planta se transforma con la construcción de ácido nucleico o se transfecta con la construcción 
de ácido nucleico de algunas realizaciones de la invención. 20 

Según la descripción, la planta expresa exógenamente el polinucleótido aislado, el polipéptido aislado o la construcción 
de ácido nucleico de algunas realizaciones de la invención. 

La construcción de ácido nucleico puede utilizarse para transformar de forma estable o transitoria las células de 
plantas. En la transformación estable, el polinucleótido exógeno se integra en el genoma de la planta y como tal 
representa un rasgo estable y hereditario. En la transformación transitoria, el polinucleótido exógeno se expresa por 25 
la célula transformada, pero no se integra en el genoma y como tal representa un rasgo transitorio. 

Hay diversos métodos para introducir genes extraños en plantas tanto monocotiledóneas como dicotiledóneas 
(Potrykus, I., Annu. Rev. Plant. Physiol., Plant. Mol. Biol. (1991) 42:205-225; Shimamoto et al., Nature (1989) 338:274-
276). 

Los métodos principales para causar la integración estable de ADN exógeno en el ADN genómico de una planta 30 
incluyen dos estrategias principales: 

(i) Transferencia génica mediada por Agrobacterium: Klee et al. (1987) Annu. Rev. Plant Physiol. 38:467-486; Klee y 
Rogers en Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Vol. 6, Molecular Biology of Plant Nuclear Genes, eds. 
Schell, J., y Vasil, L. K., Academic Publishers, San Diego, Calif. (1989) p. 2-25; Gatenby, en Plant Biotechnology, eds. 
Kung, S. y Arntzen, C. J., Butterworth Publishers, Boston, Mass. (1989) p. 93-112. 35 

(ii) Captación directa de ADN: Paszkowski et al., en Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Vol. 6, Molecular 
Biology of Plant Nuclear Genes eds. Schell, J., y Vasil, L. K., Academic Publishers, San Diego, Calif. (1989) p. 52-68; 
incluyendo métodos para la captación directa de ADN en protoplastos, Toriyama, K. et al. (1988) Bio/Technology 
6:1072-1074. Captación de ADN inducida por un choque eléctrico breve de las células de la planta: Zhang et al. Plant 
Cell Rep. (1988) 7:379-384. Fromm et al. Nature (1986) 319:791-793. Inyección de ADN en células o tejidos de plantas 40 
por bombardeo de partículas, Klein et al. Bio/Technology (1988) 6:559-563; McCabe et al. Bio/Technology (1988) 
6:923- 926; Sanford, Physiol. Plant. (1990) 79:206-209; por el uso de sistemas de micropipetas: Neuhaus et al., Theor. 
Appl. Genet. (1987) 75:30-36; Neuhaus y Spangenberg, Physiol. Plant. (1990) 79:213-217; transformación de cultivos 
celulares, embriones o tejido de callo por fibras de vidrio o filamento de carburo de silicio, Pat de EE. UU. No. 5.464.765 
o por incubación directa del ADN con polen en germinación, DeWet et al. en Experimental Manipulation of Ovule 45 
Tissue, eds. Chapman, G. P. y Mantell, S. H. y Daniels, W. Longman, Londres, (1985) p. 197-209; y Ohta, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA (1986) 83:715-719. 

El sistema de Agrobacterium incluye el uso de vectores plasmídicos que contienen segmentos definidos de ADN que 
se integran en el ADN genómico de una planta. Los métodos para inocular el tejido de una planta varían dependiendo 
de la especie de planta y el sistema de administración de Agrobacterium. Una estrategia ampliamente usada es el 50 
procedimiento de disco de hoja que puede realizarse con cualquier explante de tejido que proporcione una buena 
fuente para el inicio de la diferenciación de la planta completa. Véase, p. ej., Horsch et al. en Plant Molecular Biology 
Manual A5, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht (1988) p. 1-9. Una estrategia suplementaria emplea el sistema de 
administración de Agrobacterium en combinación con infiltración en vacío. El sistema de Agrobacterium es 
especialmente viable en la creación de plantas dicotiledóneas transgénicas. 55 

Hay diversos métodos para la transferencia directa de ADN en células de plantas. En la electroporación, los 
protoplastos se exponen brevemente a un campo eléctrico fuerte. En la microinyección, el ADN se inyecta 
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mecánicamente directamente en las células usando micropipetas muy pequeñas. En el bombardeo de micropartículas, 
el ADN se adsorbe en microproyectiles tales como cristales de sulfato de magnesio o partículas de tungsteno, y los 
microproyectiles se aceleran físicamente en células o tejidos de la planta. 

Después de la transformación estable, se ejecuta la propagación de la planta. El método más común de propagación 
de plantas es por semilla. La regeneración por propagación de semillas, sin embargo, tiene la deficiencia de que, 5 
debido a la heterocigosidad, hay una ausencia de uniformidad en el cultivo, ya que las semillas son producidas por las 
plantas según las variaciones genéticas gobernadas por las reglas mendelianas. Básicamente, cada semilla es 
genéticamente diferente y cada una crecerá con sus propios rasgos específicos. Por lo tanto, se prefiere que la planta 
transformada se produzca de manera que la planta regenerada tenga los rasgos y características idénticos de la planta 
transgénica parental. Por lo tanto, se prefiere que la planta transformada se regenere por micropropagación, lo que 10 
proporciona una reproducción rápida, consistente, de las plantas transformadas. 

La micropropagación es un proceso para crecer plantas de nueva generación a partir de una única pieza de tejido que 
se ha escindido de una planta o variedad cultivada parental seleccionada. Este proceso permite la reproducción en 
masa de plantas en las que el tejido preferido expresa la proteína de fusión. Las plantas de nueva generación que se 
producen son genéticamente idénticas a, y tienen todas las características de, la planta original. La micropropagación 15 
permite la producción en masa de material de planta de calidad en un periodo corto de tiempo y ofrece una rápida 
multiplicación de variedades cultivadas seleccionadas con la preservación de las características de la planta 
transgénica o transformada original. Las ventajas de clonar plantas son la velocidad de la multiplicación de las plantas 
y la calidad y uniformidad de las plantas producidas. 

La micropropagación es un procedimiento con múltiples etapas que requiere la alteración del medio de cultivo o de las 20 
condiciones de crecimiento entre etapas. Así, el proceso de micropropagación implica cuatro etapas básicas: Etapa 
uno, cultivo inicial del tejido; etapa dos, multiplicación del cultivo de tejido; etapa tres, diferenciación y formación de la 
planta; y etapa cuatro, cultivo en invernadero y endurecimiento. Durante la etapa uno, cultivo inicial del tejido, el cultivo 
del tejido se establece y se certifica que está libre de contaminantes. Durante la etapa dos, el cultivo inicial del tejido 
se multiplica hasta que se produce un número suficiente de muestras de tejido para cumplir con los objetivos de 25 
producción. Durante la etapa tres, las muestras de tejido crecidas en la etapa dos se dividen y se crecen en plántulas 
individuales. En la etapa cuatro, las plántulas transformadas se transfieren a un invernadero para el endurecimiento, 
donde la tolerancia de las plantas a la luz se incrementa gradualmente, de manera que puedan crecerse en el entorno 
natural. 

Según algunas realizaciones de la invención, las plantas transgénicas se generan por la transformación transitoria de 30 
células de la hoja, células meristemáticas o la planta completa. 

La transformación transitoria puede efectuarse por cualquiera de los métodos de transferencia directa de ADN 
descritos anteriormente o por infección viral usando virus de plantas modificados. 

Los virus que se ha mostrado que son útiles para la transformación de plantas huéspedes incluyen CaMV, virus del 
mosaico del tabaco (TMV), virus del mosaico del bromo (BMV) y virus del mosaico común del frijol (BV o BCMV). La 35 
transformación de plantas usando virus de plantas se describe en la Pat. de EE. UU. No. 4.855.237 (virus del mosaico 
dorado del frijol; BGV), EP-A 67.553 (TMV), Solicitud Publicada Japonesa No. 63-14693 (TMV), EPA 194.809 (BV), 
EPA 278.667 (BV); y Gluzman, Y. et al., Communications in Molecular Biology: Viral Vectors, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Nueva York, p. 172-189 (1988). Las partículas de pseudovirus para uso en la expresión de ADN extraño 
en muchos huéspedes, incluyendo plantas, se describen en WO 87/06261. 40 

Según algunas realizaciones de la invención, el virus usado para las transformaciones transitorias es avirulento y así 
es incapaz de causar síntomas graves tales como tasa de crecimiento reducida, mosaico, manchas anulares, 
enrollamiento de hojas, amarilleamiento, rayado, formación de pústulas, formación de tumores y hendiduras. Un virus 
avirulento adecuado puede ser un virus avirulento natural o un virus atenuado artificialmente. La atenuación de virus 
puede efectuarse usando métodos muy conocidos en la técnica incluyendo, pero no limitado a, calentamiento subletal, 45 
tratamiento químico o por técnicas de mutagénesis dirigida tales como se describen, por ejemplo, por Kurihara y 
Watanabe (Molecular Plant Pathology 4:259-269, 2003), Galon et al. (1992), Atreya et al. (1992) y Huet et al. (1994). 

Las cepas de virus adecuadas pueden obtenerse de fuentes disponibles tales como, por ejemplo, la American Type 
Culture Collection (ATCC) o por el aislamiento de plantas infectadas. El aislamiento de virus de tejidos de plantas 
infectadas puede efectuarse por técnicas muy conocidas en la técnica tales como las descritas, por ejemplo, por Foster 50 
y Tatlor, Eds. "Plant Virology Protocols: From Virus Isolation to Transgenic Resistance (Methods in Molecular Biology 
(Humana Pr), Vol 81)", Humana Press, 1998. Brevemente, los tejidos de una planta infectada que se cree que 
contienen una alta concentración de un virus adecuado, preferiblemente hojas jóvenes y pétalos de flores, se muelen 
en una disolución tampón (p. ej., disolución de tampón fosfato) para producir una savia infectada con virus que puede 
usarse en inoculaciones posteriores. 55 

La construcción de virus de ARN de plantas para la introducción y expresión de secuencias de polinucleótido exógenas 
no virales en plantas se demuestra por las referencias anteriores, así como por Dawson, W. O. et al, Virology (1989) 
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172:285-292; Takamatsu et al. EMBO J. (1987) 6:307-311; French et al. Science (1986) 231:1294-1297; Takamatsu 
et al. FEBS Letters (1990) 269:73-76; y la Pat. de EE. UU. No. 5.316.931. 

Cuando el virus es un virus de ADN, las modificaciones adecuadas pueden hacerse al virus en sí mismo. 
Alternativamente, el virus puede clonarse en primer lugar en un plásmido bacteriano para facilitar la construcción del 
vector viral deseado con el ADN extraño. El virus puede escindirse entonces del plásmido. Si el virus es un virus de 5 
ADN, puede unirse un origen de replicación de bacteriano al ADN viral, que se replica entonces por las bacterias. La 
transcripción y traducción de este ADN producirá la proteína de la cubierta que encapsidará el ADN viral. Si el virus 
es un virus de ARN, el virus se clona generalmente como un ADNc y se inserta en un plásmido. El plásmido se usa 
entonces para preparar todas las construcciones. El virus de ARN se produce entonces transcribiendo la secuencia 
viral del plásmido y la traducción de los genes virales para producir la o las proteínas de la cubierta que encapsidará 10 
el ARN viral. 

Se describe un polinucleótido viral de plantas en el que la secuencia codificadora de la proteína de la cubierta nativa 
se ha delecionado de un polinucleótido viral, se ha insertado una secuencia codificadora de la proteína de la cubierta 
viral de la planta no nativa y un promotor no nativo, preferiblemente el promotor subgenómico de la secuencia 
codificadora de la proteína de la cubierta no nativa, capaz de la expresión en la planta huésped, empaquetamiento del 15 
polinucleótido viral de planta recombinante, y de asegurar una infección sistémica del huésped por el polinucleótido 
viral de la planta recombinante. Alternativamente, el gen de la proteína de la cubierta puede inactivarse por inserción 
de la secuencia de polinucleótido no nativa en el mismo, de manera que se produce una proteína. El polinucleótido 
viral de la planta recombinante puede contener uno o más promotores subgenómicos no nativos adicionales. Cada 
promotor subgenómico no nativo es capaz de transcribir o expresar genes o secuencias de polinucleótidos adyacentes 20 
en la planta huésped y es incapaz de recombinación entre sí y con promotores subgenómicos nativos. Las secuencias 
de polinucleótidos no nativas (extrañas) pueden insertarse adyacentes al promotor subgenómico viral de la planta 
nativo o los promotores subgenómicos virales de la planta no nativos si se incluye más de una secuencia de 
polinucleótido. Las secuencias de polinucleótidos no nativas se transcriben o expresan en la planta huésped bajo el 
control del promotor subgenómico para producir los productos deseados. 25 

Puede proporcionarse un polinucleótido viral de planta recombinante como anteriormente excepto porque la secuencia 
codificadora de la proteína de la cubierta nativa se pone adyacente a uno los promotores subgenómicos de la proteína 
de la cubierta no nativa en lugar de una secuencia codificadora de la proteína de la cubierta no nativa. 

Puede proporcionarse un polinucleótido viral de planta recombinante en el que el gen de la proteína de la cubierta 
nativo está adyacente a su promotor subgenómico y se han insertado uno o más promotores subgenómicos no nativos 30 
en el polinucleótido viral. Los promotores subgenómicos no nativos insertados son capaces de transcribir o expresar 
genes adyacentes en una planta huésped y son incapaces de recombinación entre sí y con promotores subgenómicos 
nativos. Las secuencias de polinucleótidos no nativas pueden insertarse adyacentes a los promotores virales de planta 
subgenómicos no nativos de manera que las secuencias se transcriben o expresan en la planta huésped bajo el control 
de los promotores subgenómicos para producir el producto deseado. 35 

Puede proporcionarse un polinucleótido viral de planta recombinante como en la tercera realización, excepto que la 
secuencia codificadora de la proteína de la cubierta nativa se reemplaza por una secuencia codificadora de la proteína 
de la cubierta no nativa. 

Los vectores virales se encapsidan por las proteínas de la cubierta codificadas por el polinucleótido viral de planta 
recombinante para producir un virus de planta recombinante. El polinucleótido viral de planta recombinante o el virus 40 
de planta recombinante se usa para infectar plantas huésped apropiadas. El polinucleótido viral de planta 
recombinante es capaz de replicarse en el huésped, diseminarse sistémicamente en el huésped, y de transcribir o 
expresar gen(es) extraño(s) (polinucleótido exógeno) en el huésped para producir la proteína deseada. 

Las técnicas para la inoculación de virus en plantas pueden encontrarse en Foster y Taylor, eds. "Plant Virology 
Protocols: From Virus Isolation to Transgenic Resistance (Methods in Molecular Biology (Humana Pr), Vol 81)", 45 
Humana Press, 1998; Maramorosh y Koprowski, eds. "Methods in Virology" 7 vols, Academic Press, Nueva York 1967-
1984; Hill, S.A. "Methods in Plant Virology", Blackwell, Oxford, 1984; Walkey, D.G.A. "Applied Plant Virology", Wiley, 
Nueva York, 1985; y Kado y Agrawa, eds. "Principles and Techniques in Plant Virology", Van Nostrand-Reinhold, 
Nueva York. 

Además de lo anterior, el polinucleótido también puede introducirse en el genoma de un cloroplasto permitiendo de 50 
esta manera la expresión en el cloroplasto. Se conoce una técnica para introducir secuencias de polinucleótidos 
exógenas en el genoma de los cloroplastos. Esta técnica implica los siguientes procedimientos. En primer lugar, las 
células de la planta se tratan químicamente para reducir el número de cloroplastos por célula hasta aproximadamente 
uno. Entonces, el polinucleótido exógeno se introduce mediante bombardeo de partículas en las células con el objetivo 
de introducir al menos una molécula de polinucleótido exógeno en los cloroplastos. Los polinucleótidos exógenos se 55 
seleccionan de manera que se puedan integrar en el genoma de los cloroplastos mediante recombinación homóloga 
que se efectúa fácilmente por enzimas inherentes al cloroplasto. Para este fin, el polinucleótido exógeno incluye, 
además de un gen de interés, al menos una cadena de polinucleótido que deriva del genoma del cloroplasto. Además, 
el polinucleótido exógeno incluye un marcador seleccionable, que sirve por procedimientos de selección secuencial, 
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para asegurar que todas o sustancialmente todas las copias de los genomas de los cloroplastos después de dicha 
selección incluirán el polinucleótido exógeno. Los detalles adicionales respecto a esta técnica se encuentran en las 
Pat. de EE. UU. Nos. 4.945.050; y 5.693.507. Puede producirse así un polipéptido por el sistema de expresión de 
proteínas del cloroplasto e integrarse en la membrana interna del cloroplasto. 

El polinucleótido aislado puede expresarse junto con un gen de interés adicional. La expresión de una pluralidad de 5 
polinucleótidos exógenos en una única planta huésped puede efectuarse mediante la cointroducción de múltiples 
construcciones de ácidos nucleicos, incluyendo cada una un polinucleótido exógeno diferente, en una única célula de 
la planta. La célula transformada puede regenerarse entonces en una planta madura usando los métodos descritos 
en la presente memoria anteriormente. 

Alternativamente, la expresión de una pluralidad de polinucleótidos exógenos en una única planta huésped puede 10 
efectuarse mediante la cointroducción en una única célula de la planta de una única construcción de ácido nucleico 
que incluye una pluralidad de diferentes polinucleótidos exógenos. Dicha construcción puede diseñarse con una única 
secuencia promotora que puede transcribir un ARN mensajero policistrónico incluyendo todas las secuencias de 
polinucleótidos exógenos diferentes. Para permitir la cotraducción de los diferentes polipéptidos codificados por el 
ARN mensajero policistrónico, las secuencias de polinucleótidos pueden estar interconectadas mediante una 15 
secuencia de sitio de entrada a ribosoma interno (IRES) que facilita la traducción de secuencias de polinucleótidos 
posicionadas en 3' de la secuencia IRES. En este caso, una molécula de ARN policistrónico transcrito que codifica los 
diferentes polipéptidos descritos anteriormente se traducirá desde tanto el extremo 5' protegido como las dos 
secuencias IRES internas de la molécula de ARN policistrónico para producir de esta manera en la célula todos los 
polipéptidos diferentes. Alternativamente, la construcción puede incluir varias secuencias promotoras unida cada una 20 
a una secuencia de polinucleótido exógeno diferente. 

La célula de la planta transformada con la construcción que incluye una pluralidad de diferentes polinucleótidos 
exógenos, puede regenerarse en una planta madura, usando los métodos descritos en la presente memoria 
anteriormente. 

Alternativamente, la expresión de una pluralidad de polinucleótidos exógenos en una única planta huésped puede 25 
efectuarse introduciendo diferentes construcciones de ácidos nucleicos, incluyendo diferentes polinucleótidos 
exógenos, en una pluralidad de plantas. Las plantas transformadas regeneradas pueden cruzarse entonces y la 
progenie resultante puede seleccionarse para rasgos de superior tolerancia al estrés abiótico, eficiencia en el uso del 
agua, eficiencia en el uso de fertilizantes, crecimiento, biomasa, rendimiento y/o vigor, usado técnicas convencionales 
de reproducción y cultivo de plantas. 30 

Según algunas realizaciones de la invención, la célula de la planta forma una parte de una planta. 

Así, la invención engloba plantas que expresan exógenamente el o los polinucleótidos, las construcciones de ácidos 
nucleicos y/o el o los polipéptidos de la invención. Una vez expresado en la célula de la planta o en la planta completa, 
puede determinarse el nivel del polipéptido codificado por el polinucleótido exógeno por métodos muy conocidos en la 
técnica, tales como, ensayos de actividad, transferencias Western usando anticuerpos capaces de unirse 35 
específicamente al polipéptido, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayos (RIA), 
inmunohistoquímica, inmunocitoquímica, inmunofluorescencia y similares. 

Los métodos para determinar el nivel en la planta del ARN transcrito a partir del polinucleótido exógeno son muy 
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, análisis por transferencia Northern, análisis por reacción en cadena 
de la polimerasa con transcripción inversa (RT-PCR) (incluyendo RT-PCR cuantitativa, semicuantitativa o en tiempo 40 
real) e hibridación de ARN in situ. 

La identificación del gen y la proteína pH descritos en la presente memoria, junto con el polimorfismo responsable de 
su ausencia de función y ausencia posterior de acumulación de ácido, puede usarse para la producción transgénica 
de melones u otros tipos de frutos con una acidez del fruto alterada, bien por la sobreexpresión o la expresión reducida 
por las tecnologías conocidas de biología molecular. 45 

Por ejemplo, como se muestra en la Tabla 8 (Ejemplo 7 de la sección de Ejemplos que sigue) y en la Tabla 9 (Ejemplo 
8 de la sección de Ejemplos que sigue) mediante la regulación a la baja o la regulación al alza del nivel de expresión 
del gen pH en la planta, la acidez del tejido de la planta (p. ej., fruto) puede disminuirse (es decir, valores mayores de 
pH) o incrementarse (es decir, valores menores de pH), respectivamente, en comparación con plantas nativas de la 
misma especie que se crecen en las mismas condiciones de crecimiento y que no están modificadas con las 50 
biomoléculas (polinucleótido o polipéptidos) de algunas realizaciones de la invención. 

Según la descripción, se proporciona un método para regular la acidez de una planta. El método se efectúa modulando 
un nivel de expresión de un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 60%, al menos aproximadamente un 
61%, al menos aproximadamente un 62%, al menos aproximadamente un 63%, al menos aproximadamente un 64%, 
al menos aproximadamente un 65%, al menos aproximadamente un 66%, al menos aproximadamente un 67%, al 55 
menos aproximadamente un 68%, al menos aproximadamente un 69%, al menos aproximadamente un 70%, al menos 
aproximadamente un 71%, al menos aproximadamente un 72%, al menos aproximadamente un 73%, al menos 
aproximadamente un 74%, al menos aproximadamente un 75%, al menos aproximadamente un 76%, al menos 
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aproximadamente un 77%, al menos aproximadamente un 78%, al menos aproximadamente un 79%, al menos 
aproximadamente un 80%, al menos aproximadamente un 81%, al menos aproximadamente un 82%, al menos 
aproximadamente un 83%, al menos aproximadamente un 84%, al menos aproximadamente un 85%, al menos 
aproximadamente un 86%, al menos aproximadamente un 87%, al menos aproximadamente un 88%, al menos 
aproximadamente un 89%, al menos aproximadamente un 90%, al menos aproximadamente un 91%, al menos 5 
aproximadamente un 92%, al menos aproximadamente un 93%, al menos aproximadamente un 94%, al menos 
aproximadamente un 95%, al menos aproximadamente un 96%, al menos aproximadamente un 97%, al menos 
aproximadamente un 98%, al menos aproximadamente un 99%, p. ej., un 100% de identidad u homología con un 
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO:2, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 28 y 29, modulando de esta 
manera la acidez de la planta. 10 

Tal y como se usa en la presente memoria, la expresión "acidez de una planta" se refiere a la acidez (valor de pH, 
concentración de protones) de al menos una porción de una planta. 

Según algunas realizaciones de la invención, la porción de la planta es una porción hidrática. 

Según algunas realizaciones de la invención, la porción de la planta puede ser, pero no está limitada a, fruto, raíz, 
hoja, tallo, flor y pétalo. 15 

La acidez de una planta puede determinarse en valores de pH detectados por un medidor de pH. La escala global de 
los valores de pH varía entre 0-14, en donde un valor menor de pH indica una mayor acidez; y en donde un valor 
mayor de pH indica una menor acidez [p. ej., más neutro (alrededor de pH 7) o básico]. 

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "regular" se refiere bien a "incrementar" o "disminuir" la acidez 
de la planta al menos aproximadamente 0,1 del valor del pH, p. ej., al menos aproximadamente 0,2, aproximadamente 20 
0,3, aproximadamente 0,4, aproximadamente 0,5, aproximadamente 0,6, aproximadamente 0,7, aproximadamente 
0,8, aproximadamente 0,9, aproximadamente 1,0, aproximadamente 1,1, aproximadamente 1,2, aproximadamente 
1,3, aproximadamente 1,4, aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,6, aproximadamente 1,7, aproximadamente 
1,8, aproximadamente 1,9, aproximadamente 2, aproximadamente 2,5, aproximadamente 3, aproximadamente 3,5, 
aproximadamente 4, aproximadamente 4,5, aproximadamente 5, aproximadamente 5,5, aproximadamente 6, 25 
aproximadamente 6,5, o aproximadamente 7 o más valores del pH en comparación con una planta nativa [es decir, 
una planta no modificada con las biomoléculas (polinucleótido o polipéptidos) de algunas realizaciones de la invención, 
p. ej., una planta no transformada de la misma especie que se crece en las mismas condiciones de crecimiento]. 

Según algunas realizaciones de la invención, regular comprende incrementar la acidez de la planta, y modular 
comprende regular al alza el nivel de expresión del polipéptido. 30 

Según algunas realizaciones de la invención, la regulación al alza del nivel de expresión del polipéptido se realiza 
expresando en la planta un polinucleótido exógeno que codifica el polipéptido de algunas realizaciones de la invención 
como se describe en la presente memoria anteriormente. 

Según algunas realizaciones de la invención, regular comprende disminuir la acidez de la planta, y modular comprende 
regular a la baja el nivel de expresión del polipéptido que se realiza transformando una célula de planta de la planta 35 
con un polinucleótido capaz de regular a la baja el nivel de expresión del polipéptido. 

La regulación a la baja (silenciamiento génico) del producto de la transcripción o de la traducción de un gen endógeno 
(p. ej., el gen pH) puede conseguirse por cosupresión, supresión antisentido, interferencia de ARN y moléculas de 
ribozima. 

Cosupresión (supresión con sentido) - La inhibición del gen endógeno puede conseguirse por cosupresión, usando 40 
una molécula de ARN (o un vector de expresión que codifica la misma) que está en la orientación con sentido con 
respecto a la dirección de la transcripción del gen endógeno. El polinucleótido usado para la cosupresión puede 
corresponder a toda o parte de la secuencia que codifica el polipéptido endógeno y/o a toda o parte de la región no 
traducida en 5' y/o 3' del transcrito endógeno; también puede ser un ARN no poliadenilado; un ARN que carece de 
una estructura de cubierta en 5'; o un ARN que contiene un intrón no sometido a corte y empalme. En algunas 45 
realizaciones, el polinucleótido usado para la cosupresión se diseña para eliminar el codón de inicio del polinucleótido 
endógeno, de manera que no se traducirá el producto proteico. Los métodos de cosupresión usando una secuencia 
de ADNc de longitud completa, así como una secuencia de ADNc parcial son conocidos en la técnica (véase, por 
ejemplo, la Pat. de EE. UU. No. 5.231.020). 

Según algunas realizaciones de la invención, la regulación a la baja del gen endógeno se realiza usando un vector de 50 
expresión amplicón que comprende una secuencia derivada de un virus de planta que contiene todo o parte del gen 
diana, pero generalmente no todos los genes del virus nativo. Las secuencias virales presentes en el producto de 
transcripción del vector de expresión permiten que el producto de la transcripción dirija su propia replicación. Los 
transcritos producidos por el amplicón pueden ser bien con sentido o antisentido respecto a la secuencia diana [véase, 
por ejemplo, Angell y Baulcombe, (1997) EMBO J. 16:3675-3684; Angell y Baulcombe, (1999) Plant J. 20:357-362, y 55 
la Pat. de EE. UU. No. 6.646.805]. 
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Supresión antisentido - La supresión antisentido puede realizarse usando un polinucleótido antisentido o un vector de 
expresión que se diseña para expresar una molécula de ARN complementaria a todo o parte del ARN mensajero 
(ARNm) que codifica el polipéptido endógeno y/o a toda o una parte de la región no traducida en 5' y/o 3' del gen 
endógeno. La sobreexpresión de la molécula de ARN antisentido puede dar lugar a la expresión reducida del gen 
nativo (endógeno). El polinucleótido antisentido puede ser completamente complementario a la secuencia diana {es 5 
decir, 100% idéntico al complemento de la secuencia diana) o parcialmente complementario a la secuencia diana (es 
decir, menos del 100% idéntico, p. ej., menos del 90%, menos del 80% idéntico al complemento de la secuencia 
diana). La supresión antisentido puede usarse para inhibir la expresión de múltiples proteínas en la misma planta 
(véase. ej., la Pat. de EE. UU. No. 5.942.657). Además, pueden usarse porciones de los nucleótidos antisentido para 
disrumpir la expresión del gen diana. Generalmente, pueden usarse las secuencias de al menos aproximadamente 50 10 
nucleótidos, al menos aproximadamente 100 nucleótidos, al menos aproximadamente 200 nucleótidos, al menos 
aproximadamente 300, al menos aproximadamente 400, al menos aproximadamente 450, al menos aproximadamente 
500, al menos aproximadamente 550, o más. Los métodos para usar la supresión antisentido para inhibir la expresión 
de genes endógenos en plantas se describen, por ejemplo, en Liu, et al., (2002) Plant Physiol. 129:1732-1743 y en las 
Pat. de EE. UU. Nos. 5.759.829 y 5.942.657. La eficiencia de la supresión antisentido puede incrementarse incluyendo 15 
una región poli-dT en el casete de expresión en una posición 3' respecto a la secuencia antisentido y 5' respecto a la 
señal de poliadenilación [Véase la Publicación de Patente de EE. UU. No. 20020048814]. 

Interferencia de ARN - La interferencia de ARN puede conseguirse usando un polinucleótido, que pueda hibridar 
consigo mismo y formar un ARN bicatenario que tiene una estructura de tallo-bucle (también denominada estructura 
en horquilla), o usando dos polinucleótidos, que forman un ARN bicatenario. 20 

Para la interferencia de ARN en horquilla (ARNhp), el vector de expresión se diseña para expresar una molécula de 
ARN que hibrida consigo misma para formar una estructura en horquilla que comprende una región de bucle 
monocatenaria y un tallo con emparejamiento de bases. 

En algunas realizaciones de la invención, la región del tallo con emparejamiento de bases de la molécula de ARNhp 
determina la especificidad de la interferencia de ARN. En esta configuración, la secuencia con sentido de la región del 25 
tallo con emparejamiento de bases puede corresponder a todo o parte del ARNm endógeno que se quiere regular a 
la baja o a una porción de una secuencia promotora que controla la expresión del gen endógeno que se quiere inhibir; 
y la secuencia antisentido de la región del tallo con emparejamiento de bases es completamente o parcialmente 
complementaria a la secuencia con sentido. Dichas moléculas de ARNhp son altamente eficientes para inhibir la 
expresión de genes endógenos, de una manera que se hereda por las generaciones posteriores de plantas [Véase, 30 
p. ej., Chuang y Meyerowitz, (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:4985-4990; Stoutjesdijk, et al., (2002) Plant Physiol. 
129:1723-1731; y Waterhouse y Helliwell, (2003) Nat. Rev. Genet. 4:29-38; Chuang y Meyerowitz, (2000) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 97:4985-4990; Pandolfini et al., BMC Biotechnology 3:7; Panstruga, et al., (2003) Mol. Biol. Rep. 
30:135-140; y la Publicación de Patente de EE. UU. No. 2003/0175965]. 

Según algunas realizaciones de la invención, la secuencia con sentido del tallo con emparejamiento de bases tiene 35 
una longitud de aproximadamente 10 nucleótidos a aproximadamente 2.500 nucleótidos, p. ej., de aproximadamente 
10 nucleótidos a aproximadamente 500 nucleótidos, p. ej., de aproximadamente 15 nucleótidos a aproximadamente 
300 nucleótidos, p. ej., de aproximadamente 20 nucleótidos a aproximadamente 100 nucleótidos, p. ej., o de 
aproximadamente 25 nucleótidos a aproximadamente 100 nucleótidos. 

Según algunas realizaciones de la invención, la secuencia antisentido del tallo con emparejamiento de bases puede 40 
tener una longitud que es menor, igual que, o mayor que la longitud de la secuencia con sentido correspondiente. 

Según algunas realizaciones de la invención, la porción de bucle del ARNhp puede tener una longitud de 
aproximadamente 10 nucleótidos a aproximadamente 500 nucleótidos, por ejemplo, una longitud de aproximadamente 
15 nucleótidos a aproximadamente 100 nucleótidos, de aproximadamente 20 nucleótidos a aproximadamente 300 
nucleótidos o de aproximadamente 25 nucleótidos a aproximadamente 400 nucleótidos. 45 

Según algunas realizaciones de la invención, la porción de bucle del ARNhp puede incluir un intrón (ARNihp), que es 
capaz de ser cortado y empalmado en la célula huésped. El uso de un intrón minimiza el tamaño del bucle en la 
molécula de ARN en horquilla después del corte y empalme e incrementa así la eficiencia de la interferencia [Véase, 
por ejemplo, Smith, et al., (2000) Nature 407:319-320; Wesley, et al., (2001) Plant J. 27:581-590; Wang y Waterhouse, 
(2001) Curr. Opin. Plant Biol. 5:146-150; Helliwell y Waterhouse, (2003) Methods 30:289-295; Brummell, et al. (2003) 50 
Plant J. 33:793-800; y la Publicación de Patente de EE. UU. No. 2003/0180945; WO 98/53083; WO 99/32619; WO 
98/36083; WO 99/53050; US 20040214330; US 20030180945; Pat. de EE. UU. No. 5.034.323; Pat. de EE. UU. No. 
6.452.067; Pat. de EE. UU. No. 6.777.588; Pat. de EE. UU. No. 6.573.099 y Pat. de EE. UU. No. 6,326,527]. 

En algunas realizaciones de la invención, la región de bucle del ARN en horquilla determina la especificidad de la 
interferencia de ARN frente a su ARN endógeno diana. En esta configuración, la secuencia del bucle corresponde a 55 
todo o parte del ARN mensajero endógeno del gen diana. Véase, por ejemplo, WO 02/00904; Mette, et al., (2000) 
EMBO J 19:5194-5201; Matzke, et al., (2001) Curr. Opin. Genet. Devel. 11:221-227; Scheid, et al., (2002) Proc. Natl. 
Acad. Sci., USA 99:13659-13662; Aufsaftz, et al., (2002) Proc. Nat'l. Acad. Sci. 99(4): 16499-16506; Sijen, et al., Curr. 
Biol. (2001) 11:436-440). 

E11806392
08-09-2020ES 2 817 780 T3

 



18 

Para la interferencia de ARN bicatenario (ARNds), las moléculas de ARN con sentido y antisentido pueden expresarse 
en la misma célula a partir de un único vector de expresión (que comprende secuencias de ambas cadenas) o a partir 
de dos vectores de expresión (que comprende cada uno la secuencia de una de las cadenas). Los métodos para usar 
interferencia de ARNds para inhibir la expresión de genes de plantas endógenos se describen en Waterhouse, et al., 
(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:13959-13964; y WO 99/49029, WO 99/53050, WO 99/61631, y WO 00/49035. 5 

Según algunas realizaciones de la invención, la interferencia de ARN se efectúa usando un vector de expresión 
diseñado para expresar una molécula de ARN que está modelada sobre un gen de microARN endógeno (miARN). 
Los micro ARN (miARN) son agentes reguladores que consisten en aproximadamente 22 ribonucleótidos y son 
altamente eficientes para inhibir la expresión de genes endógenos [Javier, et al., (2003) Nature 425:257-263]. El gen 
de miARN codifica un ARN que forma una estructura de horquilla que contiene una secuencia de 22 nucleótidos que 10 
es complementaria al gen endógeno diana. 

Ribozima - Las moléculas de ARN catalíticas, ribozimas, se diseñan para escindir trascritos de ARNm particulares, 
previniendo así la expresión de sus polipéptidos codificados. Las ribozimas escinden el ARNm en secuencias de 
reconocimiento específicas de sitio. Por ejemplo, las "ribozimas de cabeza de martillo" (véase, por ejemplo, la Pat. de 
EE. UU. No. 5.254.678) escinden los ARNm en localizaciones dictadas por regiones flanqueantes que forman pares 15 
de bases complementarias con el ARNm diana. El único requerimiento es que el ARN diana contenga una secuencia 
de nucleótidos 5'-UG-3'. Las secuencias de las ribozimas de cabeza de martillo pueden incluirse en un ARN estable 
tal como ARN de transferencia (ARNt) para incrementar la eficiencia de la escisión in vivo [Perriman et al. (1995) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 92(13):6175-6179; de Feyter y Gaudron Methods in Molecular Biology, Vol. 74, Capítulo 43, 
"Expressing Ribozymes in Plants", Editado por Turner, P. C, Humana Press Inc., Totowa, N.J.; Pat. de EE. UU. No. 20 
6.423.885]. Las ARN endorribonucleasas tales como las encontradas en Tetrahymena thermophila también son 
ribozimas útiles (Pat. de EE. UU. No. 4.987.071). 

Las líneas de plantas transformadas con cualquiera de las moléculas de regulación a la baja descritas en la presente 
memoria anteriormente se criban para identificar aquellas que muestran la mayor inhibición del polipéptido endógeno 
de interés, y de esta manera el incremento del rasgo deseado de la planta (p. ej., cambio en la acidez de la planta). 25 

Según algunas realizaciones de la invención, la planta comprende un fruto. 

Según algunas realizaciones de la invención, el fruto es un fruto maduro. 

Según algunas realizaciones de la invención, la regulación del nivel de expresión del polinucleótido o del polipéptido 
codificado de esta manera se efectúa usando un promotor específico de fruto. 

Según algunas realizaciones de la invención, la regulación se efectúa usando un promotor específico del desarrollo 30 
para modular la expresión del polipéptido antes de la maduración del fruto. 

Por ejemplo, la modificación de la acidez de un fruto de pepino puede realizarse antes de la maduración del fruto. 

Como se describe en la sección de Antecedentes, el pH del fruto afecta la calidad del fruto después de la recolección. 
Así, la reducción del pH (acidez incrementada) ejerce probablemente un efecto positivo en el almacenamiento del fruto 
y en la inhibición de los ataques de patógenos. 35 

Según un aspecto de algunas realizaciones de la invención, se proporciona un método para afectar el almacenamiento 
del fruto después de la recolección. El método se efectúa regulando la acidez del fruto según el método de algunas 
realizaciones de la invención, en donde cuando la regulación comprende incrementar la acidez del fruto entonces se 
incrementa el almacenamiento del fruto después de la recolección, y en donde cuando la regulación comprende 
disminuir la acidez del fruto entonces se disminuye el almacenamiento del fruto después de la recolección. 40 

Según algunas realizaciones de la invención, la planta comprende una porción distinta de fruto. 

Según algunas realizaciones de la invención, la parte distinta de fruto comprende raíces. 

Debe indicarse que el pH de las raíces de la planta afecta el pH de la rizosfera, y de esta manera puede incrementar 
o disminuir la captación de nutrientes. Así, una acidez incrementada de las raíces de la planta puede incrementar la 
captación de nutrientes a través de las raíces ya que la acidez incrementa la solubilidad de los nutrientes tales como 45 
hierro (Fe), manganeso (Mn), y cobre (Cu), metales tóxicos tales como aluminio, o metales pesados tales como 
Cadmio (Cd), Plomo (Pb) y cinc (Zn) en el suelo. Así, la reducción de la acidez de las raíces puede aliviar la toxicidad 
del aluminio o de los metales pesados. 

Según la descripción, se proporciona un método para afectar la captación de nutrientes, químicos tóxicos o metales 
pesados de una planta, que comprende regular la acidez de las raíces según el método de algunas realizaciones de 50 
la invención, en donde cuando la regulación comprende incrementar la acidez de las raíces entonces se incrementa 
la captación de nutrientes, químicos tóxicos o metales pesados, y en donde cuando la regulación comprende disminuir 
la acidez de las raíces entonces se disminuye o permanece inalterada la captación de nutrientes, químicos tóxicos o 
metales pesados. 
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Debe indicarse que el incremento de la acidez de las raíces de la planta es deseable cuando existe una necesidad de 
incrementar la captación de nutrientes tales como hierro, magnesio y cobre. Además, la captación incrementada de 
nutrientes también puede incrementar la eficiencia en el uso de fertilizantes (p. ej., nitrógeno, micronutrientes) de una 
planta, especialmente cuando se crece en concentraciones limitantes de fertilizante (p. ej., nitrógeno). 
Alternativamente, en suelos con metales pesados, el incremento del pH de las raíces (es decir, disminución de la 5 
acidez de las raíces) puede reducir la captación de los metales pesados, que son tóxicos para la planta. 

Según algunas realizaciones de la invención, la planta con una acidez incrementada de las raíces no es un árbol de 
pino. 

El efecto del transgén (el polinucleótido exógeno que codifica el polipéptido) en la eficiencia en el uso de fertilizantes 
(p. ej., eficiencia en el uso de nitrógeno) puede determinarse usando métodos conocidos tal como se detalla más 10 
adelante y en la sección de Ejemplos que sigue. 

Eficiencia en el uso de fertilizantes - Para analizar si las plantas transgénicas responden mejor a los fertilizantes, las 
plantas se crecen en placas de agar o macetas con una cantidad limitada de fertilizante, como se describe, por ejemplo, 
en Yanagisawa et al (Proc Natl Acad Sci U S A. 2004; 101:7833-8). Las plantas se analizan para determinar su tamaño 
global, tiempo hasta la floración, rendimiento, contenido de proteínas del brote y/o grano. Los parámetros evaluados 15 
son el tamaño global de la planta madura, su peso húmedo y seco, el peso de las semillas producidas, el tamaño 
promedio de las semillas y el número de semillas producidas por planta. Otros parámetros que pueden ensayarse son: 
el contenido de clorofila de las hojas (ya que el estado de nitrógeno de la planta y el grado de verdor de las hojas están 
altamente correlacionados), contenido de aminoácidos y de proteína total de las semillas u otras partes de la planta 
tales como hojas o brotes, contenido de aceite, etc. De forma similar, en lugar de proporcionar nitrógeno en cantidades 20 
limitantes, pueden añadirse fosfato o potasio a concentraciones crecientes. De nuevo, los mismos parámetros medidos 
son los mismos que los listados anteriormente. De esta manera, se evalúan la eficiencia en el uso de nitrógeno (NUE), 
la eficiencia en el uso de fosfato (PUE) y la eficiencia en el uso de potasio (KUE), evaluando la capacidad de las 
plantas transgénicas para prosperar en condiciones de restricción de nutrientes. 

Eficiencia en el uso de nitrógeno - Para analizar si las plantas transgénicas (p. ej., plantas de Arabidopsis) responden 25 
mejor al nitrógeno, las plantas se crecen en 0,75-3 milimolar (mM, condiciones deficientes de nitrógeno) o 6-10 mM 
(concentración óptima de nitrógeno). Se deja que las plantas crezcan durante 25 días adicionales o hasta la producción 
de semillas. Las plantas se analizan entonces para determinar su tamaño global, tiempo hasta la floración, rendimiento, 
contenido de proteínas del brote y/o grano/producción de semillas. Los parámetros evaluados pueden ser el tamaño 
global de la planta, peso húmedo y seco, el peso de las semillas producidas, el tamaño promedio de las semillas y el 30 
número de semillas producidas por planta. Otros parámetros que pueden ensayarse son: el contenido de clorofila de 
las hojas (ya que el estado de nitrógeno de la planta y el grado de verdor de las hojas están altamente correlacionados), 
contenido de aminoácidos y de proteína total de las semillas u otras partes de la planta tales como hojas o brotes, y 
el contenido de aceite. Las plantas transformadas que no presentan efectos fisiológicos y/o morfológicos sustanciales 
o que presentan parámetros medidos más altos que las plantas de tipo salvaje, se identifican como plantas eficientes 35 
en el uso de nitrógeno. 

Ensayo de eficiencia en el uso de nitrógeno usando plántulas - El ensayo se hace según Yanagisawa-S. et al. con 
modificaciones menores ("Metabolic engineering with Dof1 transcription factor in plants: Improved nitrogen assimilation 
and growth under low-nitrogen conditions" Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101, 7833-7838). Brevemente, las plantas 
transgénicas que se crecen durante 7-10 días en 0,5 x MS [Murashige-Skoog] suplementado con un agente de 40 
selección se transfieren a dos condiciones limitantes de nitrógeno: el medio MS en el que la concentración de nitrógeno 
combinada (NH4NO3 y KNO3) era 0,75 mM (condiciones deficientes de nitrógeno) o 6-15 mM (concentración óptima 
de nitrógeno). Se deja que las plantas crezcan durante 30-40 días adicionales y se fotografían entonces, se retiran 
individualmente del Agar (el brote sin las raíces) y se pesan inmediatamente (peso fresco) para análisis estadísticos 
posteriores. Las construcciones para las que solo están disponibles las semillas T1 se siembran en medio selectivo y 45 
se transfieren cuidadosamente al menos 20 plantones (representando cada una un evento de transformación 
independiente) al medio con nitrógeno limitante. Para las construcciones para las que están disponibles las semillas 
T2, se analizan diferentes eventos de transformación. Habitualmente, se transfieren 20 plantas seleccionadas 
aleatoriamente de cada evento al medio con nitrógeno limitante y se dejan crecer durante 3-4 semanas adicionales y 
se pesan individualmente al final de ese periodo. Las plantas transgénicas se comparan con las plantas control 50 
crecidas en paralelo en las mismas condiciones. Las plantas transgénicas simuladas que expresan el gen informador 
uidA (GUS) bajo el mismo promotor o las plantas transgénicas que portan el mismo promotor pero que carecen de un 
gen informador se usan como control. 

Determinación del nitrógeno - El procedimiento para la determinación de la concentración de N (nitrógeno) en las 
partes estructurales de las plantas implica el método de digestión con persulfato de potasio para convertir el N orgánico 55 
en NO3

-(Purcell y King 1996 Argon. J. 88:111-113, la reducción de NO3
- a NO2

- mediada por Cd- modificada (Vodovotz 
1996 Biotechniques 20:390-394) y la medición de nitrito por el ensayo de Griess (Vodovotz 1996, supra). Los valores 
de absorbancia se miden a 550 nm frente a una curva estándar de NaNO2. El procedimiento se describe con detalle 
en Samonte et al. 2006 Agron. J. 98:168-176. 

Según algunas realizaciones de la invención, la parte distinta de fruto comprende pétalo de flor. 60 
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Como se describe en el Ejemplo 9 de la sección de Ejemplos que sigue, se espera que el color de los pétalos de las 
flores de petunia con una expresión silenciada del gen pH endógeno (es decir, regulación a la baja del gen pH) de 
como resultado una tonalidad más azul en comparación con las plantas no infectadas control. 

Según la descripción, se proporciona un método para afectar el color de los pétalos de las flores, que comprende 
regular la acidez de los pétalos de las flores según el método de algunas realizaciones de la invención, para cambiar 5 
de esta manera el color de los pétalos de las flores. 

Según la descripción, en donde cuando la regulación comprende incrementar la acidez de los pétalos de las flores 
entonces el color de los pétalos de las flores es más rojo que en una planta no transgénica o en una no transformada 
de la misma especie en condiciones de crecimiento idénticas, y en donde cuando la regulación comprende disminuir 
la acidez de los pétalos de las flores entonces el color de los pétalos de las flores es más azul que n una planta no 10 
transgénica o en una no transformada de la misma especie en condiciones de crecimiento idénticas. 

Como se muestra adicionalmente en las Figuras 1E y 4A-D y en las Tablas 5-6 y se describe en los Ejemplos 2 y 4 de 
la sección de Ejemplos que sigue, la presencia o ausencia de la mutación de duplicación LIVA en el genoma de una 
variedad de melón indica si la variedad de melón presenta menos o más acidez en el fruto, respectivamente. Estos 
resultados sugieren el uso de la mutación de duplicación LIVA para seleccionar una variedad de melón para 15 
reproducción y cultivo. 

La identificación del gen y proteína pH descrita en la presente memoria, junto con el polimorfismo responsable de su 
ausencia de función y la ausencia posterior de acumulación de ácido, pueden usarse en la reproducción y cultivo para 
el fruto de melón bien con un contenido de ácido bajo o alto. Como el polimorfismo está en el gen en sí mismo, el 
marcador basado en el polimorfismo es más fiable que los marcadores ligados usados previamente, que tienen como 20 
desventaja la probabilidad de recombinaciones y genotipado incorrecto. 

Según la descripción, se proporciona un método para seleccionar una planta de melón para reproducción y cultivo, 
que comprende determinar en un tejido de la planta una presencia o una ausencia de una duplicación LIVA (SEQ ID 
NO:27) en los aminoácidos 107-110 de la SEQ ID NO:4, en donde la presencia de la duplicación LIVA indica que se 
espera que un fruto de la planta de melón no sea agrio, y en donde la ausencia de la duplicación LIVA indica que se 25 
espera que un fruto de la planta de melón sea agrio, seleccionando de esta manera la planta de melón para 
reproducción y cultivo. 

La información de secuencia y las anotaciones descubiertas por las presentes enseñanzas pueden aprovecharse a 
favor de la reproducción y cultivo clásicos. Así, los datos de subsecuencias de los polinucleótidos descritos 
anteriormente, pueden usarse como marcadores para la selección asistida por marcador (MAS), en la que se usa un 30 
marcador para la selección indirecta de un determinante o determinantes genéticos de un rasgo de interés [p. ej., 
acidez incrementada o disminuida de la planta; cambio (incremento o disminución) de la captación de nutrientes; o 
cambio en el color de los pétalos]. Los datos de ácidos nucleicos de las presentes enseñanzas (secuencia de ADN o 
ARN) pueden contener o estar ligados a sitios polimórficos o marcadores genéticos en el genoma tal como un 
polimorfismo de longitud del fragmento de restricción (RFLP), microsatélites y polimorfismo de nucleótido único (SNP), 35 
huella de ADN (DFP), polimorfismo de longitud del fragmento amplificado (AFLP), polimorfismo del nivel de expresión, 
polimorfismo del polipéptido codificado y cualquier otro polimorfismo en la secuencia de ADN o ARN. 

Debe indicarse que una vez que se ha identificado el gen que controla la acidez en el melón (el gen pH), y se ha 
caracterizado la mutación de pérdida de función responsable de cambiar un melón agrio (SEQ ID NO:2) a un melón 
no agrio (SEQ ID NO:4), dicha información de secuencia puede usarse para seleccionar las variaciones de ácido 40 
nucleico en genes homólogos de otras plantas y para identificar mutaciones de pérdida de función que controlan la 
acidez en plantas adicionales. 

Según un aspecto de algunas realizaciones de la invención, se proporciona un método para identificar una variación 
de ácido nucleico asociada con la acidez disminuida de una planta, que comprende identificar en al menos una planta 
de una pluralidad de plantas una mutación de pérdida de función en un polipéptido que tiene al menos 45 
aproximadamente un  
80%, al menos aproximadamente un 81%, al menos aproximadamente un 82%, al menos aproximadamente un 83%, 
al menos aproximadamente un 84%, al menos aproximadamente un 85%, al menos aproximadamente un 86%, al 
menos aproximadamente un 87%, al menos aproximadamente un 88%, al menos aproximadamente un 89%, al menos 
aproximadamente un 90%, al menos aproximadamente un 91%, al menos aproximadamente un 92%, al menos 50 
aproximadamente un 93%, al menos aproximadamente un 94%, al menos aproximadamente un 95%, al menos 
aproximadamente un 96%, al menos aproximadamente un 97%, al menos aproximadamente un 98%, al menos 
aproximadamente un 99%, p. ej., un 100% de identidad u homología con un polipéptido como se muestra en la SEQ 
ID NO:2, en donde el polipéptido modula la acidez de una planta, identificando de esta manera la variación de ácido 
nucleico asociada con una acidez disminuida de la planta. 55 

Según algunas realizaciones de la invención, el método comprende además someter a una pluralidad de plantas a 
mutagénesis antes de identificar la mutación de pérdida de función en el polipéptido, para inducir de esta manera una 
variación de ácido nucleico que da lugar a una mutación de pérdida de función en el polipéptido que tiene al menos 
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aproximadamente un 60%, al menos aproximadamente un 61%, al menos aproximadamente un 62%, al menos 
aproximadamente un 63%, al menos aproximadamente un 64%, al menos aproximadamente un 65%, al menos 
aproximadamente un 66%, al menos aproximadamente un 67%, al menos aproximadamente un 68%, al menos 
aproximadamente un 69%, al menos aproximadamente un 70%, al menos aproximadamente un 71%, al menos 
aproximadamente un 72%, al menos aproximadamente un 73%, al menos aproximadamente un 74%-, al menos 5 
aproximadamente un 75%, al menos aproximadamente un 76%, al menos aproximadamente un 77%, al menos 
aproximadamente un 78%, al menos aproximadamente un 79%, al menos aproximadamente un 80%, al menos 
aproximadamente un 81%, al menos aproximadamente un 82%, al menos aproximadamente un 83%, al menos 
aproximadamente un 84%, al menos aproximadamente un 85%, al menos aproximadamente un 86%, al menos 
aproximadamente un 87%, al menos aproximadamente un 88%, al menos aproximadamente un 89%, al menos 10 
aproximadamente un 90%, al menos aproximadamente un 91%, al menos aproximadamente un 92%, al menos 
aproximadamente un 93%, al menos aproximadamente un 94%, al menos aproximadamente un 95%, al menos 
aproximadamente un 96%, al menos aproximadamente un 97%, al menos aproximadamente un 98%, al menos 
aproximadamente un 99%, p. ej., un 100% de identidad u homología con un polipéptido seleccionado del grupo que 
consiste en las SEQ ID NO:2, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 28 y 29. 15 

Tal y como se usa en la presente memoria, la expresión "variación de ácido nucleico" se refiere a cualquier mutación 
en la secuencia de ADN de una planta (p. ej., de la célula de una planta) que puede dar lugar a la regulación a la baja 
del nivel de expresión y/o actividad del polipéptido aislado de algunas realizaciones de la invención (p. ej., el polipéptido 
codificado por el polinucleótido aislado de la invención). Los ejemplos no limitativos de dichas variaciones de ácido 
nucleico incluyen mutación con cambio de sentido, es decir, una mutación que cambia un residuo de aminoácido en 20 
la proteína por otro residuo de aminoácido y de esta manera suprime la actividad enzimática de la proteína; una 
mutación sin sentido, es decir, una mutación que introduce un codón de parada en una proteína, p. ej., un codón de 
parada temprano que da lugar a una proteína más corta que carece de la actividad enzimática; una mutación de 
desplazamiento de marco, es decir, una mutación, habitualmente, deleción o inserción de ácido o ácidos nucleicos 
que cambia el marco de lectura de la proteína, y puede dar lugar a una terminación temprana mediante la introducción 25 
de un codón de parada en un marco de lectura (p. ej., una proteína truncada, que carece de la actividad enzimática), 
o en una secuencia de aminoácidos más larga (p. ej., una proteína con translectura) que afecta la estructura secundaria 
o terciaria de la proteína y da lugar a una proteína no funcional, que carece de la actividad enzimática del polipéptido 
"de tipo salvaje " o no mutado; una mutación de translectura debida a una mutación de desplazamiento de marco o 
una mutación de codón de parada modificado (es decir, cuando el codón de parada se muta en un codón de 30 
aminoácido), con una actividad enzimática suprimida; una mutación de promotor, es decir, una mutación en una 
secuencia promotora, habitualmente en 5' del sitio de inicio de la transcripción de un gen, que da lugar a la regulación 
a la baja de un producto génico específico; una mutación reguladora, es decir, una mutación en una región en 5' o 3', 
o en un gen, que afecta la expresión del producto génico; una mutación de deleción, es decir, una mutación que 
deleciona ácidos nucleicos codificadores en una secuencia génica y que puede dar lugar a una mutación de 35 
desplazamiento de marco o a una mutación en marco (en la secuencia codificadora, deleción de uno o más codones 
de aminoácidos); una mutación de inserción, es decir, una mutación que inserta ácidos nucleicos codificadores o no 
codificadores en una secuencia génica, y que puede dar lugar a una mutación de desplazamiento de marco o a una 
inserción en marco de uno o más codones de aminoácidos; una inversión, es decir, una mutación que da lugar a una 
secuencia codificadora o no codificadora invertida; una mutación de corte y empalme, es decir, una mutación que da 40 
lugar a un corte y empalme anormal o a un corte y empalme pobrepoor y una mutación de duplicación, es decir, una 
mutación que da lugar a una secuencia codificadora o no codificadora duplicada, que puede estar en marco o puede 
causar un desplazamiento de marco. 

Tal y como se usa en la presente memoria la expresión "mutación de pérdida de función" se refiere a una mutación 
que suprime al menos una actividad de un polipéptido. Debe indicarse que la mutación puede detectarse a nivel de 45 
ADN y/o a nivel de proteína. Los expertos en la técnica pueden traducir el efecto de una variación de ácido nucleico 
en un polinucleótido de interés en el polipéptido codificado usando la Tabla del Código Genético. 

Están disponibles diversos programas informáticos para predecir el efecto de una variación en la secuencia de 
aminoácidos en la estructura-función predicha del polipéptido. Estos incluyen, por ejemplo, software de modelado de 
proteínas tal como TMhMM [Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) cbs (punto) dtu 50 
(punto) dk/services/TMHMM-2.0/] (véanse, por ejemplo, las Figuras 4A-D, Ejemplo 4 de la sección de Ejemplos que 
sigue), y PDBeXplore, PDBePISA y PDBeMotif, que pueden encontrarse en el Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://World Wide Web (punto) ebi (punto) ac (punto) uk/Tools/structural (punto) html. También pueden usarse 
alineamientos por pares o de secuencias múltiples para identificar mutaciones en aminoácidos conservados y pueden 
encontrarse en el Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) ebi (punto) ac (punto) uk/Tools/. 55 

Como se describe en el Ejemplo 4 de la sección de Ejemplos que sigue, los presentes inventores han descubierto que 
el polipéptido codificado por el gen pH es una proteína transmembrana que probablemente transporta protones a las 
vacuolas de la planta e incrementa de esta manera la acidez de la planta. 

Según algunas realizaciones, la mutación de "pérdida de función" suprime al menos aproximadamente un 10%, al 
menos aproximadamente un 20%, al menos aproximadamente un 30%, al menos aproximadamente un 40%, un 50%, 60 
al menos aproximadamente un 60%, al menos aproximadamente un 70%, al menos aproximadamente un 80%, al 
menos aproximadamente un 90%, al menos aproximadamente un 95%, p. ej., al menos aproximadamente un 96%, 
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97%, 98%, 99% o 100% de la actividad enzimática del polipéptido según se mide usando un ensayo adecuado tal 
como un ensayo de actividad enzimática, o un ensayo de expresión de proteínas (que refleja indirectamente la 
actividad). 

Los métodos para calificar el grado de la actividad de transporte del polipéptido de algunas realizaciones de la 
invención son conocidos en la técnica e incluyen clonar la secuencia codificadora mutada en un vector de expresión 5 
(p. ej., pYES) y transfectar células de levadura. Las células pueden someterse además a diversos ensayos que 
determinan la actividad de transferencia dependiente de protones de la proteína mutada en comparación con el 
polipéptido no mutado (p. ej., de tipo salvaje), como se describe, por ejemplo, para el transportador de nucleótidos 
dependiente de pH de Arabidopsis en Wormit et al., 2004 [Characterization of three novel members of the Arabidopsis 
thaliana equilibrative nucleoside transporter family. Biochem. J. 383:19-26]. 10 

Según algunas realizaciones de la invención, la mutación de pérdida de función ocurre en el tercer dominio 
transmembrana del polipéptido aislado de algunas realizaciones de la invención. 

Según algunas realizaciones de la invención, la mutación de pérdida de función está en un dominio transmembrana y 
puede afectar la localización de la proteína, la interacción proteína-proteína, la transducción de señales y similares. 

Según algunas realizaciones de la invención, la mutación de pérdida de función ocurre en una secuencia de 15 
aminoácidos del polipéptido aislado de la invención que es homóloga a los aminoácidos 107-110 de la SEQ ID NO:4. 

Según algunas realizaciones de la invención, la mutación de pérdida de función se identifica en el ADN de la pluralidad 
de plantas. 

Según algunas realizaciones de la invención, la mutación de pérdida de función se selecciona del grupo que consiste 
en una mutación sin sentido, una mutación de desplazamiento de marco, una inserción, una mutación de duplicación 20 
o una mutación de deleción. 

Para determinar las alteraciones en la secuencia de ácido nucleico o aminoácidos [p. ej., un polimorfismo de nucleótido 
único (SNP)] en el gen pH, se obtiene en primer lugar el ADN de un tejido de la planta. Los ejemplos no limitativos de 
tejidos de la planta adecuados incluyen hojas, raíces, pétalo, flor, fruto, semilla, y raíces. 

Una vez se ha obtenido la muestra de la planta, el ADN se extrae usando métodos que son muy conocidos en la 25 
técnica, tales como por picado de los tejidos, lisis celular, extracción de proteínas y precipitación del ADN usando 2 a 
3 volúmenes de etanol al 100%, lavando en etanol al 70%, sedimentando, secando y resuspendiendo en agua o 
cualquier otro tampón adecuado (p. ej., Tris-EDTA). Según algunas realizaciones de la invención, después de dicho 
procedimiento, se determina la concentración de ADN tal como midiendo la densidad óptica (DO) de la muestra a 260 
nm (en donde 1 unidad de DO = 50 μg/ml de ADN). Para determinar la presencia de proteínas en la disolución de 30 
ADN, se determina la relación de DO a 260/DO a 280. Preferiblemente, solo se usan las preparaciones de ADN que 
tienen una relación de DO a 260/DO a 280 entre 1,8 y 2 en los procedimientos siguientes descritos en la presente 
memoria más adelante. 

Debe indicarse que para los métodos de detección basados en PCR, no es necesaria una purificación adicional del 
ADN comprendido en el tejido de la planta y una vez que el tejido se hierve, puede someterse adicionalmente a 35 
digestión de proteínas (p. ej., usando fosfatasa alcalina), después de lo cual el ADN se muestrea y usa directamente 
en una reacción de amplificación por PCR. 

La alteración en la secuencia de ácido nucleico (p. ej., SNP) de algunas realizaciones de la invención puede 
identificarse usando una variedad de métodos. Una opción es determinar la secuencia génica completa de un producto 
de la reacción de PCR (véase el análisis de secuencias, en la presente memoria más adelante). Alternativamente, un 40 
segmento dado de un ácido nucleico puede caracterizarse en varios otros niveles. A la resolución más baja, el tamaño 
de la molécula puede determinarse por electroforesis por comparación con un estándar conocido operado en el mismo 
gel. Una visión más detallada de la molécula puede conseguirse por escisión con combinaciones de enzimas de 
restricción antes de la electroforesis, para permitir la construcción de un mapa ordenado. La presencia de secuencias 
específicas en el fragmento puede detectarse por hibridación de una sonda marcada, o la secuencia de nucleótidos 45 
precisa puede determinarse por degradación química parcial o por extensión con cebadores en la presencia de 
análogos de nucleótidos de terminación de cadena. 

Adicionalmente o alternativamente, la variación en la secuencia de ácido nucleico puede detectarse por polimorfismo 
de longitud del fragmentos de restricción (RFLP); determinación directa de la identidad del nucleótido en el sitio de la 
alteración por un ensayo de secuenciación, un ensayo de detección de falta de concordancia basado en enzima, o un 50 
ensayo de hibridación; análisis de microsecuenciación; ensayos de detección de falta de concordancia basados en 
polimerasas y ligasas (el "Oligonucleotide Ligation Assay" (OLA, Nickerson et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 
87:8923-8927); Análisis de Bit Genético™ mediado por ligasa/polimerasa; métodos de ensayo de hibridación tales 
como PCR, RT-PCR, protección de ARNasa, hibridación in-situ, extensión de cebadores, transferencia Southern, 
transferencia Northern y análisis de hibridación sobre mancha; hibridación en matrices de oligonucleótidos [véase, 55 
Hacia et al., (1996) Nat Genet 1996;14(4):441-447; Shoemaker et al., (1996) Nat Genet 1996;14(4):450-456; Kozal et 
al., (1996) Nat Med 1996;2(7):753-759]; sistemas integrados (p. ej., como se describe en la Pat. de EE. UU. No. 
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5.589.136, que describe la integración de la amplificación por PCR y electroforesis capilar en chips); oligonucleótido 
específico de alelo (ASO; como se describe p. ej., en Conner et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 80:278-282, 1983); 
electroforesis en gel con gradiente de temperatura desnaturalizante (DGGE/TGGE); polimorfismo de conformación de 
una cadena (SSCP) revisado por Hayashi, PCR Meth. Appl., 1:34-38, 1991,); huella didesoxi (ddF) (p. ej., como se 
describe en Liu y Sommer, PCR Methods Appli., 4:97, 1994,); análisis por pirosecuenciación™ (Pyrosequencing, Inc. 5 
Westborough, MA, EE. UU); análisis de Acycloprime™ (Perkin Elmer, Boston, Massachusetts, EE. UU.); e hibridación 
sobre mancha inversa. 

Se apreciará que los avances en el campo de la detección de los SNP han proporcionado técnicas de genotipado de 
SNP a gran escala adicionales exactas, fáciles y no costosas, tales como hibridación dinámica específica de alelo 
(DASH, Howell, W.M. et al., 1999. Dynamic allele-specific hybridization (DASH). Nat. Biotechnol. 17: 87-8), 10 
electroforesis en gel diagonal en matriz de microplacas [MADGE, Day, I.N. et al., 1995. High-throughput genotyping 
using horizontal polyacrylamide gels with wells arranged for microplate array diagonal gel electrophoresis (MADGE). 
Biotechniques. 19: 830-5], el sistema TaqMan (Holland, P.M. et al., 1991. Detection of specific polymerase chain 
reaction product by utilizing the 5'->3' exonuclease activity of Thermus aquaticus DNA polymerase. Proc Natl Acad Sci 
U S A. 88: 7276-80), así como diversas tecnologías de "chip" de ADN tales como las micromatrices GeneChip (p. ej., 15 
chips Affymetrix SNP) que se describen en la Solic. de Pat. de EE. UU. No. 6.300.063 de Lipshutz, et al. 2001, análisis 
de bit genético (GBA™) que se describe por Goelet, P. et al. (Solic. PCT No. 92/15712), ácido nucleico peptídico (PNA, 
Ren B, et al., 2004. Nucleic Acids Res. 32: e42) y sondas de ácidos nucleicos bloqueados (LNA, Latorra D, et al., 2003. 
Hum. Mutat. 22: 79-85), balizas moleculares (Abravaya K, et al., 2003. Clin Chem Lab Med. 41: 468-74), tinte 
intercalante [Germer, S. y Higuchi, R. Single-tube genotyping without oligonucleotide probes. Genome Res. 9:72-78 20 
(1999)], cebadores FRET (Solinas A et al., 2001. Nucleic Acids Res. 29: E96), AlphaScreen (Beaudet L, et al., Genome 
Res. 2001, 11(4): 600-8), SNPstream (Bell PA, et al., 2002. Biotechniques. Supl.: 70-2, 74, 76-7), minisecuenciación 
múltiple (Curcio M, et al., 2002. Electrophoresis. 23: 1467-72), SnaPshot (Turner D, et al., 2002. Hum Immunol. 63: 
508-13), MassEXTEND (Cashman JR, et al., 2001. Drug Metab Dispos. 29: 1629-37), ensayo GOOD (Sauer S, y Gut 
IG. 2003. Rapid Commun. Mass. Spectrom. 17: 1265-72), minisecuenciación en micromatrices (Liljedahl U, et al., 25 
2003. Pharmacogenetics. 13: 7-17), extensión de cebadores en matrices (APEX) (Tonisson N, et al., 2000. Clin. Chem. 
Lab. Med. 38: 165-70), extensión de cebadores en micromatrices (O'Meara D, et al., 2002. Nucleic Acids Res. 30: 
e75), matrices Tag (Fan JB, et al., 2000. Genome Res. 10: 853-60), incorporación dirigida por molde (TDI) (Akula N, 
et al., 2002. Biotechniques. 32: 1072-8), polarización de fluorescencia (Hsu TM, et al., 2001. Biotechniques. 31: 560, 
562, 564-8), ensayo colorimétrico de ligación de oligonucleótidos (OLA, Nickerson DA, et al., 1990. Proc. Natl. Acad. 30 
Sci. USA. 87: 8923-7), OLA codificado por secuencia (Gasparini P, et al., 1999. J. Med. Screen. 6: 67-9), ligación en 
micromatrices, reacción en cadena de la ligasa, sondas Padlock, amplificación por círculo rodante, ensayo invasor 
(revisado en Shi MM. 2001. Enabling large-scale pharmacogenetic studies by high-throughput mutation detection and 
genotyping technologies. Clin Chem. 47: 164-72), microesferas codificadas (Rao KV et al., 2003. Nucleic Acids Res. 
31: e66) MassArray (Leushner J, Chiu NH, 2000. Mol Diagn. 5: 341-80), análisis de heterodúplex, detección de escisión 35 
de falta de concordancia, y otras técnicas convencionales como se describe en Sheffield et al. (1991), White et al. 
(1992), Grompe et al. (1989 y 1993), derivado de nucleótido resistente a exonucleasa (Pat. de EE. UU. No. 4.656.127). 

Las alteraciones de la secuencia también pueden determinarse a nivel de proteínas. Aunque los métodos 
cromatográficos y electroforéticos se usan preferiblemente para detectar grandes variaciones en el peso molecular del 
polipéptido de algunas realizaciones de la invención, tales como detección de la proteína truncada generada por una 40 
alteración de secuencia de desplazamiento de marco, delecionada o sin sentido, se usan preferiblemente ensayos de 
inmunodetección tales como análisis por ELISA y transferencia western, inmunohistoquímica y similares, que pueden 
efectuarse usando anticuerpos específicos para alteraciones de secuencia para detectar mutaciones puntuales y 
cambios sutiles en el peso molecular. 

Los polinucleótidos y polipéptidos descritos en la presente memoria anteriormente pueden usarse en un rango amplio 45 
de plantas económicas, de una manera segura y rentable. 

Las líneas de plantas que expresan exógenamente el polinucleótido o el polipéptido de la invención se criban para 
identificar aquellas que muestran el mayor incremento del rasgo deseado de la planta. 

Según la descripción, se proporciona un alimento o pienso que comprende la planta de algunas realizaciones de la 
invención o una parte de la misma. 50 

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "aproximadamente" se refiere a ± 10%. 

Los términos "comprende", "que comprende", "incluye", "que incluye", "que tiene" y sus conjugados significan "que 
incluye pero no está limitado a". 

El término "que consiste en" significa "que incluye y está limitado a". 

El término "que consiste esencialmente en" significa que la composición, método o estructura puede incluir 55 
ingredientes, etapas y/o partes adicionales, pero solo si los ingredientes, etapas y/o partes adicionales no alteran 
materialmente las características básicas y nuevas de la composición, método o estructura reivindicada. 
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Tal y como se usa en la presente memoria, la forma singular "un", "uno" y "el/la" incluye referencias plurales a no ser 
que el contexto dicte claramente otra cosa. Por ejemplo, el término "un compuesto " o "al menos un compuesto" puede 
incluir una pluralidad de compuestos, incluyendo mezclas de los mismos. A lo largo de esta solicitud, diversas 
realizaciones de esta invención pueden presentarse en un formato de rango. Debe entenderse que la descripción en 
formato de rango es meramente por conveniencia y brevedad y no debe considerarse como una limitación inflexible 5 
del alcance de la invención. Por consiguiente, la descripción de un rango debe considerarse que ha descrito 
específicamente todos los subrangos posibles, así como valores numéricos individuales en ese rango. Por ejemplo, la 
descripción de un rango tal como de 1 a 6 debe considerarse que ha descrito específicamente subrangos tales como 
de 1 a 3, de 1 a 4, de 1 a 5, de 2 a 4, de 2 a 6, de 3 a 6 etc., así como números individuales en ese rango, por ejemplo, 
1, 2, 3, 4, 5, y 6. Esto se aplica independientemente de la amplitud del rango. 10 

Siempre que se indica un rango numérico en la presente memoria, se pretende que incluya cualquier numeral citado 
(fraccionado o integral) en el rango indicado. Las expresiones "que varía/varía entre" un primer número indicado y un 
segundo número indicado y "que varía/varía de" un primer número indicado "a" un segundo número indicado se usan 
en la presente memoria indistintamente y se pretende que incluyan el primer y segundo números indicados y todos 
los numerales fraccionados e integrales entre ellos. 15 

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "método" se refiere a maneras, medios, técnicas y 
procedimientos para conseguir una tarea dada incluyendo, pero no limitado a, aquellas maneras, medios, técnicas y 
procedimientos bien conocidos para, o fácilmente desarrollados a partir de las maneras, medios, técnicas y 
procedimientos por, expertos en las técnicas químicas, farmacológicas, biológicas, bioquímicas y médicas. 

Se aprecia que determinadas características de la invención, que, por claridad, se describen en el contexto de 20 
realizaciones separadas, también pueden proporcionarse en combinación en una única realización. A la inversa, 
diversas características de la invención, que, por brevedad, se describen en el contexto de una única realización, 
también pueden proporcionarse separadamente o en cualquier subcombinación adecuada o como sea adecuado en 
cualquier otra realización descrita de la invención. Determinadas características descritas en el contexto de diversas 
realizaciones no deben considerarse características esenciales de esas realizaciones, a no ser que la realización sea 25 
inoperativa sin esos elementos. 

Diversas realizaciones y aspectos de la presente invención, como se delinean en la presente memoria anteriormente 
y como se reivindican en la sección de reivindicaciones más adelante, encuentran un soporte experimental en los 
siguientes ejemplos. 

Ejemplos 30 

Se hace ahora referencia a los siguientes ejemplos, que, junto con las descripciones anteriores, ilustran algunas 
realizaciones de la invención de una forma no limitativa. 

Generalmente, la nomenclatura usada en la presente memoria y los procedimientos de laboratorio utilizados en la 
presente invención incluyen técnicas moleculares, bioquímicas, microbiológicas y de ADN recombinante. Dichas 
técnicas se explican concienzudamente en la bibliografía. Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A laboratory 35 
Manual" Sambrook et al., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volúmenes I- III Ausubel, R. M., ed. (1994); 
Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A 
Practical Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson et al., "Recombinant DNA", 
Scientific American Books, Nueva York; Birren et al. (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", Vols. 1-4, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologías como se muestra en las Pat. de EE. UU. No. 40 
4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; "Cell Biology: A Laboratory Handbook", Volúmenes I-III 
Cellis, J. E., ed. (1994); "Current Protocols in Immunology" Volúmenes I-III Coligan J. E., ed. (1994); Stites et al. (eds), 
"Basic and Clinical Immunology" (8ª Edición), Appleton y Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell y Shiigi (eds), "Selected 
Methods in Cellular Immunology", W. H. Freeman y Co., Nueva York (1980); los inmunoensayos disponibles se 
describen extensamente en la bibliografía de patentes y científica, véanse, por ejemplo, las Pat. de EE. UU. No. 45 
3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.867.517; 3.879.262; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533; 
3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521; "Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed. 
(1984); "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. D., y Higgins S. J., eds. (1985); "Transcription and Translation" Hames, 
B. D., y Higgins S. J., Eds. (1984); "Animal Cell Culture" Freshney, R. I., ed. (1986); "Immobilized Cells and Enzymes" 
IRL Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal, B., (1984) y "Methods in Enzymology" Vol. 1-317, 50 
Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To Methods and Applications", Academic Press, San Diego, CA (1990); 
Marshak et al., "Strategies for Protein Purification and Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press 
(1996). Maliga P. et al., (1995) Methods in Plant Molecular Biology: A Laboratory Course Manual (A Cold Spring Harbor 
Laboratory Course Manual); Clark, M. (1996) Plant Molecular Biology: A Laboratory Manual (Springer Lab Manuals). 
Otras referencias generales se proporcionan a lo largo de este documento. Se cree que los procedimientos que 55 
aparecen en el mismo son muy conocidos en la técnica y se proporcionan para la conveniencia del lector. 

Ejemplo 1 

Identificación del gen pH usando clonación basada en mapeo 
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Los presentes inventores han mapeado el gen responsable de controlar la acidez (pH) en una planta usando una 
estrategia de mapeo fina (véase, p. ej., Peters J. et al., 2003, Trends in Plant Science, 8:484-491). El nuevo gen se 
clonó usando poblaciones segregadas de melón, que derivaban de cruces entre genotipos agrio y no agrio. Las 
poblaciones se seleccionaron a partir de una población de la Línea de Introgresión Aleatoria derivada de un cruce de 
la variedad no agria Dulce y un genotipo agrio PI414723, así como líneas casi isogénicas derivadas de un cruce de la 5 
variedad agria Faqqus y de la variedad no agria Noy Yizre'el. La técnica usada para abarcar la introgresión se 
seleccionó de paseo BAC (cromosoma bacteriano artificial) y desarrollo de marcadores y una combinación de técnicas 
de los mismos. Mediante la identificación de los polimorfismos y correlacionándolos con el fenotipo de acidez del fruto, 
se limitó la introgresión que controlaba la acidez del fruto a ~ 40 kb de la secuencia genómica. Esta introgresión 
contenía un gen candidato para el rasgo de acidez del fruto, que codifica un transportador de membrana indefinido. 10 

Resultados experimentales 

Mapeo del gen que controla el pH en las plantas - Se generaron líneas endogámicas recombinantes (RIL) cruzando 
las líneas de melón parental Dulce (no agrio) y PI414723 (agrio) y por autofecundación posterior de las generaciones 
F2, F3, F4 y F5 de las mismas, como se describe en Harel-Beja et al., 2010, Theor Appl Genet., 121:511-33. Epub 
2010 abr 17. Los niveles de acidez de los frutos de las RIL se ensayaron para análisis de ligación con marcadores 15 
polimórficos mapeados sobre los genomas de las diversas RIL, como se describe en Harel-Beja et al. Los valores de 
pH de las RIL y de las líneas parentales se proporcionan en la Tabla 1, a continuación, en la presente memoria. Cada 
línea RIL se analizó en hasta cuatro réplicas. 

Tabla 1 

Tabla 1. Se proporcionan los números de RIL y los valores de pH de cada una de las RIL y líneas parentales 'Dulce' 20 
y "PI 414723" ensayadas. 

RIL  pH  RIL  pH  RIL  pH  RIL  pH 

1  6,39  31  4,65  62  6,13  93  4,8 

1  6,32  31  4,7  63  6,0  93  4,9 

1  6,54  31  4,8  63  6,2  94  5,9 

1  6,55  31  5,29  63  6  94  5,97 

2  5,1  31  5,30  63  5,9  94  4,8 

2  5,2  31  5,30  64  4,63  94 5, 97 

2  6,35  32  6,3  64  4,65  95  5,08 

2  6,1  32  6  64  4,83  95  5,10 

3  6,59  32  6,1  64  4,71  95  5,2 

3  4,8  32  6  65  6,1  95  4,9 

4  6,3  34  6,1  65  6,02  96  5,00 

4  6,2  34 6  65  6,09  96  5,30 

5  6,73  34  6,1  65  5,7  96  5,45 

6  5,7  35  5,6  66  5,08  97  6,61 

6  5,7  35  5,6  66  4,8  97  6,37 

6  5,2  35  5,6  66 4,7 97 6,30 

6  5  35  5,2  68 6, 2  97 6,30 

6  4,7  36  6,1  68  6,3  98  4,70 

7 5,6  36  5,7  68 6,3  98  4,50 

7 6,1  36 6,06 68 6,1  98 4,9 

7 5,7  36  6,01 69 6,55  98 4,9 
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RIL  pH  RIL  pH  RIL  pH  RIL  pH 

9  5,7  37  4,5  69 5,7  99 5,00 

9  6,32 37  4,77 69 6,3 99 5 

9 6,04  37  4,9 69  6,2 99 5,30 

10   37  5 69  6,5  99  4,84 

10  4,9  38  6,08 71 4,72 100  4,80 

10 4,8  38  6,4 71 4,6 100  4,60 

11  6,24  38  6,3  71  4,85  100  4,7 

11  6,4  38   71 5 101 4,8 

11  6,6  39 6,23  72 6,2 101  4,8 

11  6,4  39  6,24 72 6,4  102  5,22 

12  6,05  39  6,18  72  6,51 102 5,35 

12  5,79  39  5,8  72  6,47 102  5,15 

13  5,2  40  6,35  73  6  102 5 

13  5,0  40  6,23  73  6,2 103 6,40 

13  5,0  40  6,16  73  6,32  103  5,13  

13 5  40 6,25  73  6,2 103  5,08 

13 4,8  41 5,7 74 6  107 5,00 

14 5,6  41 5,6  74 5,9  107 5,00 

14 5,8  41  5,9  76  4,7  107  5,13 

14 6,1  41  5,8  76 5  107  4,84 

15 4,5  41  5,7  76 4,9  108  5,13 

15 5,0  41  5,8  76  4,8  108  4,56 

15 4,65  41  5,8  77 6,3  108  4,9 

15 4,8  42  4,98 77  6,3  108  4,86 

16 5,1  42  4,9  77  5,9  110  6,51 

16 4,9  42  4,94  77 5,7  110  6,21 

16 5,1  42  5,1  79  5,4  111  6,33 

16 4,8  43  5,7 79  5,2 111  6,1 

17 4,8  43  5,8  79  4,92  111  6,18 

17 5,2  43  5,8  79  5,3  111  6,70 

17 4,7  44  4,5  79  5,25  113  4,77 

17 4,9  44  4,8  79  5,4  113  4,85 

18 6,18  44  4,8  79  5,2  114  4,9 

18 6,1  44  4,7  80  5,8  114  4,7 
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RIL  pH  RIL  pH  RIL  pH  RIL  pH 

18 6,3  44  4,60  80 5,6  114  4,6 

18 6,41  45  5,0  80  5,2  115  4,9 

19 4,45  45  5,2  80  5,79 115  5,3 

19 5,85  45  5,32  81 5,12  115  5,0 

19 4,9  45  4,93  81  5  115  4,8 

19 5,9  46  5,0  81  5,07  115  5 

20 4,8  46  4,75 81  4,88  115  4,9 

20 5,3  46  5,1  82  6,3  117 5,12 

20 4,8  48  5,5  82   117 4,76 

20 4,8  48  5,4  83  4,9  117  4,7 

20 4,8  48  5,6  83  4,6  117  5,06 

21 6,0  48  5,5 83  4,7  117  4,7 

21 6,2  49  5,84  83  4,88  media 5,5 

21 6,3  49  5,91 84  6,0  SDEV  0,6 

21 6,1  49  5,74  84  6,1  máx  6,7 

22 5,07  49  5,86  84  5,9  mín  4,5 

22 5,2  50  5,9  84  6   

22 5,26  50  5,9  84  5,9  D1  6,00 

23 4,88  50  5,8  85  5,80  D1  6,40 

23 5  50  5,8  85  5,65  D1  6,3 

23 4,8  50  6  85 5,7  D1  6,1 

23 4,95  51  5,0  85  4,8  D1  6,00 

24 6  51  5,1  87  5,06  D2  6,44 

24 6  51  4,89  87  4,9  D2  6,50 

24 5,92  52  6,3  87  5  D2  6,20 

24 6,07 52  6,21  89  6,30 D2 6,25 

25 4,8 53  4,72  89  5,90  D2 6,69 

25 4,85  53  4,73  89 6,11  D3 6,3 

25 4,9  53  4,65 91 5,33  D3  6,0  

26  6,3  53  4,63  91  4,80  D3  6,2 

26  6,08 54 4,85 91 5,20 D3  6,4 

26  6,3 54 4,74  91 4,8 media  6,3 

26  6,4  54 4,93  91 5,1  SDEV  0,2 

27  5,9  54 4,8  92 4,50   
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RIL  pH  RIL  pH  RIL  pH  RIL  pH 

27  6,18  54 4,8  92 4,90  P1  5 

27  6,1  55  5,0  92 4,50 P1  

27  5,9  55  5,12  92 4,80  P2  4,80 

28  6  55  4,9 92 4,6  P2  5,10 

28  6  55  4,94  92 4,6  P3  4,80 

28  6,6  61  6,3 92 5  P3  4,70 

29  4,8  61  5,7  92 4,6  P3  4,9 

29  4,6  61  5,5  93 5,20  media 4,9 

29  4,7  61  5,6  93 4,65  SDEV  0,1 

30  6,0  62  5,8  93 4,80  P2  4,9 

30  5,6  62  6,28  93 4,70  P3  4,85 

30  5,3  62  6,43  93 4,65  "Dulce' 
media ± SD 

6,3 ± 0,2 

30  5,9  62  6,4  93 4,65  PI 414723 
media ± SD 

4,9 ± 0,1 

 

Clonación del gen pH - El gen responsable de controlar la acidez (pH) del fruto se había mapeado en una posición 
entre los marcadores CMAT141 y CMCTTN181, a una distancia genética de 2 y 3 centimorgan (cM), respectivamente, 
del rasgo pH (Harel-Beja et al. 2010). El gen pH se clonó por una estrategia de clonación basada en mapeo usando 
la estratega de paseo cromosómico (véase, p. ej., Peters J. et al., 2003, Trends in Plant Science, 8:484-491). Para el 5 
mapeo físico el gen pH, se cribaron filtros de una biblioteca BAC (cromosoma bacteriano artificial) genómico de melón 
CM_MBaB (Clemson University Genomic Institute, EE. UU.) con sondas radiactivas marcadas usando el kit NEBlot™ 
(#N1500S) (New England BioLabs, Inc.) según las instrucciones del proveedor. Las colonias de BAC marcadas en los 
filtros se detectaron usando un phosphoimager Fuji Film (FLA-5000). Para el desarrollo de la serie de BAC contiguos, 
los BAC seleccionados se sometieron a secuenciación terminal usando los cebadores SP6 y T7 y se desarrolló un 10 
producto de PCR a partir de estas secuencias terminales. El producto de PCR purificado se marcó como anteriormente 
y se usó como una sonda para la identificación de los BAC contiguos. El análisis de polimorfismos entre las dos líneas 
parentales para cada nueva secuencia obtenida junto con la comparación de los polimorfismos con aquellos de las 
líneas RIL permitió la limitación de la introgresión a BAC CM_MBaB 69P20 que portaba el posible gen pH, como se 
determina por secuenciación. 15 

Con el fin de comparar las secuencias del gen pH de melones agrios y no agrios, se extrajo el ARN de dos líneas 
parentales de melón: la variedad de melón agrio C. melo var. PI414723 y la variedad de melón no agrio C. melo var. 
Dulce (descrito en Harel-Beja et al. 2010, Theor Appl Genet., 121:511-33) y se usó para producir ADNc y clonar el gen 
pH usando los siguientes cebadores: transportador de melón Directo: 5-ATG GAC ATG GAA AGA TTT CTC T (SEQ 
ID NO:7); y transportador de melón Inverso: 5'-TTAGAAGAGTATCCTGAAGTAGA (SEQ ID NO: 11). El ADN se 20 
secuenció usando el secuenciador ABI (Hylabs, Inc., Rehovot, Israel). Las secuencias de ADN clonadas se analizaron 
y tradujeron en aminoácidos usando el programa DNAMAN (versión 4.20). Las secuencias de ADN clonadas de las 
variedades agria y no agria se presentan en las Figuras 1A y 1C, respectivamente. Las secuencias de aminoácidos 
de las variedades agria y no agria se presentan en las Figuras 1B y 1D, respectivamente. La secuencia genómica del 
gen pH de melón no agrio se identificó sobre la base de la secuenciación de BAC CM_MBaB 69P20 (SEQ ID NO: 14). 25 
Esta secuencia no se anotó antes, y solo estaba disponible una secuencia parcial del mismo [Melón ID de Unigene: 
MU46248; World Wide Web (punto) icugi (punto) org], todavía sin ninguna anotación específica. 

Identificación de homólogos en tomates y pepinos - El análisis genómico posterior reveló que se encuentran 
homólogos del gen pH en tomates y pepino y se encuentran en las localizaciones cromosómicas SL2.40ch10: 
57831763...57835784 en tomates [mediante Protocolo de Transferencia de Hipertexto://solgenomics (punto) net/] y en 30 
el cromosoma No. 4: 12462425.... 12456602 en pepinos [mediante Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World 
Wide Web (punto) icugi (punto) org/]. 

Ejemplo 2 

Identificación de una mutación de duplicación que modifica el pH de los frutos de melón 
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La secuenciación comparativa del nuevo gen pH de los genotipos ácido y no ácido indicó que la secuencia no ácida 
contenía una duplicación de 12 pb, que codificaba una duplicación de cuatro aminoácidos en la proteína derivada. 

Resultados experimentales 

Los presentes inventores han comparado la secuencia del genotipo agrio con la de un genotipo cultivado dulce (Dulce) 
y observaron una duplicación de cuatro aminoácidos en parte del dominio transmembrana hidrófobo no. 3, como sigue. 5 

Identificación de una mutación de duplicación presente en los melones no agrios - El alineamiento de secuencias entre 
la secuencia de aminoácidos codificada por el gen pH de variedades de melón agrio (SEQ ID NO:2) y no agrio (SEQ 
ID NO:4) reveló que las secuencias son idénticas excepto por la presencia de una duplicación de cuatro aminoácidos 
"LIVA" (SEQ ID NO:27) en las posiciones de aminoácidos 107-110 de la SEQ ID NO:4, que aparece en la variedad de 
melón no agrio y que está ausente en la variedad de melón agrio (Figura 1E). 10 

Ejemplo 3 

Similitud e identidad del gen pH entre diversas plantas 

Análisis bioinformático 

Comparación de la secuencia de la proteína codificada por el gen pH de melón con homólogos de plantas adicionales 
- Se realizó un alineamiento de secuencias múltiples en las secuencias derivadas de Tomate TC200226 (SEQ ID 15 
NO:5; Figura 2A), Pepino Csa01116 (SEQ ID NO:6; Figura 2B), manzana TC80539 (SEQ ID NO:8, Figura 2D), Álamo 
EEF05451 (SEQ ID NO:9; Figura 2E), y Arabidopsis NP_195819 (SEQ ID NO: 10, Figura 2F) y las secuencias de 
proteínas de estas especies se compararon con la de los melones agrios y no agrios usando el programa de 
alineamiento Clustal 2W. Como se muestra en la Figura 3 y en las Tables 2-3 en la presente memoria más adelante, 
las secuencias del gen pH de todas las especies de plantas presentan una alta homología con el gen pH del melón 20 
agrio. Además, la duplicación LIVA se encontró solo en el gen pH del melón no agrio (Figura 3). 

Las secuencias, que se usaron para alineamientos múltiples, se proporcionan en la Tabla 2, en la presente memoria 
más adelante. 

Tabla 2  

Tabla 2. Tipo de secuencia ajustado explícitamente a Proteína. El formato de las secuencias es Pearson. 25 

Secuencia 1: Melón_Agrio  411 aa SEQ ID NO:2 

Secuencia 2: Tomate_TC200226 424 aa SEQ ID NO:5 

Secuencia 3: Pepino_Csa01116 453 aa SEQ ID NO:6 

Secuencia 4: Alamo_EEF05451 414 aa SEQ ID NO:9 

Secuencia 5: manzana|TC84138 432 aa SEQ ID NO:28 

Secuencia 7: melón 419 aa SEQ ID NO: 4 

Secuencia 9: uva|TC118456 376 aa SEQ ID NO: 29 

 

Las Tablas 3 y 4 representan el porcentaje (%) de similitud (Tabla 3) y de identidad (Tabla 4) entre las 6 secuencias 
de aminoácidos completas usando el programa de alineamiento por pares BLOSSUM NEEDLE [Protocolo de 
Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) ebi (punto) ac (punto) uk/Tools/psa/emboss_needle/]. 

Table 3, porcentaje de similitud 30 

Tabla 3: porcentaje de similitud (derivado del programa de alineamiento por pares EMBOSS NEEDLE 

 melón agrio tomate pepino álamo manzana uva 

melón agrio 100 82,3 89,6 86,7 81,6 81 

tomate  100 75,3 83,8 80,4 76,9 

pepino   100 78,3 77,8 73,7 

álamo    100 85,1 81,9 

manzana     100 77,5 

uva      100 
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Tabla 4, porcentaje de identidad  

Tabla 4: Porcentaje de identidad (derivado del programa de alineamiento por pares EMBOSS NEEDLE). 

 melón agrio tomate pepino álamo manzana uva 

melón agrio 100 69,1 87,9 79 70,8 69,8 

tomate  100 62,7 70,7 66,6 62 

pepino   100 70,9 66 62,5 

álamo    100 77,8 72,9 

manzana     100 66 

uva      100 

 

La identidad y similitud se midieron usando el programa EMBOSS NEEDLE usando los parámetros por defecto: Matriz: 
BLOSUM62; APERTURA DE HUECO: 10; Extensión de HUECO: 0,5; Formato de salida: par; penalización por 5 
HUECO TERMINAL: falso; APERTURA DE HUECO TERMINAL: 10; Extensión DE HUECO TERMINAL: 0,5. 

Se indica que el% identidad y el% de similitud entre el pepino y el tomate son 62,7 y 75,3, respectivamente. 

Ejemplo 4 

Se predice que la duplicación LIVA cambia la conformación de la proteína pH 

El análisis de modelado de proteínas TMHMM [Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) 10 
cbs (punto) dtu (punto) dk/services/TMHMM-2.0/], que compara entre la proteína pH de melones agrios y no agrios, 
reveló que el gen pH de melón agrio codifica una proteína de membrana con 10 dominios transmembrana helicoidales 
(THD) (Figuras 4A y B), lo que es indicativo de transportadores de membrana. Por el contrario, el modelado de 
proteínas de la secuencia derivada de melón no agrio (que tiene la duplicación LIVA) revela la presencia solo de 9 
THD, con una dirección invertida de la proteína (hacia dentro y hacia fuera) en comparación con la secuencia del 15 
melón agrio (Figuras 4C y D), que daría lugar a una proteína defectuosa. 

Ejemplo 5 

Correlación entre la presencia de la mutación de duplicación "LIVA" y el pH de los frutos en variedades de melón 
adicionales 

Resultados experimentales 20 

Determinación del genotipo del gen pH entre variedades de melón agrio y no agrio - Se extrajo el ADN de 52 variedades 
de C. melon de las hojas de plántulas jóvenes. El genotipado se basó en el análisis de ADN-PCR usando los siguientes 
cebadores: Cebador directo: 5'-CTCGGGCAAGCTATTACT (SEQ ID NO:12); y Cebador inverso: 5'-
GTATGGAGGACGAACAAT (SEQ ID NO: 13), que distinguen entre los dos alelos del gen pH que incluyen o no la 
duplicación de 12 pares de bases (pb) como se muestra en un gel representativo en la Figura 5 y en la Table 5 más 25 
adelante que resume los resultados de genotipado para las 20 muestras mostradas en la Figura 5. 

Tabla 5, genotipado para la duplicación LIVA en variedades de melón 

Tabla 5: resultados de genotipado de las muestras mostradas n la Figura 5. Los genotipos se puntuaron como "1" 
(banda pequeña, 125 pb) o "2" (banda grande, 137 pb). 

 Nombre de la Variedad de Melón pH del Fruto Genotipo del gen pH 

1 PSR 6,1 2 

2 TVT 6,1 2 

3 HBJ 6,6 2 

4 PI 157080 5,7 2 

5 INB 6 2 
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 Nombre de la Variedad de Melón pH del Fruto Genotipo del gen pH 

6 PDS 5,9 2 

7 ESL 5,9 2 

8 PI 157071 6,2 1 

9 KRY 7,3 2 

10 CHT 6,3 2 

11 CHF 6,8 2 

12 DUD2 5,9 2 

13 DUD3 6,2 2 

14 MAK 7,1 2 

15 OGE 5,9 2 

16 PH406 6 2 

17 Carril blanco   

18 Rochet 6,7 2 

19 Dulce control  2 

20 PI414723 control  1 

 

Clasificación de los frutos como agrios o no agrios sobre la base de los niveles de pH - Se midió el pH del fruto maduro 
(promedio de 3 frutos) de cada variedad en zumo extraído de la pulpa del fruto maduro y se midió usando un medidor 
de pH de laboratorio estándar que se calibró usando disoluciones comerciales de pH 4 y pH 7. 

Correlación entre el genotipo y el fenotipo en variedades de melón - Un sondeo de 42 accesiones de C. melo, que 5 
representan el amplio espectro de las especies, mostró que todos los genotipos de melón no agrio se caracterizan por 
la mutación idéntica independientemente del origen geográfico o clasificación sistemática. Los genotipos agrios se 
caracterizan todos por la ausencia de la duplicación, de forma similar independientemente del origen geográfico o 
clasificación sistemática. La Tabla 6, en la presente memoria más adelante, proporciona los datos de genotipado para 
42 variedades de melón junto con la correlación con la acidez del fruto (valores de pH). 10 

Tabla 6 

Tabla 6: Se proporcionan genotipos de melón y la correlación entre la duplicación genotípica y el pH del fruto. Los 
genotipos se puntúan como "1" (banda pequeña, 125 pb) o "2" (banda grande, 137 pb). 

Subespecie Grupo de 
Variedad 

Clase 
comercial 

Nombre de la 
Variedad 

Nombre de 
la Variedad 
de Melón 

pH del fruto Genotipo del 
gen pH 

melo Flexuosus Melón 
serpiente, 
Melón 
decapado 

Faqqous 
Doya 

DOYA 4,6 1 

agrestis Conomon ? Pepino 
Freeman 

FRC 37 4,9 1 

melo Flexuosus Melón 
serpiente, 
Melón 
decapado 

Faqqous FAQ 4,8 1 

agrestis Momordica ? PI 414723 PI 414 4,8 1 
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Subespecie Grupo de 
Variedad 

Clase 
comercial 

Nombre de la 
Variedad 

Nombre de 
la Variedad 
de Melón 

pH del fruto Genotipo del 
gen pH 

agrestis Conomon ? Gigante 
Tokio 

TOG 4,3 1 

melo Flexuosus Melón 
serpiente, 
Melón 
decapado 

Armenio 
Yard Largo 

AYL 4,8 1 

melo Inodorus Casaba (Piel 
de Sapo) 

Piel de Sapo 
Redon 

PSR 6,1 2 

melo Inodorus Casaba 
(Tendral 
negro) 

Tendral 
Verde Tardío 

TVT 6,1 2 

melo Reticulatus Cantalupo de 
EE. UU.  

Hale's Best 
Jumbo 

HBJ 6,6 2 

agrestis Makuwa ? PI 157080 157080 5,7 2 

melo Chandalak ? Indian Best INB 6 2 

melo Inodorus Casaba (Piel 
de Sapo) 

Piel de Sapo PDS 5,9 2 

agrestis Makuwa ? Línea de 
Plata 
Temprana 

ESL 5,9 2 

melo Reticulatus Galia Krymka KRY 7,3 2 

melo Cantalupensis Charentais Charentais CHT 6,3 2 

melo Cantalupensis Charentais Charentais F2 CHF 6,8 2 

melo Dudaim Dudaim Dudaim2 DUD2 5,9 2 

melo Dudaim Dudaim Dudaim3 DUD3 6,2 2 

melo Reticulatus Galia Magiar Kines MAK 7,1 2 

melo Cantalupensis Ha'Ogen Ogen OGE 5,9 2 

melo Cantalupensis Ha'Ogen PH406 PH406 6 2 

melo Inodorus Casaba 
(Rochet) 

Rochet Rochet 6,7 2 

melo Cantalupensis Charentais Vedrantais VEP 7 2 

melo Inodorus Casaba Belleza 
Dorada 

GOB 5,6 2 

melo Cantalupensis Charentais Doublon DOU 7,2 2 

melo Inodorus Casaba 
(kirkagac) 

Kirkagac 33410 5,8 2 

melo Inodorus Casaba 
(Amarillo 
canario) 

Gold King GOK 5,8 2 

melo Cantalupensis Ha'Ogen Bellegarde BEL 5,9 2 
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Subespecie Grupo de 
Variedad 

Clase 
comercial 

Nombre de la 
Variedad 

Nombre de 
la Variedad 
de Melón 

pH del fruto Genotipo del 
gen pH 

melo Inodorus Casaba 
(Amarillo 
canario) 

Amarillo Oro AROC 6 2 

melo Reticulatus Cantalupo 
americano 

PMR45 PMR45 6,7 2 

melo Inodorus Casaba 
(Amarillo 
canario) 

Amarillo Pipa 
Blanca 

AMP 5,5 2 

melo Reticulatus Cantalupo 
americano 

Dulce Dulce 5,9 2 

melo Reticulatus Ananas Ein Dor ED 6 2 

melo Cantalupensis Ha'Ogen Noy Yizre'el NY 5,6 2 

melo Reticulatus Ananas Ananas 
Yoqne'am 

AY 6,3 2 

melo Inodorus Casaba 
(kirkagac) 

kirkagac 201581 5,4 2 

melo Reticulatus Cantalupo 
americano 

Sorpresa de 
Bender 

BES 5,8 2 

agrestis Makuwa ? Dulce Sakata SAS 6,2 2 

agrestis Conomon Melón 
decapado 

Piel Negra BSK 5,7 2 

agrestis Chinensis ? PI 161375 161375 5,8 2 

melo Reticulatus Cantalupo 
americano 

Fordhook 
Gem 

FOG 5,8 2 

melo Reticulatus Cantalupo de 
EE. UU. 

Top Mark TPM 6,9 2 

 

Texto en negrita - variedades de melón que tienen un pH en el fruto por debajo de 5 (acidez; que tienen genotipo "1"); 
Texto normal: variedades de melón que tienen un pH en el fruto por encima de 5 (menos ácido o neutro; que tienen 
genotipo "2"). Las interrogaciones indican tipo comercial no caracterizado. 

Estos resultados demuestran que la presencia o ausencia de la mutación de duplicación LIVA puede usarse para 5 
predecir los niveles de pH del fruto del melón, incluso cuando se ensaya material de hojas jóvenes. Además, los 
resultados muestran que la mutación de duplicación LIVA puede usarse para la reproducción y cultivo de variedades 
de melón dulce y agrio. Además, como se expresa un gen parálogo en la mayor parte de los frutos es probable que 
contribuya a la acidez del fruto. Por lo tanto, la modulación de este gen en otros frutos por medios biotecnológicos 
afectará también a la acidez de frutos adicionales. 10 

Ejemplo 6 

Relaciones filogenéticas entre proteínas homólogas al gen pH 

Relaciones filogenéticas entre proteínas homólogas al gen pH - La comparación de secuencia con las bases de datos 
sitúa al transportador en una familia desconocida descrita como familia presuntamente de transportadores de auxina-
protón [proteínas predichas o hipotéticas (XP_002326270; CBI31149 o XP_002267734) o en proteínas que tienen una 15 
actividad presunta simporte auxina:protón (XP_002531815) o componente vehicular del eflujo de auxina de la proteína 
de transporte de auxina (XP_002323690)]. Las secuencias de aminoácidos de proteínas con similitud al gen CmpH 
(pH de melón) se identificaron buscando en bases de datos públicas secuencias génicas usando el programa BLAST. 
Las bases de datos públicas usadas fueron NCBI, ICuGI (una base de datos de genes expresado en cucurbitáceas) y 
TIGR (secuencias expresadas de numerosas plantas). Además, la anotación de genes para las secuencias con 20 

E11806392
08-09-2020ES 2 817 780 T3

 



34 

similitud con el gen CmpH se describe como "transportador del eflujo de auxina" y miembros de la familia de 
transportadores de membrana [pFAM 03547, (Protocolo de Transferencia de Hipertexto://pfam (punto) sanger (punto) 
ac (punto) uk/family/PF03547 (punto) 12), y también se incluye la Clase de Transportador 2.A.69 (Protocolo de 
Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) tcdb (punto) org/search/result (punto) php?tc=2.A.69) 
incluyendo los miembros de las familias PIN LAX de proteínas]. Los alineamientos y árboles filogenéticos se 5 
determinaron usando un programa filogenético basado en una página de internet pública usando la opción de un clic 
(World Wide Web (punto) phylogeny (punto) fr). Para la determinación de las puntuaciones de similitud Clustal el 
programa ClustalW [Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) ebi (punto) ac (punto) 
uk/Tools/msa/clustalw2/]% de similitud y% de identidad de secuencias de aminoácidos se llevó a cabo un alineamiento 
por pares usando el programa NEEDLE en el Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) ebi 10 
(punto) ac (punto) uk/Tools/psa/emboss_needle/ y se determinaron los valores. 

Como se muestra en la Figura 6, un clado de secuencias altamente similares relacionado con el gen pH de melón que 
se separa de un clado relacionado de cerca de proteínas de función indeterminada (que están parcialmente anotados 
como "transportadores de membrana", "transportadores de auxina" o como proteínas hipotéticas o presuntas) y están 
relacionados más distantemente con las familias de transportadores de auxina caracterizados de PIN y AUX. El% de 15 
similitud entre los miembros del clado relacionado de cerca de homólogos de pH es mayor del 70%. Estos resultados 
muestran de manera concluyente que el gen pH es distinto de los transportadores de auxina funcionales 
caracterizados de las familias PIN y AUX y solo puede describirse como transportadores de membrana de actividad 
no caracterizada que determinan el pH o la concentración de H+, siendo de esta manera presumiblemente una familia 
de transportadores de membrana de H+. 20 

Algunos ejemplos de miembros de este clado relacionado de cerca que se expresan en plantas, como se indica en las 
diversas bases de datos de genes expresados, se presentan en la Tabla 7, más adelante, indicando la planta y los 
tejidos en los que se ha reportado la expresión. Los datos muestran que los homólogos del gen pH del melón se 
expresan en numerosas plantas, incluyendo el tejido de su fruto y también tejidos distintos de fruto tales como hojas, 
flores, raíces y tallos. 25 

Tabla 7 

Tabla 7: la expresión de homólogos del gen pH en los tejidos de las plantas respectivas, como se indica en las 
bases de datos públicas de expresión de genes listadas. 

  Número TC expresión enlace 

1 Citrus 
sinensis 

TC5400 Fruto naranja dulce, estadio de 
desarrollo (3 de 6) floema de 
Citrus sinensis 

Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
)harvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report.pl?tc=TC5400&speci
es=orange 

2 Vitis vinifera TC152595 Estadio de desarrollo 8 (DS8) 
RDA Bayas 14mm con GA3 
(VvS7) Baya de Cabernet 
Sauvignon Estadio I Estadio de 
desarrollo ocho (DS8) Envero 
Bayas de uva Estadio de Flor 12 
(FLOu0012) CabSau Estadio de 
Flor 12 (FLOu0012) Cab Sauv 
pericarpo normalizado (WIN09) 
Bayas de Uva Maduras 

Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
)harvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report.pl?tc=TC152595&spe
cies=grape 

3 Zea mays TC466250 primordio de la panoja Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
)harvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report(punto)pl?tc=TC46625
0&species=maize 

4 Hordeum 
vulgare 

TC240224 Hoja verde de la plántula de 
Hordeum vulgare Hojas de 
estadío vegetativo Brotes en 
germinación 

Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
)harvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report(punto)pl?tc=TC24022
4&species=barley 
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  Número TC expresión enlace 

5 Orzya sativa  TC528572  Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
)harvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report(punto)pl?tc=TC52857
2&species=rice 

 

6 Petunia 
hybrida 

TC12450 biblioteca de ADNc normalizada 
de raíces Biblioteca de ADNc 
floral post-polinización 

Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
)harvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report(punto)pl?tc=TC12450
&species=petunia 

7 Solanum 
lycopersicum 

TC225290 fruto verde en desarrollo/inmaduro 
tricomas de raíz, radícula etiolada 
Fruto pintón fruto verde en 
desarrollo/inmaduro ovario fruto 
madurando 

Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
)harvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report(punto)pl?tc=TC22529
0&species=tomato 

8 Solanum 
tuberosum 

TC208951 ojos brotando raíces y hojas Floral 
Mixto 

Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
)harvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report(punto)pl?tc=TC20895
1&species=potato 

9 Arabidopsis 
thaliana 

TC370336 plántulas de Arabidopsis de 8 días, 
tejidos aéreos 

Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
)harvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report(punto)pl?tc=TC37033
6&species=arab 

10 Malus x 
domestica 

TC84138 puntas de raíces xilema hoja 
parcialmente senescente 

Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
)harvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report(punto)pl?tc=TC84138
&species=apple 

11 Medicago 
truncatula 

TC175110 tricoma glandular Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
)harvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report(punto)pl?tc=TC17511
0&species=medicago 

12 Cucumis 
sativus 

CU106263 fruto, flor Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://World Wide Web (punto) 
icugi (punto) org/cgi-
bin/ICuGI/EST/search 
(punto)cgi?organism=cucumber&sear
chtype=unigene&unigene=CU106263 

13 Cucumis 
melo, agrio 

MU46248 fruto, cotiledones, raíces Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://World Wide Web 
(punto)icugi (punto) org/cgi-
bin/ICuGI/EST/search (punto) 
cgi?organism=melon&search 
type=unigene&unigene=MU46248 

14 Cucumis 
melo, no 
agrio 

MU46248 fruto, cotiledones, raíces Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://World Wide Web (punto) 
icugi (punto) org/cgi-
bin/ICuGI/EST/search (punto) 
cgi?organism=melon&search 
type=unigene&unigene=MU46248 
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  Número TC expresión enlace 

15 Populus sp. TC154035 mezcla de hoja, capullo, tallo, raíz Protocolo de Transferencia de 
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
)harvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report(punto)pl?tc=TC15403
5&species=poplar 

 

Estos datos demuestran que el gen pH no está limitado a plantas de melón, y que el control de la acidez en otras 
plantas también se ve afectado probablemente por homólogos del gen pH. 

Ejemplo 7 

El silenciamiento del gen pH afecta la acidez del fruto 5 

Con el fin de ensayar el papel del gen pH en la determinación de la acidez del fruto, se desarrollaron plantas 
transgénicas de pepino y de tomate que tenían una expresión reducida del gen pH respectivo usando la tecnología de 
ARNi. La tecnología de ARNi es una tecnología bien establecida de silenciamiento de la expresión génica. 
Brevemente, el ARNi es un proceso de silenciamiento génico dependiente de ARN que está controlado por el complejo 
de silenciamiento inducido por ARNi (RISC) y se inicia por moléculas de ARN bicatenarias cortas en el citoplasma de 10 
una célula. La ruta de interferencia del ARN puede explotarse para causar una disminución drástica en la expresión 
de un gen diana. 

Resultados experimentales 

Construcción de un polinucleótido de silenciamiento ARNi - La secuencia del gen homólogo de pepino (SEQ ID NO:30) 
se determinó a partir de la base de datos ICuGI y mostró un 87,4% de identidad con el gen de melón. La secuencia 15 
del gen homólogo de tomate (SEQ ID NO:31) se derivó de la base de datos sgn [World Wide Web (punto) sgn] y 
mostró un  
70,6% de identidad con el gen de melón. 

Los genes transportadores LIVA de melón y tomate (genes pH) se silenciaron mediante ARNi usando el vector 
Hannibal. Se produjeron amplicones de 524 pb de largo (melón) y 548 pb de largo (tomate) mediante PCR en ADNc 20 
añadiendo dos sitios de restricción en cada cebador. Las PCR usando los cebadores directo e inverso de melón (SEQ 
ID NO: 15 y 16) y tomates (SEQ ID NO: 17 y 18) generaron amplicones (polinucleótidos de ARNi) que incluyeron las 
secuencias de ácido nucleico mostradas en la SEQ ID NO: 19 (para ARNi de melón) y SEQ ID NO:20 (para ARNi de 
tomates). 

El amplicón se cortó mediante enzimas de restricción y se ligó en la orientación directa e inversa interrumpido por el 25 
intrón del vector en una serie de dos ligaciones. La primera reacción de restricción se facilitó por Xbal y Clal y la 
segunda por Xhol y Kpnl. La construcción resultante (incluyendo 35-S y terminador OCS) se cortó mediante las 
enzimas de restricción Sacl y Spel y se ligó por consiguiente en pGreen. Se usó la transformación mediada por 
Agrobacterium para insertar las construcciones de melón y tomate en Pepino y Tomate, respectivamente. 

El efecto del silenciamiento de la expresión del gen pH en el fruto de pepino y tomate sobre la acidez del fruto - Se 30 
desarrollaron tomates y melones transgénicos con ARNi. La presencia del transgén ARNi se ensayó usando una 
reacción de PCR de un cebador del intrón del vector pHannibal (SEQ ID NO:22, intrón Dir Hannibal), y el cebador 
directo Tom Hannib F (SEQ ID NO:21). Se crecieron las plantas transgénicas en un invernadero en condiciones 
estándar. Se recolectó el fruto maduro aproximadamente 50 días después de la antesis, cuando el fruto de tomate 
estaba rojo maduro y cuando el fruto de pepino estaba amarillo maduro. Se midió el pH en zumo extraído del fruto 35 
maduro fresco usando un medidor de pH de mesa de laboratorio (Radiometer, Copenhague). 

Como se muestra en la Tabla 8, en la presente memoria más adelante, mientras en las plantas control (que carecen 
del ARNsi transgénico) el pH de los frutos maduros era 3,9 y 4,2 para pepino y tomate, respectivamente, el pH del 
fruto maduro de los transgénicos de ARNsi se incrementó (es decir, menos acidez) y alcanzó un nivel promedio de 4,8 
y 5,0 para pepino y tomate, respectivamente. 40 

Tabla 8 

Tabla 8. Efecto del silenciamiento de la expresión del gen pH en fruto de pepino y tomate. 

Especie pH 

 Control, no transgénico Transgénicos ARNsi 

Fruto de pepino maduro (var. llan) 3,9 ± 0,2 (n =6) 4,8 ± 0,2 (n =10) 

Fruto de tomate maduro (var. MP-1) 4,2 ± 0,08 (n =8) 5,0 ± 0,2 (n =7) 
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N representa el número de frutos maduros analizados. Los datos para los transgénicos de ARNsi de pepino son de 3 
líneas transgénicas independientes. Los datos para los transgénicos de ARNsi de tomate son de 7 líneas transgénicas 
independientes. Se analizaron de 1 a 4 frutos por línea transformada independiente. 

Ejemplo 8 

Efecto de la sobreexpresión del gen pH de tomate y de melón agrio en el fruto del tomate 5 

Métodos experimentales 

Los transportadores LIVA de melón agrio y tomate (genes PH) se clonaron (cada uno) en el plásmido binario pGA 
usando una reacción de PCR que añadió los sitios de restricción Xbal y Bglll a los siguientes cebadores directo e 
inverso (respectivamente): 

Mel-pGA Dir: TCT AGA ATG GAC ATG GAA AGA TTT CTC T (SEQ ID NO:23); y Mel-PGA Inv: AGA TCT GGG AAT 10 
TCG ATT TTA GAA GAG T (SEQ ID NO:24); Tom-pGA Dir: TCT AGA ATG GATAGG GTG TCG AGG AT (SEQ ID 
NO:25); y Tom-PGA Inv: AGA TCT GCG GGA ATT CGA TTT TAA AAG A (SEQ ID NO:26). 

Los amplicones de melón agrio y tomate (incluyendo los sitios de restricción Xbal y Bglll) tuvieron una longitud de  
1.300 pb y 1.278 pb, respectivamente. Se usó la transformación mediada por Agrobacterium para insertar el gen de 
tomate o melón en la línea de tomate MP. 15 

Resultados experimentales 

Como se muestra en la Tabla 9, en la presente memoria más adelante, la sobreexpresión del gen pH de tomate o el 
gen de melón agrio en plantas de tomate dio lugar a una acidez incrementada (niveles menores de pH) en comparación 
con las plantas de tomate de tipo salvaje, no transgénicas. Estos resultados muestran de forma concluyente que el 
gen pH aislado e identificado en la presente memoria controla la acidez de las plantas, mediante la reducción de los 20 
niveles de pH (acidez incrementada) en la planta (p. ej., en los frutos). 

Tabla 9: Sobreexpresión en tomates 

Tabla 9: Se presentan los niveles de pH de frutos de líneas de tomate control (tomates de tipo salvaje, no transgénicos), 
y de líneas de tomate que sobreexpresan bien el gen pH de tomate o el gen pH de melón agrio. Los datos para los 

tomates de la línea MP control son el promedio de los valores de pH de 8 frutos de 8 plantas individuales. Los valores 25 
de pH para las 5 líneas de tomate transgénicas muestran una única medición de pH de una mezcla de zumo mezclado 

de 2-5 frutos maduros. 

Niveles de pH en plantas control o transgénicas que sobreexpresan el gen pH 

Tomate Control, no transgénica 4,2 ± 0,08 

Tomate línea 51 (gen de tomate) 4,0 

Tomate línea 32 (gen de tomate) 3,97 

Tomate línea 34 (gen de tomate) 4,07 

Tomate línea 45 (gen de melón agrio) 3,9 

Tomate línea 45 (gen de melón agrio) 4,0 

 

Ejemplo 9 

El silenciamiento del gen pH afecta el color de los pétalos en la petunia 30 

Con el fin de ensayar el papel del gen pH en la determinación del color de los pétalos, la expresión del gen pH 
respectivo se reduce en plantas de petunia usando la tecnología de silenciamiento génico inducido por virus (VIGS), 
como se describe en (Spitzer et al. 2007, Plant Physiology 145:1241-1250, Reverse genetics of floral scent: application 
of tobacco rattle virus- based gene silencing in Petunia.). La tecnología VIGs es una tecnología bien establecida de 
silenciamiento transitorio de la expresión génica. 35 

Construcción de un polinucleótido de silenciamiento VIGs - Se determinó una secuencia parcial del gen homólogo de 
petunia (SEQ ID NO:36) a partir de la base de datos TIGR y se encontró que presentaba un 77,6% de identidad con 
la secuencia de ADN del gen pH de melón. 

Se extrajo el ARN total de petunia de una variedad comercial de petunia, usando peqGOLD TriFast TM (eqlab) y se 
trató con ADNasa sin ARNasa (Fermentas). El ADNc de primera cadena se sintetizó usando 1 μg (microgramo) de 40 
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ARN total, cebador oligo d(T), y Transcriptasa Inversa AMV (Native) (eurX). Se realizó PCR durante 40 ciclos (94 °C 
durante 15 minutos y después ciclado a 94 °C durante 10 segundos, 60 °C durante 30 segundos, y 72 °C durante 20 
segundos) usando Taq polimerasa y los siguientes cebadores de PCR: 5'-CTGGGCnAGCATAGTTATGT-3' (SEQ ID 
NO:37) y 5'-TTGAGATAGAGGGTG ATCCAT-3' (SEQ ID NO:38) produciendo un amplicón de fragmento de petunia 
de 223 pb (SEQ ID NO:39). El amplicón de petunia se usó como un molde para una amplificación por PCR adicional 5 
con los siguientes cebadores de pTRV2 de destino de VIGs, que incluyen la secuencia específica de VIGs (secuencia 
subrayada) como se describe en Liu 2002 [Liu., Schiff, M, y Dinesh- Kumar, S.P. (2002) Virus-induced gene silencing 
in tomato. Plant J. 31, 777-786]: 

VIGS de petunia Dir: 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTGGGCTTAGCATAGTTATGT-3 ' (SEQ ID 
NO:40); y VIGS de petunia Inv: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTGAGATAGAGGGTGATCCAT-3' 10 
(SEQ ID NO:41). 

El producto de PCR resultante con secuencias terminales attB1 y attB2 se precipita y se incuba con el vector 
pDONR221 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) que contiene los sitios de recombinación attP1 y attP2 y la reacción 
de la enzima BP CLONASA (Invitrogen). A esta construcción, se añade el vector de destino pTRV2 que contiene los 
sitios de recombinación attR1 y attR2 y la enzima LR CLONASA. Esta mezcla se transforma en células componentes 15 
químicos DH10B y se selecciona en placas LB que contienen kanamicina. Los clones se verifican por digestión con 
enzimas de restricción y por secuenciación de las uniones de vector-inserto. 

Se construye el vector Gateway, y se transforma en células de Agrobacterium como se describe en Liu et al., 2002 
(Supra). Las plántulas de petunia (Petunia hybrida) se crecen como se describe por Spitzer et al., 2007 [Ben Spitzer, 
et al. Reverse Genetics of Floral Scent: Application of Tobacco Rattle Virus-Based Gene Silencing in Petunia. Plant 20 
Physiology 145:1241-1250, 2007], y se lleva a cabo la Agro-infiltración en flores de 24 horas como se describe por 
Long et al. [Long, M.C., et al., 2009. Involvement of snapdragon benzaldehyde dehydrogenase in benzoic acid 
biosynthesis. Plant J. 59: 256-265]. 

El efecto del silenciamiento de la expresión del gen pH en flores de petunia - Las plantas de petunia se crecen y se 
observa el color de los pétalos de las flores y se compara con las plantas control, no infectadas. Sin pretender la 25 
vinculación a ninguna teoría, se espera que el color de los pétalos de las flores de las plantas infectadas con VIGs 
será de una tonalidad más azul en comparación con las plantas control, no infectadas. También se mostró un resultado 
similar en Verweij et al. (2008) [Verweij W, et al. 2008. An H+ P-ATPase on the tonoplast determines vacuolar pH and 
flower colour. Nat Cell Bio. 10: 1456-1462]. 

Análisis y discusión 30 

La mutación de duplicación LIVA que causa un transportador de protones presumiblemente disfuncional identificado 
en la presente memoria puede haber dado lugar a la evolución en domesticación de los melones dulces. Sin pretender 
la vinculación a ninguna teoría particular, se asume que el cambio en la configuración puede dar lugar a un 
transportador disfuncional y por lo tanto los protones que causan acidez no pueden transportarse eficazmente, dando 
lugar a un fruto no agrio. Los frutos y vegetales tales como tomate, manzana, uva y pepino (frutos ácidos) tiene una 35 
acidez mayor que los melones dulces y un gen altamente homólogo que codifica un transportador de membrana 
similar. Las secuencias génicas de estos frutos ácidos codifican una proteína que carece de la duplicación/mutación 
que caracteriza al melón dulce y, en su lugar, tienen una secuencia del tercer dominio transmembrana similar al melón 
agrio. 

La mutación, o una mutación similar a la misma, que modifica la función del transportador de membrana puede usarse 40 
para el desarrollo de frutos con una acidez modificada. En los melones, la secuencia del gen puede usarse para 
desarrollar marcadores moleculares que pueden usarse en la reproducción y cultivo de melón dulce con frutos con 
acidez modificada. 

A la vista de la función de los genes ortólogos en otros frutos, la modificación de la expresión o la función de estos 
ortólogos en esos frutos también modificará la acidez de los frutos. Por lo tanto, la modulación de este gen en otros 45 
frutos por medios biotecnológicos también afectará a la acidez de frutos adicionales. 

Listado de secuencias 

<110> El Estado de Israel, Ministerio de Agricultura y Rural 
Desarrollo, Organización de Investigación Agrícola, (A.R.O.), 
Centro Volcani 50 
schaffer, Arthur A. 
Cohen, Shahar 
Hamburguesa, Yosef 
Katzir, Nurit 
 55 
<120> POLINUCLEÓTIDOS AISLADOS Y MÉTODOS Y PLANTAS QUE UTILIZAN LOS MISMOS PARA REGULAR 
LA ACIDEZ DE LAS PLANTAS 
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<130> 51528 
 
<150> US 61/363,291 
 
<151> 12-07-2010 5 
 
<160> 42 
 
<170> PatentIn versión 3.5 
 10 
<210> 1 
<211> 1242 
<212> ADN 
<213> Cucumis melo 
 15 
<400> 1 

 
 
<210> 2 
<211> 411 20 
<212> PRT 
<213> Cucumis melo 
 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 1254 
<212> ADN 5 
<213> Cucumis melo 
 
<400> 3 

 

 10 
 
<210> 4 
<211> 415 
<212> PRT 
<213> Cucumis melo 15 
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<400> 4 

 

E11806392
08-09-2020ES 2 817 780 T3

 



43 

 
 
<210> 5 
<211> 424 
<212> PRT 5 
<213> Lycopersicon esculentum 
 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 453 5 
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<212> PRT 
<213> Cucumis sativus 
 
<400> 6 

 5 
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<210> 7 
<211> 22 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 10 
<400> 7 
atggacatgg aaagatttct ct 22 
 
<210> 8 
<211> 422 15 
<212> PRT 
<213> Malus domestica 
 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 414 
<212> PRT 5 
<213> Populus trichocarpa 
 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 431 5 
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 23 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 10 
<400> 11 
ttagaagagt atcctgaagt aga 23 
 
<210> 12 
<211> 18 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 20 
 
<400> 12 
ctcgggcaag ctattact 18 
 
<210> 13 25 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  30 
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 
<400> 13 
gtatggagga cgaacaat 18 
 35 
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<210> 14 
<211> 7962 
<212> ADN 
<213> Cucumis melo 
 5 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (2)..(2) 
<223> n es a, c, g o t 
 10 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (26)..(26) 
<223> n es a, c, g o t 
 15 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (32)..(34) 
<223> n es a, c, g o t 
 20 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (38)..(38) 
<223> n es a, c, g o t 
 25 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (41)..(41) 
<223> n es a, c, g o t 
 30 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (45)..(45) 
<223> n es a, c, g o t 
 35 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (49)..(49) 
<223> n es a, c, g o t 
 40 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (57)..(57) 
<223> n es a, c, g o t 
 45 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (65)..(65) 
<223> n es a, c, g o t 
 50 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (76)..(76) 
<223> n es a, c, g o t 
 55 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (79)..(79) 
<223> n es a, c, g o t 
 60 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (85)..(85) 
<223> n es a, c, g o t 
 65 
<220>  
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<221> característica_misc 
<222> (94)..(95) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  5 
<221> característica_misc 
<222> (107)..(107) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  10 
<221> característica_misc 
<222> (109)..(110) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  15 
<221> característica_misc 
<222> (116)..(116) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  20 
<221> característica_misc 
<222> (119)..(119) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  25 
<221> característica_misc 
<222> (154)..(154) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  30 
<221> característica_misc 
<222> (156)..(156) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  35 
<221> característica_misc 
<222> (160)..(160) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  40 
<221> característica_misc 
<222> (189)..(189) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  45 
<221> característica_misc 
<222> (239)..(239) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  50 
<221> característica_misc 
<222> (253)..(253) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  55 
<221> característica_misc 
<222> (262)..(262) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  60 
<221> característica_misc 
<222> (283)..(283) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  65 
<221> característica_misc 
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<222> (292)..(292) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 5 
<222> (316)..(316) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 10 
<222> (327)..(327) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 15 
<222> (341)..(341) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 20 
<222> (4305)..(4305) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 25 
<222> (5729)..(5729) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 30 
<222> (6118)..(6118) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 35 
<222> (6232)..(6232) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 40 
<222> (6571)..(6571) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 45 
<222> (6631)..(6631) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 50 
<222> (7797)..(7797) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 55 
<222> (7822)..(7822) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 60 
<222> (7838)..(7838) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 65 
<222> (7872)..(7872) 
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<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (7907)..(7908) 5 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (7931)..(7932) 10 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (7941)..(7941) 15 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (7948)..(7949) 20 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (7958)..(7958) 25 
<223> n es a, c, g o t 
 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 32 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 10 
<400> 15 
ctcgagtcta gaccagtggg ttggtgcaat ta 32 
 
<210> 16 
<211> 32 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 20 
 
<400> 16 
ggtaccatcg atcggctaac atgactatgc ca 32 
 
<210> 17 25 
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<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  5 
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 
<400> 17 
ctcgagtcta gacagccgac tctagtagtt ca 32 
 10 
<210> 18 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 
<400> 18 
ggtaccatcg atccatccag ccatagagat ca 32 20 
 
<210> 19 
<211> 524 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220>  
<223> Amplicones derivados de melón, ADNc transportador 
 
<400> 19 30 

 
 
<210> 20 
<211> 548 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Amplicón derivado de tomate 
 40 
<400> 20 
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<210> 21 
<211> 32 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 10 
<400> 21 
ctcgagtcta gacagccgac tctagtagtt ca 32 
 
<210> 22 
<211> 21 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 20 
 
<400> 22 
cgtcttacac atcacttgtc a 21 
 
<210> 23 25 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  30 
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 
<400> 23 
tctagaatgg acatggaaag atttctct 28 
 35 
<210> 24 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 40 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 
<400> 24 
agatctggga attcgatttt agaagagt 28 45 
 
<210> 25 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 50 
 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 
<400> 25 55 
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tctagaatgg atagggtgtc gaggat 26 
 
<210> 26 
<211> 28 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 10 
<400> 26 
agatctgcgg gaattcgatt ttaaaaga 28 
 
<210> 27 
<211> 4 15 
<212> PRT 
<213> Cucumis melo 
 
<400> 27 
Leu Ile Val Ala 20 
1 
 
<210> 28 
<211> 432 
<212> PRT 25 
<213> Malus domestica 
 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (15)..(16) 30 
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido natural 
 
<220>  
<221> característica_misc 
<222> (328)..(329) 35 
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido natural 
 
<400> 28 

 

ES 2 817 780 T3

 



63 

 
 
<210> 29 
<211> 376 
<212> PRT 5 
<213> Vitis vinifera 
 
<400> 29 
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<210> 30 
<211> 1362 
<212> ADN 5 
<213> Cucumis sativus 
 
<400> 30 

 

 10 
 
<210> 31 
<211> 1276 
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<212> ADN 
<213> Lycopersicon esculentum 
 
<400> 31 

 5 
 
<210> 32 
<211> 1296 
<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana 10 
 
<400> 32 
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<210> 33 
<211> 1131 
<212> ADN 5 
<213> Vitis vinifera 
 
<400> 33 

 

 10 
 
<210> 34 
<211> 1287 
<212> ADN 
<213> Malus domestica 15 
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<400> 34 

 
 
<210> 35 5 
<211> 1245 
<212> ADN 
<213> Populus trichocarpa 
 
<400> 35 10 
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<210> 36 
<211> 506 
<212> ADN 5 
<213> Petunia hybrida 
 
<400> 36 

 
 10 
<210> 37 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 
<400> 37 
ctgggcttag catagttatg t 21 20 
 
<210> 38 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 
<400> 38 30 
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ttgagataga gggtgatcca t 21 
 
<210> 39 
<211> 223 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Amplicón derivado de petunia 
 10 
<400> 39 

 
 
<210> 40 
<211> 50 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 20 
 
<400> 40 
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctc tgggcttagc atagttatgt 50 
 
<210> 41 25 
<211> 50 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  30 
<223> Oligonucleótido de ADN monocatenario 
 
<400> 41 
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtt tgagatagag ggtgatccat 50 
 35 
<210> 42 
<211> 12 
<212> ADN 
<213> Cucumis melo 
 40 
<220>  
<221> característica_misc 
<223> Duplicado en melón no amargo 
 
<400> 42 45 
ttaattgttg ca 12 
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REIVINDICACIONES 

1. Una célula de planta o una planta que comprende una construcción de ácido nucleico que comprende una secuencia 
de ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80% de identidad con un polipéptido como se 
muestra en la SEQ ID NO:2 y un elemento regulador que actúa en cis para dirigir la transcripción de dicha secuencia 
de ácido nucleico en dicha planta, en donde dicho polipéptido modula la acidez de la planta y en donde la planta es 5 
de una familia de plantas seleccionada del grupo que consiste en Solanaceae, Cucurbitaceae, Rutaceae, Rosaceae, 
y Vitaceae. 

2. La célula de planta o la planta de la reivindicación 1, en donde una planta de dicha familia de plantas se selecciona 
del grupo que consiste en melón, tomate, manzana, uva, fresa, naranja, melocotón, y petunia. 

3. Un método para generar una planta transgénica, que comprende expresar en la planta una construcción de ácido 10 
nucleico que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80% de identidad con un polipéptido como se muestra en 
la SEQ ID NO:2 y un elemento regulador que actúa en cis para dirigir la transcripción de dicha secuencia de ácido 
nucleico en dicha planta, en donde dicho polipéptido modula la acidez de la planta, generando de esta manera la 
planta transgénica, en donde la planta transgénica es de una familia de plantas seleccionada del grupo que consiste 
en Solanaceae, Cucurbitaceae, Rutaceae, Rosaceae, y Vitaceae. 15 

4. Un método para incrementar la acidez de una planta, que comprende expresar en la planta una construcción de 
ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80% de identidad con un polipéptido como se muestra 
en la SEQ ID NO:2 y un elemento regulador que actúa en cis para dirigir la transcripción de dicha secuencia de ácido 
nucleico en dicha planta, en donde dicho polipéptido regula al alza la acidez de la planta, incrementado de esta manera 
la acidez de la planta, en comparación con plantas no transformadas de la misma especie que se crecen en las mismas 20 
condiciones de crecimiento. 

5. Un método para disminuir la acidez de una planta, que comprende regular a la baja el nivel de expresión de un 
polipéptido que tiene al menos un 80% de identidad con un polipéptido como se muestra en la SEQ ID NO:2, 
disminuyendo de esta manera la acidez de la planta, en comparación con plantas no transformadas de la misma 
especie que se crecen en las mismas condiciones de crecimiento, en donde dicha regulación a la baja se realiza 25 
transformando una célula de la planta de la planta con un polinucleótido capaz de regular a la baja el nivel de expresión 
del polipéptido. 

6. Un método para identificar una variación de ácido nucleico asociada con acidez disminuida de una planta, que 
comprende 

identificar en al menos una planta de una pluralidad de plantas una mutación de pérdida de función en a polipéptido 30 
que tiene al menos un 80% de identidad con un polipéptido como se muestra en la SEQ ID NO:2, en donde dicho 
polipéptido modula la acidez de una planta, 

identificando de esta manera la variación de ácido nucleico asociada con la acidez disminuida de la planta. 

7. La célula de la planta, planta o método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde dicho polipéptido es 
como se muestra en la SEQ ID NO:2. 35 

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en donde la planta es de una familia de plantas 
seleccionada del grupo que consiste en Solanaceae, Cucurbitaceae, Rutaceae, Rosaceae, y Vitaceae. 

9. El método de la reivindicación 8, en donde una planta de dicha familia de plantas se selecciona del grupo que 
consiste en melón, tomate, manzana, uva, fresa, naranja, melocotón, y petunia.  
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