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DESCRIPCION
Polinucledtidos aislados y métodos y plantas que usan los mismos para regular la acidez de las plantas
Campo y antecedentes de la invencion

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

Se ha reconocido desde hace tiempo que el nivel de acido de los frutos es un determinante importante da la calidad,
junto con los componentes de azucar y volatiles. En muchos casos, la calidad se determina realmente por la relacion
de azucar a acido, como por ejemplo para uvas y citricos. La mayor parte de los frutos desarrollan un contenido de
acido del fruto en el rango acido, lo que contribuye al sabor: los valores de pH del zumo de fruta exprimida estan
generalmente en el rango acido 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 Unicos entre los frutos carnosos ya que tienen un nivel
inhabitualmente bajo de acidez, y los valores de todos los melones dulces cultivados estan en el rango casi neutro de
aproximadamente 6-7. Por consiguiente, los melones dulces tienen un contenido de acido organico inhabitualmente
bajo. El &cido citrico, el &cido organico principal en los cultivos de meldn 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, pifa
o albaricoque, que pueden contener aproximadamente 5 veces la cantidad de acido organico.

Una de las caracteristicas Utiles del Cucumis melo es que existen variedades primitivas en las especies que tienen
frutos acidos con una concentracion de acido organico de cerca del 1%. El rasgo se ha estudiado y se ha determinado
que la herencia esta controlada por un unico 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 evolucion en domesticacion de los melones dulces estaba acompafada
aparentemente de la seleccion del mutante recesivo no agrio soso (Burger et al., 2003, Supra). Todas las variedades
de mel6n dulce con alto contenido de azucar cultivadas, independientemente del grupo de fruto (cantaloupe,
honeydew, galia, charantais) tienen un contenido acido bajo mientras que todas las variedades primitivas acidas
cultivadas y no cultivadas tienen un contenido de azucar 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 acumulacion y metabolismo de los acidos organicos en los frutos, se sabe poco acerca
de las rutas y su control de las grandes diferencias temporales y genéticas. La complejidad de la ruta, sus multiples
componentes y la compartimentalizacion multiple de la ruta hace que el estudio de las enzimas individuales sea arduo
en esta estrategia.

También existe variabilidad genética para los niveles de &cido en otras especies, tales como variedades de citricos,
tomate, uva y melocotén, en donde se han descrito cambios en los &cidos organicos y los azucares durante los
estadios tempranos del desarrollo del fruto citrico &cido y no &cido.

La patente de EE. UU. 5.476.998 describe un meldn hibrido F1 Cucumis melo con sabor agrio, derivado de la linea de
reproduccion 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 expresién de caracter jugoso
en la pulpa.

Boualem A., et al. 2008 (Science 231: 836-838) describen una mutacion en la enzima de la biosintesis 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 meldn 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 azlcares y carotenoides.

En la industria de las flores, el color de la flor es uno de los rasgos mas importantes de las flores. Aunque se han
cultivado variedades cultivadas de diversos colores usando reproduccion y cultivo convencional por cruzamiento, es
raro que una Unica 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. Ademas, como las antocianinas estan presentes en la vacuola de la célula, el pH de
las vacuolas tiene un gran impacto en el color de las flores. Se piensa que la vacuola de las células de las plantas esta
regulada por una ATPasa de transporte de protones vacuolar y pirofosfatasa de transporte de protones vacuolar, pero
no se ha elucidado el mecanismo de como estas bombas de protones estan implicadas en el color de las flores.
Ademas, en las vacuolas de las plantas existe un antiportador ion sodio-protén y transporta iones de sodio en las
vacuolas, dependiendo del gradiente de concentracién de protones entre la parte externa e interna de las vacuolas,
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 concentracion de protones. Se cree que, si se pudiera modificar el pH de las vacuolas, p. €j., elevarse, el color de
las flores podria 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 proteinas que regulan el pH de las vacuolas.

Quattrocchio R, 2006 (The Plant Cell, Vol. 18, 1274-1291) describen la identificacion de PH4 de Petunia, una Proteina
MYB R2R3, que activa la acidificacion vacuolar a través de interacciones con factores de transcripcion basico-hélice-
bucle-hélice de la ruta de las antocianinas.

El pH del fruto afecta la calidad después de la recoleccién del fruto. Asi, una reduccion del pH puede tener efectos
positivos en el almacenamiento de los frutos y en la inhibicion de los ataques de patdégenos, por ejemplo, en productos
de pasta de tomate [Clavero, M.R.S. 2001, Acta Horticulturae, 542: 75-81]. Ademas, el control quimico del
ennegrecimiento u oscurecimiento enzimatico del fruto y verdura cortada requiere la inhibicion 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 raices y del suelo circundante impacta en la captacién de nutrientes desde el suelo. Por ejemplo, la
captacién 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]. Ademas, con un pH
disminuido del suelo, se observaron incrementos dramaticos en la desorciéon de metales pesados de constituyentes
del suelo y disolucion en disolucion en el suelo para Cd, Pb y Zn. Ademas, esta bien documentada en numerosos
estudios una correlacion negativa entre el pH del suelo y la movilidad y disponibilidad de metales pesados para las
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 modificacion del pH de la rizosfera también puede contribuir positivamente a la captacion de elementos no téxicos
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
of high bush blueberry plants. Plant Soil 84, 201-212; Silber, A., Ben Yones, L. y Dori, |. (2004). Rhizosphere pH as a
result of nitrogen level and NH4/NOS 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-
636).

Sumario de la invencion

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona una célula de planta o una planta
que comprende una construccion de acido nucleico que comprende una secuencia de acido 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 actla en cis para dirigir la transcripcion de dicha secuencia de acido 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.

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencién, se proporciona un método para generar una
planta transgénica, que comprende expresar en la planta una construccion de acido 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 actia en cis para dirigir la transcripcion de dicha secuencia de acido 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.

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona un método para incrementar la
acidez de una planta, que comprende expresar en la planta una construccion de &cido 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 actia en cis para dirigir la transcripcion de dicha secuencia de acido 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,
en comparacion 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 expresién
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 comparaciéon con una planta no transformada de la misma
especie que se crece en las mimas condiciones de crecimiento, en donde dicha regulacion a la baja se realiza
transformando una célula de planta de la planta con un polinucleétido capaz de regular a la baja el nivel de expresion
del polipéptido.
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Segun un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona un método para identificar una
variacion de &cido nucleico asociada con una acidez disminuida de una planta, que comprende: identificar en al menos
una planta de una pluralidad de plantas una mutacion de pérdida de funcién 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 variaciéon de acido nucleico asociada con una acidez disminuida de una
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 segun el método de algunas realizaciones de la invencion, para cambiar de esta manera el color
de los pétalos de las flores.

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

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

Segun algunas realizaciones de la descripcion, la regulacion comprende incrementar la acidez de la planta, y la
modulacion comprende la regulacion al alza del nivel de expresion del polipéptido.

Segun algunas realizaciones de la descripcién, la regulacion comprende disminuir la acidez de la planta, y la
modulacion comprende regular a la baja el nivel de expresion del polipéptido.

Segun algunas realizaciones de la descripcién, la regulacion al alza se efectta transformando una célula de planta de
la planta con un polinucleétido que codifica el polipéptido.

Segun algunas realizaciones de la descripcion, la regulacion a la baja se efectla transformando una célula de planta
de la planta con un polinucleétido capaz de regular a la baja nivel de expresion del polipéptido.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la planta comprende un fruto.
Segun algunas realizaciones de la invencion, el fruto es un fruto maduro.

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

Segun algunas realizaciones de la invencion, la modulacion del nivel de expresion se efectla usando un promotor
especifico de fruto.

Segun algunas realizaciones de la invencién, la modulacion se efectla usando un promotor especifico de desarrollo
para modular la expresion del polipéptido antes de la maduracion del fruto.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la planta comprende una parte distinta de fruto.
Segun algunas realizaciones de la invencion, la parte distinta de fruto comprende raices.

Segun algunas realizaciones de la invencidn, la mutacion de pérdida de funcion se identifica en el ADN de la pluralidad
de plantas.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la mutacién de pérdida de funcion se selecciona del grupo que consiste
en una mutacién sin sentido, una mutacién de desplazamiento de marco, una insercion, una mutaciéon de duplicacién
0 una mutacién de delecion.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la parte distinta de fruto comprende pétalos de flores.

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

La implementacion del método y/o sistema de realizaciones de la invencion puede implicar realizar o completar tareas
seleccionadas manualmente, automaticamente, o una combinacién de las mismas. Ademas, segun la instrumentacién
y equipamiento real de las realizaciones del método y/o sistema de la invencidn, varias tareas seleccionadas podrian
implementarse por hardware, por software o por firmware o por una combinacién de las mismas usando un sistema
operativo.

Por ejemplo, el hardware para realizar tareas seleccionadas segun realizaciones de la invencién podria implementarse

como un chip o un circuito. Como software, las tareas seleccionadas segun realizaciones de la invencién podrian
implementarse como una pluralidad de instrucciones de software que se ejecutan por un ordenador usando cualquier
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sistema operativo adecuado. En una realizacion ejemplar de la invencién, una o mas tareas segun 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 computacion para ejecutar una pluralidad de instrucciones. Opcionalmente, el procesador
de datos incluye una memoria volatil para almacenar las instrucciones y/o datos y/o un almacenamiento no volatil, por
ejemplo, un disco duro magnético y/o medio removible, para almacenar las instrucciones y/o datos. Opcionalmente,
también se proporciona una conexion a red. También se proporcionan opcionalmente una pantalla y/o un dispositivo
de entrada de usuario tal como un teclado o raton.

Descripcion breve de los dibujos

Algunas realizaciones de la invencion se describen en la presente memoria, solo como ejemplo, con referencia a los
dibujos adjuntos. Ahora, con referencia especifica a los dibujos en detalle, se enfatiza que los particulares mostrados
son como ejemplo y para propdsitos de discusion ilustrativa de las realizaciones de la invencion. A este respecto, la
descripcion tomada con los dibujos pone de manifiesto para los expertos en la técnica cémo pueden llevarse a la
practica las realizaciones de la invencion.

En los dibujos:

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

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

Las FIG. 2A-F representan las secuencias de aminoacidos de genes pH ortdlogos de tomate (Figura 2A, Tomate
TC200226, SEQ ID NO:5), pepino (Figura 2B, Pepino Csa01116, SEQ ID NO:6), melon dulce (Figura 2C, SEQ ID
NO:7), manzana (Figura 2D, manzana TC80539, SEQ ID NO:8), dlamo (Figura 2E, Alamo 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
://lcompbio (punto) dfci (punto) Harvard (punto) edu/tgi/plant (punto) html] y los nimeros de acceso se listan después
del nombre de la planta.

La FIG. 3 representa el alineamiento de secuencias de los genes pH ortélogos de melén dulce, meldn agrio, manzana,
tomate, pepino, alamo y Arabidopsis. El alineamiento Clustal se llevé 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
multiples CLUSTAL 2.0.12 - La mutacion/duplicacion en el melén dulce no agrio esta 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 proteina del
melén agrio (Figuras 4A-B) y del melén no agrio (Figuras 4C-D) que contienen la mutacion/duplicacion de cuatro
aminoacidos. Figura 4A - Resumen del modelado de proteina de mel6n agrio; Figura 4B - presentacién esquematica
del modelado de proteina de melon agrio, probabilidades posteriores a TMHMM para secuencia. Rojo =
transmembrana; azul = interior; rosa - exterior. Figura 4C - Resumen del modelado de proteina de melén no agrio;
Figura 5D - presentacion esquematica del modelado de proteina de melén no agrio. probabilidades posteriores a
TMHMM para secuencia. Rojo = transmembrana; azul = interior; rosa - exterior. Obsérvese que la mutacién de
duplicacién LIVA se produce en el tercer dominio transmembrana.

La FIG. 5 es la imagen de un gel que representa ADN-PCR para el genotipado de plantas de 20 variedades de melén
representativas para determinar la presencia o ausencia de la mutacién de duplicacion LIVA. El ADN de las hojas de
variedades de meldn se sometié a PCR usando cebadores especificos para la mutacién de duplicacion (SEQ ID NO:
12 y 13). Para el control, se incluyeron las lineas parentales cv. Dulce (dul) y la linea reproduccion y cultivo P1414723
(pi) en el andlisis y se presentan en los dos carriles mas a la derecha, en donde la linea Dulce incluye la duplicacion
LIVA y presenta una banda de peso molecular mayor (137 pares de bases (pb)) y el PI414723 no tiene la duplicacion
LIVA y presenta una banda de peso molecular menor (125 pb). Los carriles corresponden a las siguientes variedades
de melén: 1 - PSR; 2 - TVT; 3 - HBJ; 4 - P1 157080; 5 - INB; 6 - PDS; 7 - ESL; 8 - P 157071; 9 - KRY; 10 - CHT; 11 -
CHF; 12 - DUD2; 13 -DUDS3; 14 - MAK; 15 - OGE; 16 - PH406; 17 - Carril de blanco; 18 - Rochet; 19 - Dulce control;
20 -P1414723 control. Los resultados del genotipado se resumen en la Tabla 5 en el Ejemplo 5 de la seccion de
Ejemplos mas adelante.

La FIG. 6 representa un arbol 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 mel6n 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 mas superior son un clado de
secuencias relacionado de cerca de funcién desconocida, anotado como transportadores potenciales del eflujo de
auxinas. Los numeros (mostrados en rojo) representan valores de soporte de rama, o bootstrap en% como se
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.

Descripcion de realizaciones especificas de la invencion

La presente invencion, en algunas realizaciones de la misma, se refiere a usos de polinucleétidos aislados y polipéptido
codificado por los mismos, construcciones de acidos nucleicos, células huésped y plantas transgénicas que
comprenden los mismos, y mas 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 captacion de nutrientes por las raices y el color
de los pétalos de las flores.

Antes de explicar al menos una realizacion de la invencion en detalle, debe entenderse que la invencién no esta
limitada necesariamente en su aplicacion a los detalles mostrados en la siguiente descripcion o ejemplificados por los
Ejemplos. La invencién es capaz de otras realizaciones o de llevarse a la practica 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 aqui en adelante como el "gen pH").

Asi, como se muestra en la seccién de Ejemplos que sigue, el gen se identificé en melones por clonacion basada en
mapeo usando lineas endogamicas recombinantes que tienen valores de pH definidos (Tabla 1, Ejemplo 1), y se
identificaron las secuencias de ARNm y gendmicas del gen pH [SEQ ID NO:14 (secuencia genémica), 1 (ARNm de
melén agrio), y 2 (proteina de melén agrio)]. También se identificaron los homélogos en tomates y pepino [SEQ ID
NO:31 y 5 (ARNm y proteina de tomate, respectivamente); y las SEQ ID NO: 30 y 6 (ARNm y proteina de pepino,
respectivamente)]. La comparacion de secuencias entre el gen aislado de melones agrios y no agrios reveld la
presencia de una mutacion genética que esta presente en melones no agrios y estd ausente en mel6n agrio. La
mutacion es una duplicacién de 12 acidos nucleicos en las posiciones de nucledtidos 325-336 como se muestra en la
SEQ ID NO:3
(325 _336dupTTAATTGTTGCA) que codifican una mutacién de duplicacion de la secuencia de aminoacidos LIVA
(SEQ ID NO:27) en las posiciones de aminoacidos 107-110 como se muestra en la SEQ ID NO:4 (107_110dupLIVA)
(Figuras 1A-E, Ejemplo 2). Los alineamientos de secuencias multiples mostraron que el nuevo gen pH esta presente
en diversas plantas no relacionadas (Figuras 2A-F y 3, Ejemplo 3) con una similitud de secuencia (Tabla 3, Ejemplo
3) eidentidad (Tabla 4, Ejemplo 3) significativas. Un andlisis adicional de modelado de proteinas revel6 que la mutacién
de duplicacién LIVA encontrada en el meldn no agrio se espera que cambie la conformacién de la proteina pH (Figuras
4A-D, Ejemplo 4). Ademas, a través de los andlisis de genotipo y fenotipo se demostré una correlacion directa entre
la presencia de la mutacion de duplicacién LIVA y una disminucién en la acidez del fruto (es decir, valores de pH
mayores) en variedades de melon (Figura 5, Tablas 5y 6, Ejemplo 5). Un arbol filogenético generado usando el nuevo
gen pH mostr6 que un clado de secuencias altamente similares relacionadas con el gen pH de melon esta
completamente separado de un clado relacionado de cerca de proteinas con funcién indeterminada (que se anotan
parcialmente como "transportadores de auxina" o como proteinas hipotéticas o potenciales) que estan relacionadas
mas distantemente con las familias caracterizadas de transportadores de auxina de PIN y AUX (Figura 6, Ejemplo 6).
Ademas, 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, raices y tallos (Tabla 7, Ejemplo 6). Los presentes inventores han
construido ademas plantas transgénicas transformadas para expresar un vector de silenciamiento dirigido a regular a
la baja los genes pH en melén y tomate, que presentan una acidez disminuida (es decir, valores de pH mayores)
(Tabla 8, Ejemplo 7). Por otra parte, se encontré que las plantas de tomate transgénicas que sobreexpresan el gen
pH bien de tomate o meldn agrio presentan un incremento significativo en la acidez de la planta como se muestra por
la disminucion 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.

Asi, se describe un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido
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 "polinucleétido” se refiere a una secuencia de acido nucleico
mono o bicatenaria que esta aislada y se proporciona en la forma de una secuencia de ARN, una secuencia de
polinucleétido complementario (ADNc), una secuencia de polinucleétido genémico y/o una secuencia de polinucleétido
compuesta (p. gj., una combinacién de las anteriores).

El término "aislado" se refiere a separado al menos parcialmente del entorno natural p. €j., de una célula de planta.
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Tal y como se usa en la presente memoria, la expresion "secuencia de polinucledtido complementaria” se refiere a
una secuencia, que se produce a partir de la transcripcion 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 expresion "secuencia de polinucleétido genémica" se refiere a una
secuencia derivada (aislada) de un cromosoma y representa asi una porcién contigua de un cromosoma.

Tal y como se usa en la presente memoria, la expresiéon "secuencia de polinucleétido compuesta” se refiere a una
secuencia, que es al menos parcialmente complementaria y al menos parcialmente gendmica. Una secuencia
compuesta puede incluir algunas secuencias exoénicas requeridas para codificar el polipéptido de la presente
invencion, asi como algunas secuencias intronicas interpuestas entre ellas. Las secuencias intronicas pueden ser de
cualquier origen, incluyendo de otros genes, y tipicamente incluiran secuencias sefial de corte y empalme
conservadas. Dichas secuencias intronicas pueden incluir ademas elementos reguladores de la expresién que actian
en cis.

Segun la descripcion, el polinucleétido aislado que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica 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 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
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
aproximadamente un 96%, al menos aproximadamente un 97%, al menos aproximadamente un 98%, al menos
aproximadamente un 99%, p. €j., un 100% de identidad u homologia 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.

El porcentaje de identidad (p. €j., identidad global entre secuencias de aminoacidos de dos proteinas), u homologia
(p. €j., porcentaje de homologia) puede determinarse usando cualquier software de comparacién de homologia,
incluyendo, por ejemplo, el software BlastP o TBLASTN del National Center of Biotechnology Information (NCBI) tal
como usando parametros por defecto, cuando se empieza a partir de una secuencia de polipéptido; el algoritmo
tBLASTX (disponible en el NCBI) tal como usando parametros por defecto, que compara los productos de traduccion
conceptuales de seis marcos de una secuencia de nucleétidos de blsqueda (ambas cadenas) frente a una base de
datos de secuencias de proteinas; 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 parametros por defecto (Matrizz BLOSUMG62;
APERTURA DE HUECO: 10; Extension de HUECO: 0,5; Formato de salida: par; penalizacion por HUECO TERMINAL:
falso; APERTURA DE HUECO TERMINAL: 10; EXTENSION DE HUECO TERMINAL: 0,5).

Las secuencias homologas incluyen tanto secuencias ortélogas como paralogas. El término "paraloga” se refiere a
duplicaciones génicas en el genoma de una especie que dan lugar a genes paralogos. El término "ortéloga" se refiere
a genes homodlogos en diferentes organismos debido a una relacién ancestral.

Una opcién para identificar ortélogos en especies de plantas monocotiledoneas es realizar una busqueda blast
reciproca. Esto puede hacerse por una primera comparaciéon con blast que implica la utilizacién de blast para la
secuencia de interés frente a cualquier base de datos de secuencias, tal como la base de datos NCBI disponible
publicamente que puede encontrarse en: Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) ncbi
(punto) nim (punto) nih (punto) gov. Si se buscaran los ortélogos 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
resultados de la comparacién 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 comparacién 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 comparacion con blast. Un ortélogo se identifica cuando la secuencia que posee la puntuacion
mas alta (mejor acierto) en la primera comparacion con blast identifica en la segunda comparacion con blast la
secuencia de busqueda (la secuencia de interés original) como el mejor acierto. Usando la misma base racional, se
encuentra un paralogo (homdlogo 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 arbol de unién de vecinos (Protocolo de Transferencia
de Hipertexto://en (punto) wikipedia (punto) org/wiki/Neighbor-joining) que ayuda a visualizar el agrupamiento.
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Segun algunas realizaciones de la invencion, la homologia es una homologia global, es decir, una homologia sobre
las secuencias completas de aminoacidos o acido nucleico de la invencion y no sobre porciones de las mismas.

La identidad (p. €j., porcentaje de homologia) puede determinarse usando cualquier software de comparacién de
homologia, incluyendo, por ejemplo, el software BlastN del National Center of Biotechnology Information (NCBI) tal
como usando parametros por defecto.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la identidad es una identidad global, es decir, una identidad sobre las
secuencias completas de aminoéacidos o &cido nucleico de la invencién y no sobre porciones de las mismas.

Segun la descripcion, el polinucleétido aislado codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ
IDNO:2, 4,5,6,8,9, 10,28 y 29.

Las secuencias de &cido nucleico que codifican los polipéptidos de algunas de las realizaciones de la invencidn pueden
optimizarse para la expresién. Los ejemplos de dichas modificaciones de secuencia incluyen, pero no estan limitados
a, un contenido alterado de G/C para aproximarse mas de cerca al encontrado tipicamente en la especie de planta de
interés, y la eliminacién de codones encontrados atipicamente en la especie de planta referido cominmente como
optimizacién de codones.

La expresién "optimizacién de codones" se refiere a la seleccion de nucleodtidos de ADN apropiados para uso en un
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 &cido nucleico optimizada se refiere a un gen en el que la secuencia de nucleétidos de un gen nativo o
natural se ha modificado con el fin de utilizar los codones estadisticamente preferidos o estadisticamente favorecidos
en la planta. La secuencia de nucledtidos se examina tipicamente a nivel del ADN y la region codificadora se optimiza
para la expresion en la especie de planta se determina usando cualquier procedimiento adecuado, por ejemplo, como
se describe en Sardana et al. (1996, Plant Cell Reports 15:677-681). En este método, puede calcularse la desviacion
estandar del uso de codones, una medida del sesgo en el uso de codones, encontrando en primer lugar la desviacion
proporcional al cuadrado del uso de cada coddn del gen nativo respecto al de genes de la planta altamente expresados,
seguido un calculo de la desviacion al cuadrado promedio. La formula usadaes: 1 SDCU=n=1N[(Xn-Yn)/Yn]
2/ N, donde Xn se refiere a la frecuencia de uso del codén n en genes de la planta altamente expresados, donde Yn
es la frecuencia del uso del coddn n en el gen de interés y N se refiere al nimero total de codones en el gen de interés.
Una Tabla del uso de codones de genes altamente expresados de plantas dicotiledéneas se compila usando los datos
de Murray et al. (1989, Nuc Acids Res. 17:477-498).

Un método para optimizar la secuencia de acido nucleico segun el uso de codones preferidos para un tipo de célula
de planta particular se basa en el uso directo, sin realizar ningln céalculo estadistico extra, de Tablas de optimizacién
de codones, tales como las proporcionadas en linea en la Base de Datos del Uso de Codones a través del banco de
ADN delINIAS (National Institute of Agrobiological Sciences) en Jap6n (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 estadisticamente sobre la base de los datos presentes en Genbank.

Mediante el uso de las Tablas anteriores para determinar los codones mas preferidos 0 mas favorecidos para cada
aminoacido en una especie particular (por ejemplo, arroz), una secuencia de nucleétidos natural que codifica una
proteina de interés puede optimizarse por codones para esa especie de planta particular. Esto se efectia
reemplazando los codones que pueden tener una baja incidencia estadistica en el genoma de la especie particular
por los codones correspondientes, respecto a un aminoacido, que estan mas favorecidos estadisticamente. Sin
embargo, puede seleccionarse uno o mas codones menos favorecidos para delecionar sitios de restriccion existentes,
para crear unos nuevos en uniones potencialmente Utiles (extremos 5'y 3' para afiadir un péptido senal o casetes de
terminacion, sitios internos que podrian usarse para cortar y unir segmentos entre si para producir una secuencia de
longitud completa correcta), o para eliminar secuencias de nucle6tidos que pueden afectar negativamente la
estabilidad o expresién del ARNm.

La secuencia de nucleétidos codificadora natural puede contener ya, antes de cualquier modificacion, varios codones
que corresponden a un codon estadisticamente favorecido en una especie de planta particular. Por lo tanto, la
optimizacién de codones de la secuencia de nucleétidos nativa puede comprender determinar qué codones, en la
secuencia de nucledtidos nativa, no estan estadisticamente favorecidos respecto a una planta particular, y modificar
estos codones segun la tabla del uso de codones de la planta particular para producir un derivado con optimizacion
de codones. Una secuencia de nuclettidos modificada puede optimizarse completamente o parcialmente para el uso
de codones de la planta siempre que la proteina codificada por la secuencia de nucleétidos modificada se produzca a
un nivel mayor que el de la proteina codificada por el gen natural o nativo correspondiente.

Segun la descripcion, el polinucleétido aislado que comprende una secuencia de acido nucleico que es 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 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
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 polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ
ID NO: 1, 3, 30, 31, 32, 33, 34 y 35.

Segun la descripcion, la secuencia de acido nucleico modula la acidez de una planta.

Segun la descripcion, se proporciona un polinucleétido aislado capaz de regular a la baja la expresion del polinucleétido
aislado de algunas realizaciones de la invencion en una célula huésped.

Segun la descripcién, el polinucledtido que regula a la baja previene al menos aproximadamente un 20%, p. €j., al
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. €j., un 100%
del nivel de expresién del polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, 3, 30, 31, 32, 33,
34y 35.

Los polinucleétidos que regulan a la baja pueden usarse, por ejemplo, en la cosupresién, supresion antisentido,
interferencia de ARN y moléculas de ribozima como se describe adicionalmente més adelante en la presente memoria
y en los Ejemplos 7 y 9 de la seccién de Ejemplos que sigue. Los métodos y ensayos para cualificar el efecto del
polinucleétido que regula a la baja sobre el nivel de expresidén de un polinucleétido de interés son conocidos en la
técnica y se describen adicionalmente mas adelante en la presente memoria.

Los ejemplos no limitativos de polinucleétidos que regulan a la baja incluyen aquellos mostrados por las SEQ ID NO:
15-16 (para regular a la baja el gen pH del meldn); 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).

Segun la descripcion, se proporciona un par de cebadores del polinucleétido aislado capaz de amplificar
especificamente el polinucledtido aislado de algunas realizaciones de la invencion.

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

Asi, la descripcion engloba secuencias de éacidos nucleicos descritas anteriormente en la presente memoria;
fragmentos de las mismas, secuencias hibridables con las mismas, secuencias homélogas a las mismas, secuencias
que codifican polipéptidos similares con un uso de codones diferente, secuencias alteradas caracterizadas por
mutaciones, tales como delecidn, insercién o sustitucion de uno o mas nucleétidos, bien naturales o inducidas por el
hombre, bien aleatoriamente o de una forma dirigida.

La descripcion proporciona un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos 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 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
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
aproximadamente un 96%, al menos aproximadamente un 97%, al menos aproximadamente un 98%, al menos
aproximadamente un 99%, p. €j., un 100% idéntica u homdloga a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste
enlas SEQID NO:2, 4, 5,6, 8,9, 10, 28 y 29, en donde el polipéptido modula la acidez de una planta.

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

Segun la descripcion, el polipéptido se muestra por las SEQ ID NO:2, 4, 5, 6, 8,9, 10, 28 0 29.
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La descripcion también engloba fragmentos de los polipéptidos descritos anteriormente y polipéptidos que tienen
mutaciones, tales como deleciones, inserciones o sustituciones de uno o mas aminoacidos, bien naturales o inducidas
por el hombre, bien aleatoriamente o de una forma dirigida.

Segun la descripcion, se proporciona un método para generar una planta transgénica, que comprende expresar en la
planta el polinucleétido aislado de algunas realizaciones de la invencion, o la construccion de &cido nucleico de algunas
realizaciones de la invencién, generando de esta manera la planta transgénica.

La expresién "que expresa en la planta un polinucleétido exdgeno” tal y como se usa en la presente memoria se refiere
a regular al alza el nivel de expresién de un polinucleétido exdégeno en la planta mediante la introduccién del
polinucleétido exdgeno en una célula de planta o planta y expresandolo por medios recombinantes, como se describe
adicionalmente mas adelante en la presente memoria.

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

Tal y como se usa en la presente memoria, la expresién "polinucleétido exégeno" se refiere a una secuencia de acido
nucleico heteréloga que puede no expresarse naturalmente en la planta o cuya sobreexpresion en la planta se desea.
El polinuclettido exégeno puede introducirse en la planta de una manera estable o transitoria, de manera que se
produce una molécula de acido ribonucleico (ARN) y/o una molécula de polipéptido. Debe indicarse que el
polinucleétido exégeno puede comprender una secuencia de acido nucleico que es idéntica o parcialmente homoéloga
a una secuencia de &cido nucleico endégena de la planta.

El término "enddgeno” tal y como se usa en la presente memoria se refiere a cualquier polinucleétido o polipéptido
que esta presente y/o se expresa naturalmente en una planta o una célula de la misma.

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, raices (incluyendo tubérculos), y células, tejidos y
organos de las plantas. La planta puede estar en cualquier forma incluyendo cultivos en suspensién, embriones,
regiones meristematicas, tejido de callo, hojas, gametofitos, esporofitos, polen, y microesporas. Las plantas que son
particularmente utiles en los métodos de la invencion incluyen todas las plantas que pertenecen a la superfamilia
Viridiplantae, en particular plantas monocotiledéneas y dicotileddneas incluyendo una leguminosa de pienso o forraje,
planta ornamental, cultivo alimentario, arbol, 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.,
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.,
Eucalypfus spp., Euclea schimperi, Eulalia vi/losa, 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
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,
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, esparrago, brécol, coles
de Bruselas, col, canola, zanahoria, coliflor, apio, berzas, lino, col rizada, lentejas, colza, ocra, cebolla, patata, arroz,
s0ja, paja, remolacha, cafa de azucar, girasol, tomate, té aplastado, maiz, trigo, cebada, centeno, avena, cacahuete,
guisante, lenteja y alfalfa, algoddn, colza, canola, pimiento, girasol, tabaco, berenjena, eucalipto, un arbol, 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 invencion.

Segun la descripcién, la planta tiene un gen, que es un ortélogo del gen pH de melén identificado (p. €j., las SEQ ID
NO: 1-4), y que se expresa normalmente en el fruto en desarrollo, funcionando de esta manera probablemente en la
acumulacion de &cido.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2817780 T3

Segun algunas realizaciones de la invencion, la planta usada segun algunas realizaciones de la invencion es de una
familia de plantas seleccionada del grupo que consiste en: Solanaceae, Cucurbitaceae, Rutaceae, Rosaceae, y
Vitaceae.

Segun algunas realizaciones de la invencioén, la planta usada segun algunas realizaciones de la invencién se
selecciona del grupo que consiste en melén, tomate, manzana, uva, fresa, naranja, melocotén, y petunia.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la expresién del polinucleétido exdgeno de la invencion en la planta se
efectua transformando una o més células de la planta con el polinucleétido exégeno, seguido de la generacion de una
planta madura a partir de las células trasformadas y cultivo de la planta madura en condiciones adecuadas para la
expresion del polinucledtido exégeno en la planta madura.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la transformacion se efectda introduciendo en la célula de la planta una
construccion de acido nucleico que incluye el polinucleétido exégeno de algunas realizaciones de la invencion y al
menos un elemento regulador que actua en cis (p. €j., promotor) para dirigir la transcripcién del polinucleétido exégeno
en una célula huésped (una célula de la planta). Los detalles adicionales de estrategias de transformacion adecuadas
se proporcionan mas adelante en la presente memoria.

Segun la descripcion, se proporciona una construccion de acido nucleico que comprende el polinucleétido aislado de
la invencion, y un elemento regulador que actda en cis (p. €j., una secuencia promotora) para dirigir la transcripcion
de la secuencia de &cido nucleico del polinucleétido aislado en una célula huésped.

Segun la descripcion, se proporciona una célula de planta que expresa exdgenamente el polinucleétido de algunas
realizaciones de la invencion, la construccion de acido nucleico de algunas realizaciones de la invencion y/o el
polipéptido de algunas realizaciones de la invencién.

Segun algunas realizaciones de la invencién, el polinucleétido aislado esta unido de forma operativa a la secuencia
promotora.

Una secuencia de acido nucleico codificadora esté "unida de forma operativa" a una secuencia reguladora (p. €j.,
promotor) si la secuencia reguladora es capaz de ejercer un efecto regulador sobre la secuencia codificadora unida a
ella.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "promotor" se refiere a una region de ADN que se encuentra en
5' del sitio de inicio de la transcripcién de un gen al que se une la ARN polimerasa para iniciar la transcripciéon del ARN.
El promotor controla donde (p. ej., qué porcion de una planta) y/o cuando (p. ej., en qué estadio o condicién en la vida
de un organismo) se expresa el gen.

Puede usarse cualquier secuencia promotora adecuada por la construccién de acido nucleico de la presente invencion.
Segun algunas realizaciones de la invencion, el promotor es un promotor constitutivo, un promotor especifico de tejido,
un promotor inducible (p. €j., inducible por estrés abidtico), o un promotor especifico 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-
812, 1985); Ubi 1 de maiz (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
maiz (Lepetit et al, Mol. Gen. Genet. 231: 276-285, 1992); actina 2 (An et al, Plant J. 10(1);107-121, 1996) y Super
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 especificos de tejido adecuados incluyen, pero no estan limitados a, promotores especificos 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
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 especifico de semilla; Stuitje A. R. et. al. Plant Biotechnology Journal 1 (4): 301-309), de genes especificos
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), albumina de nuez de Brasil (Pearson' et al., Plant Mol. Biol. 18: 235- 245, 1992),
legimina (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), zeina (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 especificos de endospermo [p. ej., LMW y HMW de
trigo, glutenina-1 (Mol Gen Genet 216:81-90, 1989; NAR 17:461-2), gliadinas a, by g de trigo (EMBOS3: 1409-15, 1984),
promotor ltrl de cebada, hordeina 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 maiz (Plant J 12:235-46, 1997), gamma-kafirina de sorgo (PMB 32:1029-35, 1996)], promotores
especificos 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 especificos 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 raices tales como
el promotor ROOTP.

La construccién de acido nucleico puede incluir ademas un marcador seleccionable apropiado y/o un origen de
replicacién. Segln algunas realizaciones de la invencion, la construccion de acido nucleico utilizada es un vector
lanzadera, que puede propagarse en E. coli (en donde la construccion comprende un marcador seleccionable
apropiado y origen de replicacién) y ser compatible con la propagacion en células. La construccion segun la presente
invencion puede ser, por ejemplo, un pldsmido, un bacmido, un fagémido, un césmido, un fago, un virus o un
cromosoma artificial.

Segun la descripcion, se proporciona una planta que comprende la construccion de &cido nucleico de algunas
realizaciones de la invencion o la célula de planta de algunas realizaciones de la invencién.

Segun la descripcion, la planta se transforma con la construccion de acido nucleico o se transfecta con la construccion
de acido nucleico de algunas realizaciones de la invencién.

Segun la descripcién, la planta expresa exdgenamente el polinucleétido aislado, el polipéptido aislado o la construccién
de acido nucleico de algunas realizaciones de la invencién.

La construccion de acido nucleico puede utilizarse para transformar de forma estable o transitoria las células de
plantas. En la transformacién estable, el polinucleétido exdégeno se integra en el genoma de la planta y como tal
representa un rasgo estable y hereditario. En la transformacion transitoria, el polinucleétido exégeno se expresa por
la célula transformada, pero no se integra en el genoma y como tal representa un rasgo transitorio.

Hay diversos métodos para introducir genes extrafios en plantas tanto monocotiledoneas como dicotiledéneas
(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 integracién estable de ADN exdégeno en el ADN gendmico de una planta
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.

(i) Captacion 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 captacion directa de ADN en protoplastos, Toriyama, K. et al. (1988) Bio/Technology
6:1072-1074. Captacion 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. Inyeccion de ADN en células o tejidos de plantas
por bombardeo de particulas, 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; transformacion 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 incubacién directa del ADN con polen en germinacién, DeWet et al. en Experimental Manipulation of Ovule
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 plasmidicos que contienen segmentos definidos de ADN que
se integran en el ADN gendmico de una planta. Los métodos para inocular el tejido de una planta varian dependiendo
de la especie de planta y el sistema de administracién de Agrobacterium. Una estrategia ampliamente usada es el
procedimiento de disco de hoja que puede realizarse con cualquier explante de tejido que proporcione una buena
fuente para el inicio de la diferenciacién de la planta completa. Véase, p. €j., Horsch et al. en Plant Molecular Biology
Manual A5, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht (1988) p. 1-9. Una estrategia suplementaria emplea el sistema de
administracién de Agrobacterium en combinacién con infiltracién en vacio. El sistema de Agrobacterium es
especialmente viable en la creacion de plantas dicotileddneas transgénicas.

Hay diversos métodos para la transferencia directa de ADN en células de plantas. En la electroporacién, los
protoplastos se exponen brevemente a un campo eléctrico fuerte. En la microinyeccion, el ADN se inyecta
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mecanicamente directamente en las células usando micropipetas muy pequefas. En el bombardeo de microparticulas,
el ADN se adsorbe en microproyectiles tales como cristales de sulfato de magnesio o particulas de tungsteno, y los
microproyectiles se aceleran fisicamente en células o tejidos de la planta.

Después de la transformacion estable, se ejecuta la propagacion de la planta. EIl método mas comun de propagacion
de plantas es por semilla. La regeneracién por propagacion de semillas, sin embargo, tiene la deficiencia de que,
debido a la heterocigosidad, hay una ausencia de uniformidad en el cultivo, ya que las semillas son producidas por las
plantas segun las variaciones genéticas gobernadas por las reglas mendelianas. Basicamente, cada semilla es
genéticamente diferente y cada una crecera con sus propios rasgos especificos. Por lo tanto, se prefiere que la planta
transformada se produzca de manera que la planta regenerada tenga los rasgos y caracteristicas idénticos de la planta
transgénica parental. Por lo tanto, se prefiere que la planta transformada se regenere por micropropagacion, lo que
proporciona una reproduccion rapida, consistente, de las plantas transformadas.

La micropropagacion es un proceso para crecer plantas de nueva generacién a partir de una Unica pieza de tejido que
se ha escindido de una planta o variedad cultivada parental seleccionada. Este proceso permite la reproduccién en
masa de plantas en las que el tejido preferido expresa la proteina de fusion. Las plantas de nueva generacion que se
producen son genéticamente idénticas a, y tienen todas las caracteristicas de, la planta original. La micropropagacién
permite la produccion en masa de material de planta de calidad en un periodo corto de tiempo y ofrece una rapida
multiplicacion de variedades cultivadas seleccionadas con la preservacion de las caracteristicas de la planta
transgénica o transformada original. Las ventajas de clonar plantas son la velocidad de la multiplicacién de las plantas
y la calidad y uniformidad de las plantas producidas.

La micropropagacion es un procedimiento con multiples etapas que requiere la alteracién del medio de cultivo o de las
condiciones de crecimiento entre etapas. Asi, el proceso de micropropagacién implica cuatro etapas basicas: Etapa
uno, cultivo inicial del tejido; etapa dos, multiplicacion del cultivo de tejido; etapa tres, diferenciacién y formacién 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 esta libre de contaminantes. Durante la etapa dos, el cultivo inicial del tejido
se multiplica hasta que se produce un numero suficiente de muestras de tejido para cumplir con los objetivos de
produccion. Durante la etapa tres, las muestras de tejido crecidas en la etapa dos se dividen y se crecen en plantulas
individuales. En la etapa cuatro, las plantulas 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.

Segun algunas realizaciones de la invencién, las plantas transgénicas se generan por la transformacion transitoria de
células de la hoja, células meristematicas o la planta completa.

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

Los virus que se ha mostrado que son utiles para la transformacién de plantas huéspedes incluyen CaMV, virus del
mosaico del tabaco (TMV), virus del mosaico del bromo (BMV) y virus del mosaico comun del frijol (BV o BCMV). La
transformacién 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 particulas de pseudovirus para uso en la expresion de ADN extrafio
en muchos huéspedes, incluyendo plantas, se describen en WO 87/06261.

Segun algunas realizaciones de la invencién, el virus usado para las transformaciones transitorias es avirulento y asi
es incapaz de causar sintomas graves tales como tasa de crecimiento reducida, mosaico, manchas anulares,
enrollamiento de hojas, amarilleamiento, rayado, formacion de pustulas, formacién de tumores y hendiduras. Un virus
avirulento adecuado puede ser un virus avirulento natural o un virus atenuado artificialmente. La atenuacion de virus
puede efectuarse usando métodos muy conocidos en la técnica incluyendo, pero no limitado a, calentamiento subletal,
tratamiento quimico 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
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 concentracion de un virus adecuado, preferiblemente hojas jovenes y pétalos de flores, se muelen
en una disoluciéon tampon (p. €j., disolucién de tampén fosfato) para producir una savia infectada con virus que puede
usarse en inoculaciones posteriores.

La construccién de virus de ARN de plantas para la introduccion y expresion de secuencias de polinucleétido exdgenas
no virales en plantas se demuestra por las referencias anteriores, asi 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 si mismo.
Alternativamente, el virus puede clonarse en primer lugar en un plasmido bacteriano para facilitar la construccion del
vector viral deseado con el ADN extrafo. El virus puede escindirse entonces del plasmido. Si el virus es un virus de
ADN, puede unirse un origen de replicacion de bacteriano al ADN viral, que se replica entonces por las bacterias. La
transcripcion y traduccion de este ADN producira la proteina de la cubierta que encapsidara el ADN viral. Si el virus
es un virus de ARN, el virus se clona generalmente como un ADNc y se inserta en un plasmido. El plasmido se usa
entonces para preparar todas las construcciones. El virus de ARN se produce entonces transcribiendo la secuencia
viral del plasmido y la traduccion de los genes virales para producir la o las proteinas de la cubierta que encapsidara
el ARN viral.

Se describe un polinucleétido viral de plantas en el que la secuencia codificadora de la proteina de la cubierta nativa
se ha delecionado de un polinucledtido viral, se ha insertado una secuencia codificadora de la proteina de la cubierta
viral de la planta no nativa y un promotor no nativo, preferiblemente el promotor subgendémico de la secuencia
codificadora de la proteina de la cubierta no nativa, capaz de la expresion en la planta huésped, empaquetamiento del
polinucleétido viral de planta recombinante, y de asegurar una infeccion sistémica del huésped por el polinucleétido
viral de la planta recombinante. Alternativamente, el gen de la proteina de la cubierta puede inactivarse por insercion
de la secuencia de polinucleétido no nativa en el mismo, de manera que se produce una proteina. El polinucleétido
viral de la planta recombinante puede contener uno o mas promotores subgenémicos no nativos adicionales. Cada
promotor subgenémico no nativo es capaz de transcribir o expresar genes o secuencias de polinucleétidos adyacentes
en la planta huésped y es incapaz de recombinacién entre si y con promotores subgendmicos nativos. Las secuencias
de polinucledtidos no nativas (extrafas) pueden insertarse adyacentes al promotor subgendémico viral de la planta
nativo o los promotores subgendmicos virales de la planta no nativos si se incluye mas de una secuencia de
polinucledtido. Las secuencias de polinucleétidos no nativas se transcriben o expresan en la planta huésped bajo el
control del promotor subgendmico para producir los productos deseados.

Puede proporcionarse un polinucle6tido viral de planta recombinante como anteriormente excepto porque la secuencia
codificadora de la proteina de la cubierta nativa se pone adyacente a uno los promotores subgenémicos de la proteina
de la cubierta no nativa en lugar de una secuencia codificadora de la proteina de la cubierta no nativa.

Puede proporcionarse un polinucleétido viral de planta recombinante en el que el gen de la proteina de la cubierta
nativo esta adyacente a su promotor subgendmico y se han insertado uno o mas promotores subgendémicos no nativos
en el polinucleétido viral. Los promotores subgenémicos no nativos insertados son capaces de transcribir o expresar
genes adyacentes en una planta huésped y son incapaces de recombinacion entre si y con promotores subgendémicos
nativos. Las secuencias de polinucle6tidos no nativas pueden insertarse adyacentes a los promotores virales de planta
subgendmicos no nativos de manera que las secuencias se transcriben o expresan en la planta huésped bajo el control
de los promotores subgendmicos para producir el producto deseado.

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

Los vectores virales se encapsidan por las proteinas de la cubierta codificadas por el polinucleétido viral de planta
recombinante para producir un virus de planta recombinante. El polinucleétido viral de planta recombinante o el virus
de planta recombinante se usa para infectar plantas huésped apropiadas. El polinucleétido viral de planta
recombinante es capaz de replicarse en el huésped, diseminarse sistémicamente en el huésped, y de transcribir o
expresar gen(es) extrafo(s) (polinucleo6tido exégeno) en el huésped para producir la proteina deseada.

Las técnicas para la inoculacion 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)",
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.

Ademas de lo anterior, el polinucleétido también puede introducirse en el genoma de un cloroplasto permitiendo de
esta manera la expresién en el cloroplasto. Se conoce una técnica para introducir secuencias de polinucleétidos
exogenas en el genoma de los cloroplastos. Esta técnica implica los siguientes procedimientos. En primer lugar, las
células de la planta se tratan quimicamente para reducir el nimero de cloroplastos por célula hasta aproximadamente
uno. Entonces, el polinucleétido exégeno se introduce mediante bombardeo de particulas en las células con el objetivo
de introducir al menos una molécula de polinucleétido exdgeno en los cloroplastos. Los polinucleétidos exdgenos se
seleccionan de manera que se puedan integrar en el genoma de los cloroplastos mediante recombinacién homoéloga
que se efectla facilmente por enzimas inherentes al cloroplasto. Para este fin, el polinucledtido exdgeno incluye,
ademas de un gen de interés, al menos una cadena de polinucleé6tido que deriva del genoma del cloroplasto. Ademas,
el polinucledtido ex6geno incluye un marcador seleccionable, que sirve por procedimientos de seleccion secuencial,
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para asegurar que todas o sustancialmente todas las copias de los genomas de los cloroplastos después de dicha
seleccion incluiran el polinucleétido exdgeno. 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 asi un polipéptido por el sistema de expresion de
proteinas del cloroplasto e integrarse en la membrana interna del cloroplasto.

El polinucleétido aislado puede expresarse junto con un gen de interés adicional. La expresién de una pluralidad de
polinucleétidos exdégenos en una Unica planta huésped puede efectuarse mediante la cointroduccion de mdltiples
construcciones de acidos nucleicos, incluyendo cada una un polinucleétido exégeno diferente, en una Unica 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 expresion de una pluralidad de polinucleétidos exdégenos en una Unica planta huésped puede
efectuarse mediante la cointroduccién en una Unica célula de la planta de una Unica construccion de acido nucleico
que incluye una pluralidad de diferentes polinucleétidos exégenos. Dicha construccion puede disefiarse con una Unica
secuencia promotora que puede transcribir un ARN mensajero policistrénico incluyendo todas las secuencias de
polinucledtidos exdgenos diferentes. Para permitir la cotraduccion de los diferentes polipéptidos codificados por el
ARN mensajero policistrénico, las secuencias de polinucledtidos pueden estar interconectadas mediante una
secuencia de sitio de entrada a ribosoma interno (IRES) que facilita la traduccién de secuencias de polinucleétidos
posicionadas en 3' de la secuencia IRES. En este caso, una molécula de ARN policistronico transcrito que codifica los
diferentes polipéptidos descritos anteriormente se traducird desde tanto el extremo 5' protegido como las dos
secuencias IRES internas de la molécula de ARN policistrénico para producir de esta manera en la célula todos los
polipéptidos diferentes. Alternativamente, la construccion puede incluir varias secuencias promotoras unida cada una
a una secuencia de polinucleétido exégeno diferente.

La célula de la planta transformada con la construccion que incluye una pluralidad de diferentes polinucleé6tidos
exogenos, puede regenerarse en una planta madura, usando los métodos descritos en la presente memoria
anteriormente.

Alternativamente, la expresion de una pluralidad de polinucleétidos exdégenos en una Unica planta huésped puede
efectuarse introduciendo diferentes construcciones de acidos nucleicos, incluyendo diferentes polinucleétidos
exogenos, 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 abiotico, eficiencia en el uso del
agua, eficiencia en el uso de fertilizantes, crecimiento, biomasa, rendimiento y/o vigor, usado técnicas convencionales
de reproduccién y cultivo de plantas.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la célula de la planta forma una parte de una planta.

Asi, la invencion engloba plantas que expresan exdégenamente el o los polinucleétidos, las construcciones de acidos
nucleicos y/o el o los polipéptidos de la invencion. Una vez expresado en la célula de la planta o en la planta completa,
puede determinarse el nivel del polipéptido codificado por el polinucledtido exégeno por métodos muy conocidos en la
técnica, tales como, ensayos de actividad, transferencias Western usando anticuerpos capaces de unirse
especificamente al polipéptido, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayos (RIA),
inmunohistoquimica, inmunocitoquimica, inmunofluorescencia y similares.

Los métodos para determinar el nivel en la planta del ARN transcrito a partir del polinucleétido exégeno son muy
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, analisis por transferencia Northern, analisis por reacciéon en cadena
de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) (incluyendo RT-PCR cuantitativa, semicuantitativa o en tiempo
real) e hibridacion de ARN in situ.

La identificacion del gen y la proteina pH descritos en la presente memoria, junto con el polimorfismo responsable de
su ausencia de funcién y ausencia posterior de acumulacién de &cido, puede usarse para la produccién transgénica
de melones u otros tipos de frutos con una acidez del fruto alterada, bien por la sobreexpresién o la expresion reducida
por las tecnologias conocidas de biologia molecular.

Por ejemplo, como se muestra en la Tabla 8 (Ejemplo 7 de la seccién de Ejemplos que sigue) y en la Tabla 9 (Ejemplo
8 de la seccién de Ejemplos que sigue) mediante la regulacion a la baja o la regulacién al alza del nivel de expresién
del gen pH en la planta, la acidez del tejido de la planta (p. €j., fruto) puede disminuirse (es decir, valores mayores de
pH) o incrementarse (es decir, valores menores de pH), respectivamente, en comparacion con plantas nativas de la
misma especie que se crecen en las mismas condiciones de crecimiento y que no estdn modificadas con las
biomoléculas (polinucleétido o polipéptidos) de algunas realizaciones de la invencion.

Segun la descripcion, se proporciona un método para regular la acidez de una planta. El método se efectia modulando
un nivel de expresion 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
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
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 homologia 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.

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

Segun algunas realizaciones de la invencion, la porcion de la planta es una porcién hidratica.

Segun algunas realizaciones de la invencién, la porciéon de la planta puede ser, pero no esta limitada a, fruto, raiz,
hoja, tallo, flor y pétalo.

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 varia 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. €j., mas neutro (alrededor de pH 7) o bésico].

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. €j., al menos aproximadamente 0,2, aproximadamente
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,
aproximadamente 6,5, o aproximadamente 7 0 mas valores del pH en comparacion con una planta nativa [es decir,
una planta no modificada con las biomoléculas (polinucleétido o polipéptidos) de algunas realizaciones de la invencion,
p. ej., una planta no transformada de la misma especie que se crece en las mismas condiciones de crecimiento].

Segun algunas realizaciones de la invencion, regular comprende incrementar la acidez de la planta, y modular
comprende regular al alza el nivel de expresién del polipéptido.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la regulacion al alza del nivel de expresion del polipéptido se realiza
expresando en la planta un polinucleétido exégeno que codifica el polipéptido de algunas realizaciones de la invencién
como se describe en la presente memoria anteriormente.

Segun algunas realizaciones de la invencion, regular comprende disminuir la acidez de la planta, y modular comprende
regular a la baja el nivel de expresion del polipéptido que se realiza transformando una célula de planta de la planta
con un polinucleétido capaz de regular a la baja el nivel de expresién del polipéptido.

La regulacién a la baja (silenciamiento génico) del producto de la transcripcién o de la traduccion de un gen endégeno
(p. €j., el gen pH) puede conseguirse por cosupresion, supresién antisentido, interferencia de ARN y moléculas de
ribozima.

Cosupresion (supresion con sentido) - La inhibicién del gen enddgeno puede conseguirse por cosupresion, usando
una molécula de ARN (o un vector de expresion que codifica la misma) que esta en la orientacién con sentido con
respecto a la direccién de la transcripcion del gen endégeno. El polinucledtido usado para la cosupresién puede
corresponder a toda o parte de la secuencia que codifica el polipéptido enddgeno y/o a toda o parte de la region no
traducida en 5' y/o 3' del transcrito endégeno; también puede ser un ARN no poliadenilado; un ARN que carece de
una estructura de cubierta en 5'; o un ARN que contiene un intrén no sometido a corte y empalme. En algunas
realizaciones, el polinucle6tido usado para la cosupresion se disefia para eliminar el codén de inicio del polinucleétido
enddgeno, de manera que no se traducira el producto proteico. Los métodos de cosupresion usando una secuencia
de ADNc de longitud completa, asi como una secuencia de ADNc parcial son conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, la Pat. de EE. UU. No. 5.231.020).

Segun algunas realizaciones de la invencion, la regulacién a la baja del gen enddgeno se realiza usando un vector de
expresion amplicon 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
transcripcion del vector de expresién permiten que el producto de la transcripcion dirija su propia replicacion. Los
transcritos producidos por el amplicon 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
la Pat. de EE. UU. No. 6.646.805].
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Supresion antisentido - La supresién antisentido puede realizarse usando un polinucleétido antisentido o un vector de
expresion que se disefia para expresar una molécula de ARN complementaria a todo o parte del ARN mensajero
(ARNm) que codifica el polipéptido enddgeno y/o a toda o una parte de la regién no traducida en 5' y/o 3' del gen
enddgeno. La sobreexpresion de la molécula de ARN antisentido puede dar lugar a la expresion reducida del gen
nativo (endogeno). El polinucledtido antisentido puede ser completamente complementario a la secuencia diana {es
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 supresion antisentido puede usarse para inhibir la expresion de multiples proteinas en la misma planta
(véase. €j., la Pat. de EE. UU. No. 5.942.657). Ademas, pueden usarse porciones de los nucledtidos antisentido para
disrumpir la expresion del gen diana. Generalmente, pueden usarse las secuencias de al menos aproximadamente 50
nucleétidos, al menos aproximadamente 100 nucleétidos, al menos aproximadamente 200 nucleétidos, al menos
aproximadamente 300, al menos aproximadamente 400, al menos aproximadamente 450, al menos aproximadamente
500, al menos aproximadamente 550, o mas. Los métodos para usar la supresién antisentido para inhibir la expresién
de genes endogenos 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 supresién antisentido puede incrementarse incluyendo
una region poli-dT en el casete de expresion en una posicion 3' respecto a la secuencia antisentido y 5' respecto a la
sefal de poliadenilacion [Véase la Publicacion de Patente de EE. UU. No. 20020048814].

Interferencia de ARN - La interferencia de ARN puede conseguirse usando un polinucleétido, 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 polinucleétidos, que forman un ARN bicatenario.

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

En algunas realizaciones de la invencién, la region del tallo con emparejamiento de bases de la molécula de ARNhp
determina la especificidad de la interferencia de ARN. En esta configuracion, la secuencia con sentido de la regién del
tallo con emparejamiento de bases puede corresponder a todo o parte del ARNm enddgeno que se quiere regular a
la baja 0 a una porcién de una secuencia promotora que controla la expresion del gen endégeno que se quiere inhibir;
y la secuencia antisentido de la region 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
expresion de genes enddgenos, de una manera que se hereda por las generaciones posteriores de plantas [Véase,
p. €j., 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 Publicacién de Patente de EE. UU. No. 2003/0175965].

Segun algunas realizaciones de la invencién, la secuencia con sentido del tallo con emparejamiento de bases tiene
una longitud de aproximadamente 10 nucleétidos a aproximadamente 2.500 nucleétidos, p. ej., de aproximadamente
10 nucledtidos a aproximadamente 500 nucleétidos, p. €j., de aproximadamente 15 nucleétidos a aproximadamente
300 nucledtidos, p. ej., de aproximadamente 20 nuclettidos a aproximadamente 100 nucleétidos, p. €j., o de
aproximadamente 25 nucleétidos a aproximadamente 100 nucleétidos.

Segun algunas realizaciones de la invencién, la secuencia antisentido del tallo con emparejamiento de bases puede
tener una longitud que es menor, igual que, 0 mayor que la longitud de la secuencia con sentido correspondiente.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la porcion de bucle del ARNhp puede tener una longitud de
aproximadamente 10 nucledtidos a aproximadamente 500 nucleétidos, por ejemplo, una longitud de aproximadamente
15 nucleétidos a aproximadamente 100 nucleétidos, de aproximadamente 20 nucleétidos a aproximadamente 300
nucleétidos o de aproximadamente 25 nucleétidos a aproximadamente 400 nucleétidos.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la porcion de bucle del ARNhp puede incluir un intron (ARNihp), que es
capaz de ser cortado y empalmado en la célula huésped. El uso de un intrén minimiza el tamafo del bucle en la
molécula de ARN en horquilla después del corte y empalme e incrementa asi 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)
Plant J. 33:793-800; y la Publicacién 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 invencion, la region de bucle del ARN en horquilla determina la especificidad de la
interferencia de ARN frente a su ARN endogeno diana. En esta configuracién, la secuencia del bucle corresponde a
todo o parte del ARN mensajero enddgeno 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).
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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 Unico vector de expresiéon (que comprende secuencias de ambas cadenas) o a partir
de dos vectores de expresion (que comprende cada uno la secuencia de una de las cadenas). Los métodos para usar
interferencia de ARNds para inhibir la expresién de genes de plantas enddgenos 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.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la interferencia de ARN se efectlia usando un vector de expresién
disefado para expresar una molécula de ARN que esta modelada sobre un gen de microARN endoégeno (miARN).
Los micro ARN (miARN) son agentes reguladores que consisten en aproximadamente 22 ribonucle6tidos y son
altamente eficientes para inhibir la expresion de genes enddgenos [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 nucleétidos que
es complementaria al gen enddgeno diana.

Ribozima - Las moléculas de ARN cataliticas, ribozimas, se disefian para escindir trascritos de ARNm particulares,
previniendo asi la expresién de sus polipéptidos codificados. Las ribozimas escinden el ARNm en secuencias de
reconocimiento especificas 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
de bases complementarias con el ARNm diana. El Unico requerimiento es que el ARN diana contenga una secuencia
de nucledtidos 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 escision 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, Capitulo 43,
"Expressing Ribozymes in Plants", Editado por Turner, P. C, Humana Press Inc., Totowa, N.J.; Pat. de EE. UU. No.
6.423.885]. Las ARN endorribonucleasas tales como las encontradas en Tetrahymena thermophila también son
ribozimas Utiles (Pat. de EE. UU. No. 4.987.071).

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

Segun algunas realizaciones de la invencion, la planta comprende un fruto.
Segun algunas realizaciones de la invencion, el fruto es un fruto maduro.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la regulacion del nivel de expresién del polinucleétido o del polipéptido
codificado de esta manera se efectia usando un promotor especifico de fruto.

Segun algunas realizaciones de la invencién, la regulacion se efectia usando un promotor especifico del desarrollo
para modular la expresion del polipéptido antes de la maduracion del fruto.

Por ejemplo, la modificacion de la acidez de un fruto de pepino puede realizarse antes de la maduracion del fruto.

Como se describe en la seccion de Antecedentes, el pH del fruto afecta la calidad del fruto después de la recoleccion.
Asi, la reduccion del pH (acidez incrementada) ejerce probablemente un efecto positivo en el almacenamiento del fruto
y en la inhibicion de los ataques de patdgenos.

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la invencion, se proporciona un método para afectar el almacenamiento
del fruto después de la recoleccion. El método se efectda regulando la acidez del fruto segin el método de algunas
realizaciones de la invencion, en donde cuando la regulacién comprende incrementar la acidez del fruto entonces se
incrementa el almacenamiento del fruto después de la recoleccién, y en donde cuando la regulacién comprende
disminuir la acidez del fruto entonces se disminuye el almacenamiento del fruto después de la recoleccién.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la planta comprende una porcién distinta de fruto.
Segun algunas realizaciones de la invencion, la parte distinta de fruto comprende raices.

Debe indicarse que el pH de las raices de la planta afecta el pH de la rizosfera, y de esta manera puede incrementar
o disminuir la captacion de nutrientes. Asi, una acidez incrementada de las raices de la planta puede incrementar la
captacién de nutrientes a través de las raices ya que la acidez incrementa la solubilidad de los nutrientes tales como
hierro (Fe), manganeso (Mn), y cobre (Cu), metales toxicos tales como aluminio, o0 metales pesados tales como
Cadmio (Cd), Plomo (Pb) y cinc (Zn) en el suelo. Asi, la reduccién de la acidez de las raices puede aliviar la toxicidad
del aluminio o de los metales pesados.

Segun la descripcion, se proporciona un método para afectar la captacién de nutrientes, quimicos téxicos o metales
pesados de una planta, que comprende regular la acidez de las raices segun el método de algunas realizaciones de
la invencion, en donde cuando la regulacion comprende incrementar la acidez de las raices entonces se incrementa
la captacion de nutrientes, quimicos toxicos o metales pesados, y en donde cuando la regulacién comprende disminuir
la acidez de las raices entonces se disminuye o permanece inalterada la captacion de nutrientes, quimicos toxicos o
metales pesados.
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Debe indicarse que el incremento de la acidez de las raices de la planta es deseable cuando existe una necesidad de
incrementar la captacion de nutrientes tales como hierro, magnesio y cobre. Ademas, la captacion incrementada de
nutrientes también puede incrementar la eficiencia en el uso de fertilizantes (p. €j., nitrdgeno, micronutrientes) de una
planta, especialmente cuando se crece en concentraciones limitantes de fertilizante (p. ej., nitrogeno).
Alternativamente, en suelos con metales pesados, el incremento del pH de las raices (es decir, disminucién de la
acidez de las raices) puede reducir la captacién de los metales pesados, que son toxicos para la planta.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la planta con una acidez incrementada de las raices no es un arbol de
pino.

El efecto del transgén (el polinuclettido exdgeno que codifica el polipéptido) en la eficiencia en el uso de fertilizantes
(p. €j., eficiencia en el uso de nitr6geno) puede determinarse usando métodos conocidos tal como se detalla mas
adelante y en la seccién 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 tamafo
global, tiempo hasta la floracion, rendimiento, contenido de proteinas del brote y/o grano. Los parametros evaluados
son el tamano global de la planta madura, su peso humedo y seco, el peso de las semillas producidas, el tamafio
promedio de las semillas y el nimero de semillas producidas por planta. Otros parametros que pueden ensayarse son:
el contenido de clorofila de las hojas (ya que el estado de nitrégeno de la planta y el grado de verdor de las hojas estan
altamente correlacionados), contenido de aminoéacidos y de proteina 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 nitrégeno en cantidades
limitantes, pueden anadirse fosfato o potasio a concentraciones crecientes. De nuevo, los mismos parametros medidos
son los mismos que los listados anteriormente. De esta manera, se evallan la eficiencia en el uso de nitrégeno (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 restriccion de nutrientes.

Eficiencia en el uso de nitrogeno - Para analizar si las plantas transgénicas (p. €j., plantas de Arabidopsis) responden
mejor al nitrégeno, las plantas se crecen en 0,75-3 milimolar (mM, condiciones deficientes de nitrdgeno) o 6-10 mM
(concentracién 6ptima de nitrogeno). Se deja que las plantas crezcan durante 25 dias adicionales o hasta la produccion
de semillas. Las plantas se analizan entonces para determinar su tamafo global, tiempo hasta la floracién, rendimiento,
contenido de proteinas del brote y/o grano/produccion de semillas. Los parametros evaluados pueden ser el tamafno
global de la planta, peso himedo y seco, el peso de las semillas producidas, el tamafio promedio de las semillas y el
numero de semillas producidas por planta. Otros parametros que pueden ensayarse son: el contenido de clorofila de
las hojas (ya que el estado de nitrégeno de la planta y el grado de verdor de las hojas estan altamente correlacionados),
contenido de aminoacidos y de proteina 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 fisiolégicos y/o morfolégicos sustanciales
0 que presentan parametros medidos mas altos que las plantas de tipo salvaje, se identifican como plantas eficientes
en el uso de nitrégeno.

Ensayo de eficiencia en el uso de nitrégeno usando plantulas - El ensayo se hace segin 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 dias en 0,5 x MS [Murashige-Skoog] suplementado con un agente de
seleccion se transfieren a dos condiciones limitantes de nitrogeno: el medio MS en el que la concentracion de nitrégeno
combinada (NH4sNOs y KNOs) era 0,75 mM (condiciones deficientes de nitrégeno) o 6-15 mM (concentracién 6ptima
de nitrégeno). Se deja que las plantas crezcan durante 30-40 dias adicionales y se fotografian entonces, se retiran
individualmente del Agar (el brote sin las raices) y se pesan inmediatamente (peso fresco) para analisis estadisticos
posteriores. Las construcciones para las que solo estan disponibles las semillas T1 se siembran en medio selectivo y
se transfieren cuidadosamente al menos 20 plantones (representando cada una un evento de transformacion
independiente) al medio con nitrégeno limitante. Para las construcciones para las que estan disponibles las semillas
T2, se analizan diferentes eventos de transformacién. Habitualmente, se transfieren 20 plantas seleccionadas
aleatoriamente de cada evento al medio con nitr6geno 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
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.

Determinacion del nitrégeno - El procedimiento para la determinaciéon de la concentracion de N (nitrogeno) en las
partes estructurales de las plantas implica el método de digestion con persulfato de potasio para convertir el N organico
en NOs (Purcell y King 1996 Argon. J. 88:111-113, la reduccién de NO3z™ a NO2 mediada por Cd- modificada (Vodovotz
1996 Biotechniques 20:390-394) y la medicion de nitrito por el ensayo de Griess (Vodovotz 1996, supra). Los valores
de absorbancia se miden a 550 nm frente a una curva estandar de NaNOz. El procedimiento se describe con detalle
en Samonte et al. 2006 Agron. J. 98:168-176.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la parte distinta de fruto comprende pétalo de flor.
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Como se describe en el Ejemplo 9 de la seccion de Ejemplos que sigue, se espera que el color de los pétalos de las
flores de petunia con una expresion silenciada del gen pH enddgeno (es decir, regulacién a la baja del gen pH) de
como resultado una tonalidad méas azul en comparacién con las plantas no infectadas control.

Segun la descripcion, 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 segun el método de algunas realizaciones de la invencién, para cambiar
de esta manera el color de los pétalos de las flores.

Segun la descripcién, en donde cuando la regulacion comprende incrementar la acidez de los pétalos de las flores
entonces el color de los pétalos de las flores es mas 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 regulacién comprende disminuir
la acidez de los pétalos de las flores entonces el color de los pétalos de las flores es méas azul que n una planta no
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 seccién de Ejemplos que sigue, la presencia o ausencia de la mutacion de duplicacién LIVA en el genoma de una
variedad de melén indica si la variedad de melén presenta menos o mas acidez en el fruto, respectivamente. Estos
resultados sugieren el uso de la mutacion de duplicacién LIVA para seleccionar una variedad de melén para
reproduccion y cultivo.

La identificacion del gen y proteina pH descrita en la presente memoria, junto con el polimorfismo responsable de su
ausencia de funcién y la ausencia posterior de acumulacion de &cido, pueden usarse en la reproduccion y cultivo para
el fruto de melén bien con un contenido de acido bajo o alto. Como el polimorfismo esta en el gen en si mismo, el
marcador basado en el polimorfismo es mas fiable que los marcadores ligados usados previamente, que tienen como
desventaja la probabilidad de recombinaciones y genotipado incorrecto.

Segun la descripcion, se proporciona un método para seleccionar una planta de melén para reproduccién y cultivo,
que comprende determinar en un tejido de la planta una presencia o una ausencia de una duplicacion LIVA (SEQ ID
NO:27) en los aminoacidos 107-110 de la SEQ ID NO:4, en donde la presencia de la duplicacion LIVA indica que se
espera que un fruto de la planta de meldén no sea agrio, y en donde la ausencia de la duplicacién LIVA indica que se
espera que un fruto de la planta de melén sea agrio, seleccionando de esta manera la planta de mel6n para
reproduccion y cultivo.

La informacién de secuencia y las anotaciones descubiertas por las presentes ensefianzas pueden aprovecharse a
favor de la reproduccién y cultivo clasicos. Asi, los datos de subsecuencias de los polinucleétidos descritos
anteriormente, pueden usarse como marcadores para la seleccidn asistida por marcador (MAS), en la que se usa un
marcador para la seleccion indirecta de un determinante o determinantes genéticos de un rasgo de interés [p. ej.,
acidez incrementada o disminuida de la planta; cambio (incremento o disminucién) de la captacion de nutrientes; o
cambio en el color de los pétalos]. Los datos de acidos nucleicos de las presentes ensefianzas (secuencia de ADN o
ARN) pueden contener o estar ligados a sitios polimérficos o marcadores genéticos en el genoma tal como un
polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion (RFLP), microsatélites y polimorfismo de nucledétido tnico (SNP),
huella de ADN (DFP), polimorfismo de longitud del fragmento amplificado (AFLP), polimorfismo del nivel de expresion,
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 melén (el gen pH), y se ha
caracterizado la mutacién de pérdida de funcion responsable de cambiar un melén agrio (SEQ ID NO:2) a un melén
no agrio (SEQ ID NO:4), dicha informacién de secuencia puede usarse para seleccionar las variaciones de &cido
nucleico en genes homologos de otras plantas y para identificar mutaciones de pérdida de funcién que controlan la
acidez en plantas adicionales.

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la invencion, se proporciona un método para identificar una variacién
de &cido nucleico asociada con la acidez disminuida de una planta, que comprende identificar en al menos una planta
de una pluralidad de plantas una mutacion de pérdida de funcidon en un polipéptido que tiene 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 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 homologia 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 variacion de acido
nucleico asociada con una acidez disminuida de la planta.

Segun algunas realizaciones de la invencién, el método comprende ademas someter a una pluralidad de plantas a
mutagénesis antes de identificar la mutacion de pérdida de funcién en el polipéptido, para inducir de esta manera una
variacion de acido nucleico que da lugar a una mutacion de pérdida de funcién 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
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
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. €j., un 100% de identidad u homologia con un polipéptido seleccionado del grupo que
consiste en las SEQ ID NO:2, 4, 5, 6, 8,9, 10, 28 y 29.

Tal y como se usa en la presente memoria, la expresion "variacion de acido nucleico” se refiere a cualquier mutacion
en la secuencia de ADN de una planta (p. €j., de la célula de una planta) que puede dar lugar a la regulacioén a la baja
del nivel de expresion y/o actividad del polipéptido aislado de algunas realizaciones de la invencion (p. ej., el polipéptido
codificado por el polinucleétido aislado de la invencion). Los ejemplos no limitativos de dichas variaciones de acido
nucleico incluyen mutacion con cambio de sentido, es decir, una mutacién que cambia un residuo de amino&cido en
la proteina por otro residuo de aminoacido y de esta manera suprime la actividad enzimatica de la proteina; una
mutacion sin sentido, es decir, una mutacién que introduce un codén de parada en una proteina, p. €j., un codén de
parada temprano que da lugar a una proteina mas corta que carece de la actividad enzimatica; una mutaciéon de
desplazamiento de marco, es decir, una mutacién, habitualmente, delecion o insercion de acido o acidos nucleicos
que cambia el marco de lectura de la proteina, y puede dar lugar a una terminacion temprana mediante la introduccion
de un coddn de parada en un marco de lectura (p. €j., una proteina truncada, que carece de la actividad enzimatica),
0 en una secuencia de aminoacidos mas larga (p. €j., una proteina con translectura) que afecta la estructura secundaria
o terciaria de la proteina y da lugar a una proteina no funcional, que carece de la actividad enzimatica del polipéptido
"de tipo salvaje " 0 no mutado; una mutacién de translectura debida a una mutaciéon de desplazamiento de marco o
una mutacion de codén de parada modificado (es decir, cuando el codon de parada se muta en un codon de
aminoacido), con una actividad enzimatica suprimida; una mutaciéon de promotor, es decir, una mutaciéon en una
secuencia promotora, habitualmente en 5' del sitio de inicio de la transcripcion de un gen, que da lugar a la regulacién
a la baja de un producto génico especifico; una mutacion reguladora, es decir, una mutaciéon en una regién en 5' o 3/,
0 en un gen, que afecta la expresion del producto génico; una mutacion de delecion, es decir, una mutacién que
deleciona &cidos nucleicos codificadores en una secuencia génica y que puede dar lugar a una mutacion de
desplazamiento de marco o a una mutacién en marco (en la secuencia codificadora, delecién de uno o mas codones
de aminoacidos); una mutacién de insercion, es decir, una mutaciéon que inserta acidos nucleicos codificadores o no
codificadores en una secuencia génica, y que puede dar lugar a una mutacién de desplazamiento de marco o a una
insercién en marco de uno o mas codones de aminoacidos; una inversion, es decir, una mutacién que da lugar a una
secuencia codificadora o no codificadora invertida; una mutacién de corte y empalme, es decir, una mutaciéon que da
lugar a un corte y empalme anormal o a un corte y empalme pobrepoor y una mutacion de duplicacién, es decir, una
mutacién 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 expresion "mutacién de pérdida de funcién" se refiere a una mutacion
que suprime al menos una actividad de un polipéptido. Debe indicarse que la mutacién puede detectarse a nivel de
ADN y/o a nivel de proteina. Los expertos en la técnica pueden traducir el efecto de una variacion de &cido nucleico
en un polinucleotido de interés en el polipéptido codificado usando la Tabla del Cédigo Genético.

Estan disponibles diversos programas informaticos para predecir el efecto de una variacién en la secuencia de
aminoacidos en la estructura-funcién predicha del polipéptido. Estos incluyen, por ejemplo, software de modelado de
proteinas tal como TMhMM [Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) cbs (punto) dtu
(punto) dk/services/TMHMM-2.0/] (véanse, por ejemplo, las Figuras 4A-D, Ejemplo 4 de la seccion 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 multiples para identificar mutaciones en aminoacidos conservados y pueden
encontrarse en el Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) ebi (punto) ac (punto) uk/Tools/.

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

Segun algunas realizaciones, la mutacién de "pérdida de funcién" suprime al menos aproximadamente un 10%, al
menos aproximadamente un 20%, al menos aproximadamente un 30%, al menos aproximadamente un 40%, un 50%,
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. €j., al menos aproximadamente un 96%,
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97%, 98%, 99% 0 100% de la actividad enzimatica del polipéptido segin se mide usando un ensayo adecuado tal
como un ensayo de actividad enzimatica, o un ensayo de expresion de proteinas (que refleja indirectamente la
actividad).

Los métodos para calificar el grado de la actividad de transporte del polipéptido de algunas realizaciones de la
invencion son conocidos en la técnica e incluyen clonar la secuencia codificadora mutada en un vector de expresion
(p. €j., pYES) y transfectar células de levadura. Las células pueden someterse ademds a diversos ensayos que
determinan la actividad de transferencia dependiente de protones de la proteina mutada en comparaciéon con el
polipéptido no mutado (p. €j., de tipo salvaje), como se describe, por ejemplo, para el transportador de nucleétidos
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].

Segun algunas realizaciones de la invencion, la mutacion de pérdida de funcién ocurre en el tercer dominio
transmembrana del polipéptido aislado de algunas realizaciones de la invencion.

Segun algunas realizaciones de la invencién, la mutacion de pérdida de funcién esta en un dominio transmembrana y
puede afectar la localizacion de la proteina, la interaccion proteina-proteina, la transduccion de sefales y similares.

Segun algunas realizaciones de la invencién, la mutacion de pérdida de funcién ocurre en una secuencia de
aminodcidos del polipéptido aislado de la invencién que es homdloga a los aminoacidos 107-110 de la SEQ ID NO:4.

Segun algunas realizaciones de la invencidn, la mutacion de pérdida de funcion se identifica en el ADN de la pluralidad
de plantas.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la mutacion de pérdida de funcion se selecciona del grupo que consiste
en una mutacién sin sentido, una mutacién de desplazamiento de marco, una insercion, una mutacion de duplicacién
0 una mutacién de delecion.

Para determinar las alteraciones en la secuencia de acido nucleico o aminoacidos [p. €j., un polimorfismo de nucleétido
unico (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, raices, pétalo, flor, fruto, semilla, y raices.

Una vez se ha obtenido la muestra de la planta, el ADN se exirae usando métodos que son muy conocidos en la
técnica, tales como por picado de los tejidos, lisis celular, extraccion de proteinas y precipitacion del ADN usando 2 a
3 volumenes de etanol al 100%, lavando en etanol al 70%, sedimentando, secando y resuspendiendo en agua o
cualquier otro tampén adecuado (p. €j., Tris-EDTA). Segun algunas realizaciones de la invencién, después de dicho
procedimiento, se determina la concentracion de ADN tal como midiendo la densidad éptica (DO) de la muestra a 260
nm (en donde 1 unidad de DO = 50 pug/ml de ADN). Para determinar la presencia de proteinas en la disolucion de
ADN, se determina la relacion de DO a 260/DO a 280. Preferiblemente, solo se usan las preparaciones de ADN que
tienen una relacion de DO a 260/DO a 280 entre 1,8 y 2 en los procedimientos siguientes descritos en la presente
memoria mas adelante.

Debe indicarse que para los métodos de deteccion basados en PCR, no es necesaria una purificacion adicional del
ADN comprendido en el tejido de la planta y una vez que el tejido se hierve, puede someterse adicionalmente a
digestion de proteinas (p. €j., usando fosfatasa alcalina), después de lo cual el ADN se muestrea y usa directamente
en una reaccion de amplificacién por PCR.

La alteracién en la secuencia de acido nucleico (p. ej., SNP) de algunas realizaciones de la invencién puede
identificarse usando una variedad de métodos. Una opcién es determinar la secuencia génica completa de un producto
de la reaccion de PCR (véase el analisis de secuencias, en la presente memoria mas adelante). Alternativamente, un
segmento dado de un &cido nucleico puede caracterizarse en varios otros niveles. A la resolucién mas baja, el tamafno
de la molécula puede determinarse por electroforesis por comparacion con un estandar conocido operado en el mismo
gel. Una visibn mas detallada de la molécula puede conseguirse por escisién con combinaciones de enzimas de
restriccion antes de la electroforesis, para permitir la construccion de un mapa ordenado. La presencia de secuencias
especificas en el fragmento puede detectarse por hibridacion de una sonda marcada, o la secuencia de nucleétidos
precisa puede determinarse por degradacion quimica parcial o por extensién con cebadores en la presencia de
analogos de nucledtidos de terminacion de cadena.

Adicionalmente o alternativamente, la variacion en la secuencia de acido nucleico puede detectarse por polimorfismo
de longitud del fragmentos de restriccion (RFLP); determinacién directa de la identidad del nucleétido en el sitio de la
alteracion por un ensayo de secuenciacion, un ensayo de deteccion de falta de concordancia basado en enzima, o un
ensayo de hibridacion; analisis de microsecuenciacion; ensayos de deteccion 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); Analisis de Bit Genético™ mediado por ligasa/polimerasa; métodos de ensayo de hibridacion tales
como PCR, RT-PCR, proteccion de ARNasa, hibridacion in-situ, extensién de cebadores, transferencia Southern,
transferencia Northern y analisis de hibridacién sobre mancha; hibridacién en matrices de oligonucleétidos [véase,
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 integracion de la amplificacion por PCR y electroforesis capilar en chips); oligonucleétido
especifico 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 conformacién de
una cadena (SSCP) revisado por Hayashi, PCR Meth. Appl., 1:34-38, 1991,); huella didesoxi (ddF) (p. €j., como se
describe en Liu y Sommer, PCR Methods Appli., 4:97, 1994,); analisis por pirosecuenciacién™ (Pyrosequencing, Inc.
Westborough, MA, EE. UU); analisis de Acycloprime™ (Perkin Elmer, Boston, Massachusetts, EE. UU.); e hibridacion
sobre mancha inversa.

Se apreciara que los avances en el campo de la deteccion de los SNP han proporcionado técnicas de genotipado de
SNP a gran escala adicionales exactas, faciles y no costosas, tales como hibridacién dinamica especifica de alelo
(DASH, Howell, W.M. et al., 1999. Dynamic allele-specific hybridization (DASH). Nat. Biotechnol. 17: 87-8),
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 TagMan (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), asi como diversas tecnologias de "chip" de ADN tales como las micromatrices GeneChip (p. €j.,
chips Affymetrix SNP) que se describen en la Solic. de Pat. de EE. UU. No. 6.300.063 de Lipshutz, et al. 2001, analisis
de bit genético (GBA™) que se describe por Goelet, P. et al. (Solic. PCT No. 92/15712), acido nucleico peptidico (PNA,
Ren B, et al., 2004. Nucleic Acids Res. 32: e42) y sondas de &cidos 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
(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), minisecuenciacion
multiple (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), minisecuenciacion en micromatrices (Liljedahl U, et al.,
2003. Pharmacogenetics. 13: 7-17), extension de cebadores en matrices (APEX) (Tonisson N, et al., 2000. Clin. Chem.
Lab. Med. 38: 165-70), extensién 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), incorporacion dirigida por molde (TDI) (Akula N,
et al., 2002. Biotechniques. 32: 1072-8), polarizacién de fluorescencia (Hsu TM, et al., 2001. Biotechniques. 31: 560,
562, 564-8), ensayo colorimétrico de ligacién de oligonucleétidos (OLA, Nickerson DA, et al., 1990. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 87: 8923-7), OLA codificado por secuencia (Gasparini P, et al., 1999. J. Med. Screen. 6: 67-9), ligacion en
micromatrices, reaccién en cadena de la ligasa, sondas Padlock, amplificacion por circulo 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), andlisis de heteroduplex, deteccidn de escisién
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 nucleétido resistente a exonucleasa (Pat. de EE. UU. No. 4.656.127).

Las alteraciones de la secuencia también pueden determinarse a nivel de proteinas. Aunque los métodos
cromatograficos y electroforéticos se usan preferiblemente para detectar grandes variaciones en el peso molecular del
polipéptido de algunas realizaciones de la invencién, tales como deteccion de la proteina truncada generada por una
alteracion de secuencia de desplazamiento de marco, delecionada o sin sentido, se usan preferiblemente ensayos de
inmunodeteccion tales como andlisis por ELISA y transferencia western, inmunohistoquimica y similares, que pueden
efectuarse usando anticuerpos especificos para alteraciones de secuencia para detectar mutaciones puntuales y
cambios sutiles en el peso molecular.

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

Las lineas de plantas que expresan exdégenamente el polinucleétido o el polipéptido de la invencion se criban para
identificar aquellas que muestran el mayor incremento del rasgo deseado de la planta.

Segun la descripcion, se proporciona un alimento o pienso que comprende la planta de algunas realizaciones de la
invencion o una parte de la misma.

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 esta limitado a".

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

El término "que consiste esencialmente en" significa que la composicién, método o estructura puede incluir
ingredientes, etapas y/o partes adicionales, pero solo si los ingredientes, etapas y/o partes adicionales no alteran
materialmente las caracteristicas basicas y nuevas de la composicion, 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 " 0 "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 invencion pueden presentarse en un formato de rango. Debe entenderse que la descripcién en
formato de rango es meramente por conveniencia y brevedad y no debe considerarse como una limitacién inflexible
del alcance de la invencién. Por consiguiente, la descripcion de un rango debe considerarse que ha descrito
especificamente todos los subrangos posibles, asi como valores numéricos individuales en ese rango. Por ejemplo, la
descripcion de un rango tal como de 1 a 6 debe considerarse que ha descrito especificamente subrangos tales como
det1a3,delad,det1ab,de2a4,de2ab,de3ab etc., asi como numeros individuales en ese rango, por ejemplo,
1,2, 3, 4,5,y 6. Esto se aplica independientemente de la amplitud del rango.

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 varia/varia entre" un primer nimero indicado y un
segundo numero indicado y "que varia/varia de" un primer nimero indicado "a" un segundo nimero indicado se usan
en la presente memoria indistintamente y se pretende que incluyan el primer y segundo nimeros indicados y todos
los numerales fraccionados e integrales entre ellos.

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 facilmente desarrollados a partir de las maneras, medios, técnicas y
procedimientos por, expertos en las técnicas quimicas, farmacoldgicas, biolégicas, bioquimicas y médicas.

Se aprecia que determinadas caracteristicas de la invencion, que, por claridad, se describen en el contexto de
realizaciones separadas, también pueden proporcionarse en combinacién en una Unica realizacion. A la inversa,
diversas caracteristicas de la invencion, que, por brevedad, se describen en el contexto de una Unica realizacion,
también pueden proporcionarse separadamente o en cualquier subcombinacién adecuada o como sea adecuado en
cualquier otra realizacion descrita de la invencion. Determinadas caracteristicas descritas en el contexto de diversas
realizaciones no deben considerarse caracteristicas esenciales de esas realizaciones, a no ser que la realizacion sea
inoperativa sin esos elementos.

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

Ejemplos

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

Generalmente, la nomenclatura usada en la presente memoria y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invencion incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas y de ADN recombinante. Dichas
técnicas se explican concienzudamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A laboratory
Manual" Sambrook et al., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volimenes I- Il 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); metodologias como se muestra en las Pat. de EE. UU. No.
4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; "Cell Biology: A Laboratory Handbook", Volumenes I-llI
Cellis, J. E., ed. (1994); "Current Protocols in Immunology" Volimenes I-lll Coligan J. E., ed. (1994); Stites et al. (eds),
"Basic and Clinical Immunology" (82 Edicion), 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 bibliografia de patentes y cientifica, véanse, por ejemplo, las Pat. de EE. UU. No.
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. |., 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,
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
aparecen en el mismo son muy conocidos en la técnica y se proporcionan para la conveniencia del lector.

Ejemplo 1

Identificacion del gen pH usando clonacién 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. €j., Peters J. et al., 2003, Trends in Plant Science, 8:484-491). El nuevo gen se
cloné usando poblaciones segregadas de melén, que derivaban de cruces entre genotipos agrio y no agrio. Las
poblaciones se seleccionaron a partir de una poblacion de la Linea de Introgresion Aleatoria derivada de un cruce de
la variedad no agria Dulce y un genotipo agrio P1414723, asi como lineas casi isogénicas derivadas de un cruce de la
variedad agria Fagqus y de la variedad no agria Noy Yizre'el. La técnica usada para abarcar la introgresion se
seleccion6 de paseo BAC (cromosoma bacteriano artificial) y desarrollo de marcadores y una combinacion de técnicas
de los mismos. Mediante la identificacion de los polimorfismos y correlacionandolos con el fenotipo de acidez del fruto,
se limité la introgresién que controlaba la acidez del fruto a ~ 40 kb de la secuencia genémica. Esta introgresion
contenia un gen candidato para el rasgo de acidez del fruto, que codifica un transportador de membrana indefinido.

Resultados experimentales

Mapeo del gen que controla el pH en las plantas - Se generaron lineas endogamicas recombinantes (RIL) cruzando
las lineas de meldn parental Dulce (no agrio) y PI414723 (agrio) y por autofecundacion 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 andlisis de ligacion con marcadores
polimérficos 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 lineas parentales se proporcionan en la Tabla 1, a continuacién, en la presente memoria. Cada
linea RIL se analiz6 en hasta cuatro réplicas.

Tabla 1

Tabla 1. Se proporcionan los nimeros de RIL y los valores de pH de cada una de las RIL y lineas parentales 'Dulce’
y "P1414723" 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 47 63 6,0 93 4,9
1 6,54 31 4.8 63 6,2 94 59
1 6,55 31 5,29 63 6 94 5,97
2 5,1 31 5,30 63 59 94 4.8
2 52 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 52
3 48 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 57 96 5,45
6 57 35 5,6 66 5,08 97 6,61
6 57 35 56 66 4.8 97 6,37
6 52 35 5,6 66 47 97 6,30
6 5 35 5,2 686, 2 97 6,30
6 47 36 6,1 68 6,3 98 4,70
7 56 36 57 68 6,3 98 4,50
7 6,1 36 6,06 68 6,1 98 4,9
7 57 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 45 69 57 99 5,00
9 6,32 37 4,77 69 6,3 99 5

9 6,04 37 49 69 6,2 99 5,30
10 37 5 69 6,5 99 4,84
10 49 38 6,08 71 4,72 100 4,80
10 48 38 6,4 71 46 100 4,60
11 6,24 38 6,3 71 4,85 100 47
11 6,4 38 71 5 101 48
11 6,6 39 6,23 72 6,2 101 48
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 58 72 6,47 102 5,15
13 52 40 6,35 73 6 102 5

13 5,0 40 6,23 73 6,2 103 6,40
13 50 40 6,16 73 6,32 103 513
13 5 40 6,25 73 6,2 103 5,08
13 48 41 5,7 74 6 107 5,00
14 56 41 5,6 74 5,9 107 5,00
14 58 41 59 76 47 107 513
14 6,1 41 58 76 5 107 4,84
15 45 41 5,7 76 4.9 108 5,13
15 50 41 58 76 48 108 4,56
15 4,65 41 5,8 77 6,3 108 4.9
15 48 42 4,98 77 6,3 108 4,86
16 51 42 4.9 77 59 110 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 48 43 5,7 79 5,2 111 6,1
17 48 43 58 79 4,92 111 6,18
17 5,2 43 5,8 79 53 111 6,70
17 4,7 44 45 79 5,25 113 4,77
17 4,9 44 4,8 79 54 113 4,85
18 6,18 44 48 79 5,2 114 4.9
18 6,1 44 47 80 58 114 47
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RIL pH RIL pH RIL pH RIL pH
18 6,3 44 4,60 80 56 114 4,6
18 6,41 45 50 80 52 115 4.9
19 4,45 45 52 80 5,79 115 53
19 5,85 45 5,32 81 512 115 5,0
19 49 45 4,93 81 5 115 48
19 5,9 46 50 81 5,07 115 5
20 48 46 4,75 81 4,88 115 4,9
20 53 46 5,1 82 6,3 117 512
20 48 48 55 82 117 4,76
20 48 48 54 83 4.9 117 47
20 48 48 56 83 46 117 5,06
21 6,0 48 55 83 47 117 47
21 6,2 49 5,84 83 4,88 media 55
21 6,3 49 5,91 84 6,0 SDEV 0,6
21 6,1 49 5,74 84 6,1 max 6,7
22 5,07 49 5,86 84 59 min 45
22 5,2 50 59 84 6

22 5,26 50 5,9 84 5,9 D1 6,00
23 4,88 50 58 85 5,80 D1 6,40
23 5 50 58 85 5,65 D1 6,3
23 48 50 6 85 5,7 D1 6,1
23 4,95 51 50 85 48 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 48 53 4,72 89 5,90 D2 6,69
25 4,85 53 4,73 89 6,11 D3 6,3
25 49 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 48 media 6,3
26 6,4 54 4,93 91 5,1 SDEV 0,2
27 59 54 48 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’ 6,3+0,2
media £ SD

30 5,9 62 6,4 93 4,65 Pl 414723 | 49 +0,1
media £ SD

Clonacién del gen pH - El gen responsable de controlar la acidez (pH) del fruto se habia mapeado en una posicién
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 cloné por una estrategia de clonacion basada en mapeo usando
la estratega de paseo cromosomico (véase, p. €j., Peters J. et al., 2003, Trends in Plant Science, 8:484-491). Para el
mapeo fisico el gen pH, se cribaron filtros de una biblioteca BAC (cromosoma bacteriano artificial) genémico de melén
CM_MBaB (Clemson University Genomic Institute, EE. UU.) con sondas radiactivas marcadas usando el kit NEBlot™
(#N1500S) (New England BioLabs, Inc.) segun 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 secuenciacion terminal usando los cebadores SP6 y T7 y se desarrolld un
producto de PCR a partir de estas secuencias terminales. El producto de PCR purificado se marcé como anteriormente
y se us6 como una sonda para la identificacién de los BAC contiguos. El analisis de polimorfismos entre las dos lineas
parentales para cada nueva secuencia obtenida junto con la comparacion de los polimorfismos con aquellos de las
lineas RIL permiti6 la limitacion de la introgresién a BAC CM_MBaB 69P20 que portaba el posible gen pH, como se
determina por secuenciacion.

Con el fin de comparar las secuencias del gen pH de melones agrios y no agrios, se extrajo el ARN de dos lineas
parentales de melon: la variedad de melén agrio C. melo var. P1414723 y la variedad de melén no agrio C. melo var.
Dulce (descrito en Harel-Beja et al. 2010, Theor Appl Genet., 121:511-33) y se usé para producir ADNc y clonar el gen
pH usando los siguientes cebadores: transportador de melon Directo: 5-ATG GAC ATG GAA AGA TTT CTC T (SEQ
ID NO:7); y transportador de melén Inverso: 5-TTAGAAGAGTATCCTGAAGTAGA (SEQ ID NO: 11). El ADN se
secuencié usando el secuenciador ABI (Hylabs, Inc., Rehovot, Israel). Las secuencias de ADN clonadas se analizaron
y tradujeron en aminoacidos usando el programa DNAMAN (version 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 amino&cidos
de las variedades agria y no agria se presentan en las Figuras 1By 1D, respectivamente. La secuencia genémica del
gen pH de meldn no agrio se identificd sobre la base de la secuenciacion de BAC CM_MBaB 69P20 (SEQ ID NO: 14).
Esta secuencia no se anoté antes, y solo estaba disponible una secuencia parcial del mismo [Melén ID de Unigene:
MU46248; World Wide Web (punto) icugi (punto) org], todavia sin ninguna anotacion especifica.

Identificacion de homodlogos en tomates y pepinos - El analisis gendmico posterior reveld que se encuentran
homologos del gen pH en tomates y pepino y se encuentran en las localizaciones cromosémicas SL2.40ch10:
57831763...57835784 en tomates [mediante Protocolo de Transferencia de Hipertexto://solgenomics (punto) net/] y en
el cromosoma No. 4: 12462425.... 12456602 en pepinos [mediante Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World
Wide Web (punto) icugi (punto) org/].

Ejemplo 2

Identificacion de una mutacién de duplicacion que modifica el pH de los frutos de meldn
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La secuenciacion comparativa del nuevo gen pH de los genotipos acido y no &cido indicé que la secuencia no acida
contenia una duplicacion de 12 pb, que codificaba una duplicacion de cuatro amino&cidos en la proteina derivada.

Resultados experimentales

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

Identificacion de una mutacion de duplicacién presente en los melones no agrios - El alineamiento de secuencias entre
la secuencia de aminoacidos codificada por el gen pH de variedades de melén agrio (SEQ ID NO:2) y no agrio (SEQ
ID NO:4) revel6 que las secuencias son idénticas excepto por la presencia de una duplicaciéon de cuatro aminoacidos
"LIVA" (SEQ ID NO:27) en las posiciones de aminoacidos 107-110 de la SEQ ID NO:4, que aparece en la variedad de
meldn no agrio y que esta ausente en la variedad de melén agrio (Figura 1E).

Ejemplo 3
Similitud e identidad del gen pH entre diversas plantas
Analisis bioinformatico

Comparacién de la secuencia de la proteina codificada por el gen pH de mel6n con homoélogos de plantas adicionales
- Se realizé un alineamiento de secuencias multiples en las secuencias derivadas de Tomate TC200226 (SEQ ID
NO:5; Figura 2A), Pepino Csa01116 (SEQ ID NO:6; Figura 2B), manzana TC80539 (SEQ ID NO:8, Figura 2D), Alamo
EEF05451 (SEQ ID NO:9; Figura 2E), y Arabidopsis NP_195819 (SEQ ID NO: 10, Figura 2F) y las secuencias de
proteinas 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 mas adelante,
las secuencias del gen pH de todas las especies de plantas presentan una alta homologia con el gen pH del melén
agrio. Ademas, la duplicacién LIVA se encontr6 solo en el gen pH del mel6n no agrio (Figura 3).

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

Tabla 2

Tabla 2. Tipo de secuencia ajustado explicitamente a Proteina. El formato de las secuencias es Pearson.

Secuencia 1: Melon_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: mel6on 419 aa SEQID 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 aminodcidos 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

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

melon agrio | tomate pepino dlamo manzana uva
meldn 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
alamo 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).

melon agrio | tomate pepino dlamo manzana uva
melén 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
alamo 100 77,8 72,9
manzana 100 66
uva 100

La identidad y similitud se midieron usando el programa EMBOSS NEEDLE usando los parametros por defecto: Matriz:
BLOSUM62; APERTURA DE HUECO: 10; Extensién de HUECO: 0,5; Formato de salida: par; penalizacion por
HUECO TERMINAL: falso; APERTURA DE HUECO TERMINAL: 10; Extensién 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 duplicacién LIVA cambia la conformacion de la proteina pH

El andlisis de modelado de proteinas TMHMM [Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto)
cbs (punto) dtu (punto) dk/services/TMHMM-2.0/], que compara entre la proteina pH de melones agrios y no agrios,
revel6 que el gen pH de mel6n agrio codifica una proteina 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
proteinas de la secuencia derivada de meldn no agrio (que tiene la duplicacion LIVA) revela la presencia solo de 9
THD, con una direccion invertida de la proteina (hacia dentro y hacia fuera) en comparacion con la secuencia del
melén agrio (Figuras 4C y D), que daria lugar a una proteina defectuosa.

Ejemplo 5

Correlacion entre la presencia de la mutacion de duplicacion "LIVA" y el pH de los frutos en variedades de melén
adicionales

Resultados experimentales

Determinacion del genotipo del gen pH entre variedades de meldn agrio y no agrio - Se extrajo el ADN de 52 variedades
de C. melon de las hojas de plantulas jovenes. El genotipado se basé en el analisis 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
duplicacién de 12 pares de bases (pb) como se muestra en un gel representativo en la Figura 5y en la Table 5 mas
adelante que resume los resultados de genotipado para las 20 muestras mostradas en la Figura 5.

Tabla 5, genotipado para la duplicacion LIVA en variedades de melon

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

Nombre de la Variedad de Melén | pH del Fruto Genotipo del gen pH
1 PSR 6,1 2
2 TVT 6,1 2
3 HBJ 6,6 2
4 P1 157080 5,7 2
5 INB 6 2
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Nombre de la Variedad de Melén | pH del Fruto Genotipo del gen pH

6 PDS 5,9 2
7 ESL 5,9 2
8 Pl 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 P1414723 control 1

Clasificacion de los frutos como agrios o no agrios sobre la base de los niveles de pH - Se midi6 el pH del fruto maduro
(promedio de 3 frutos) de cada variedad en zumo extraido de la pulpa del fruto maduro y se midi6 usando un medidor
de pH de laboratorio estandar que se calibré usando disoluciones comerciales de pH 4 y pH 7.

Correlacion entre el genotipo y el fenotipo en variedades de melén - Un sondeo de 42 accesiones de C. melo, que
representan el amplio espectro de las especies, mostré que todos los genotipos de melén no agrio se caracterizan por
la mutacion idéntica independientemente del origen geografico o clasificacion sistematica. Los genotipos agrios se
caracterizan todos por la ausencia de la duplicacion, de forma similar independientemente del origen geogréfico o
clasificacion sistematica. La Tabla 6, en la presente memoria mas adelante, proporciona los datos de genotipado para
42 variedades de meldn junto con la correlacién con la acidez del fruto (valores de pH).

Tabla 6

Tabla 6: Se proporcionan genotipos de melén y la correlacién entre la duplicacién genotipica y el pH del fruto. Los
genotipos se puntian como "1" (banda pequenfa, 125 pb) o "2" (banda grande, 137 pb).

Subespecie Grupo de | Clase Nombre de la | Nombre de | pH del fruto | Genotipo del
Variedad comercial Variedad la Variedad gen pH
de Melon

melo Flexuosus Meldn Faqqous DOYA 46 1
serpiente, Doya
Melon
decapado

agrestis Conomon ? Pepino FRC 37 49 1

Freeman

melo Flexuosus Meldn Faqqous FAQ 48 1
serpiente,
Melon
decapado

agrestis Momordica ? Pl 414723 Pl 414 4,8 1
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Subespecie Grupo de | Clase Nombre de la | Nombre de | pH del fruto | Genotipo del
Variedad comercial Variedad la Variedad gen pH
de Melon
agrestis Conomon ? Gigante TOG 43 1
Tokio
melo Flexuosus Meloén Armenio AYL 4,8 1
serpiente, Yard Largo
Melon
decapado
melo Inodorus Casaba (Piel | Piel de Sapo | PSR 6,1 2
de Sapo) Redon
melo Inodorus Casaba Tendral TVT 6,1 2
(Tendral Verde Tardio
negro)
melo Reticulatus Cantalupo de | Hale's Best | HBJ 6,6 2
EE. UU. Jumbo
agrestis Makuwa ? Pl 157080 157080 57 2
melo Chandalak ? Indian Best INB 6 2
melo Inodorus Casaba (Piel | Piel de Sapo | PDS 5,9 2
de Sapo)
agrestis Makuwa ? Linea de | ESL 59 2
Plata
Temprana
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 DuUD2 5,9 2
melo Dudaim Dudaim Dudaim3 DUD3 6,2 2
melo Reticulatus Galia Magiar Kines | MAK 71 2
melo Cantalupensis | Ha'Ogen Ogen OGE 5,9 2
melo Cantalupensis | Ha'Ogen PH406 PH406 6 2
melo Inodorus Casaba Rochet Rochet 6,7 2
(Rochet)
melo Cantalupensis | Charentais Vedrantais VEP 7 2
melo Inodorus Casaba Belleza GOB 5,6 2
Dorada
melo Cantalupensis | Charentais Doublon DOU 7,2 2
melo Inodorus Casaba Kirkagac 33410 5,8 2
(kirkagac)
melo Inodorus Casaba Gold King GOK 5,8 2
(Amarillo
canario)
melo Cantalupensis | Ha'Ogen Bellegarde BEL 5,9 2
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Subespecie Grupo de | Clase Nombre de la | Nombre de | pH del fruto | Genotipo del
Variedad comercial Variedad la Variedad gen pH
de Melon

melo Inodorus Casaba Amarillo Oro AROC 6 2
(Amarillo
canario)

melo Reticulatus Cantalupo PMR45 PMR45 6,7 2
americano

melo Inodorus Casaba Amarillo Pipa | AMP 5,5 2
(Amarillo Blanca
canario)

melo Reticulatus Cantalupo Dulce Dulce 5,9 2
americano

melo Reticulatus Ananas Ein Dor ED 6 2

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

melo Reticulatus Ananas Ananas AY 6,3 2

Yogne'am

melo Inodorus Casaba kirkagac 201581 5,4 2
(kirkagac)

melo Reticulatus Cantalupo Sorpresa de | BES 5,8 2
americano Bender

agrestis Makuwa ? Dulce Sakata | SAS 6,2 2

agrestis Conomon Melon Piel Negra BSK 5,7 2
decapado

agrestis Chinensis ? Pl 161375 161375 5,8 2

melo Reticulatus Cantalupo Fordhook FOG 5,8 2
americano Gem

melo Reticulatus Cantalupo de | Top Mark TPM 6,9 2
EE. UU.

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

Estos resultados demuestran que la presencia o ausencia de la mutacién de duplicacion LIVA puede usarse para
predecir los niveles de pH del fruto del meldn, incluso cuando se ensaya material de hojas jévenes. Ademas, los
resultados muestran que la mutacion de duplicacién LIVA puede usarse para la reproduccién y cultivo de variedades
de meldn dulce y agrio. Ademas, como se expresa un gen paralogo en la mayor parte de los frutos es probable que
contribuya a la acidez del fruto. Por lo tanto, la modulacion de este gen en otros frutos por medios biotecnolégicos
afectara también a la acidez de frutos adicionales.

Ejemplo 6
Relaciones filogenéticas entre proteinas homélogas al gen pH

Relaciones filogenéticas entre proteinas homologas al gen pH - La comparacion de secuencia con las bases de datos
sitda al transportador en una familia desconocida descrita como familia presuntamente de transportadores de auxina-
proton [proteinas predichas o hipotéticas (XP_002326270; CBI31149 o XP_002267734) o en proteinas que tienen una
actividad presunta simporte auxina:protén (XP_002531815) o componente vehicular del eflujo de auxina de la proteina
de transporte de auxina (XP_002323690)]. Las secuencias de aminoacidos de proteinas con similitud al gen CmpH
(pH de meldn) se identificaron buscando en bases de datos publicas secuencias génicas usando el programa BLAST.
Las bases de datos publicas usadas fueron NCBI, ICuGl (una base de datos de genes expresado en cucurbitaceas) y
TIGR (secuencias expresadas de numerosas plantas). Ademas, la anotacion de genes para las secuencias con
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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 proteinas]. Los alineamientos y arboles filogenéticos se
determinaron usando un programa filogenético basado en una pagina de internet publica usando la opcién de un clic
(World Wide Web (punto) phylogeny (punto) fr). Para la determinacion 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 aminoacidos se llevé a cabo un alineamiento
por pares usando el programa NEEDLE en el Protocolo de Transferencia de Hipertexto://World Wide Web (punto) ebi
(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 melon que
se separa de un clado relacionado de cerca de proteinas de funcion indeterminada (que estan parcialmente anotados
como "transportadores de membrana", "transportadores de auxina" o como proteinas hipotéticas o presuntas) y estan
relacionados mas distantemente con las familias de transportadores de auxina caracterizados de PIN y AUX. El% de
similitud entre los miembros del clado relacionado de cerca de homdlogos 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 concentracion de H+, siendo de esta manera presumiblemente una familia
de transportadores de membrana de H+.

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, mas adelante, indicando la planta y los
tejidos en los que se ha reportado la expresion. Los datos muestran que los homdlogos del gen pH del melén se
expresan en numerosas plantas, incluyendo el tejido de su fruto y también tejidos distintos de fruto tales como hojas,
flores, raices y tallos.

Tabla 7

Tabla 7: la expresion de homdlogos del gen pH en los tejidos de las plantas respectivas, como se indica en las
bases de datos publicas de expresion de genes listadas.

Numero TC | expresion enlace
Citrus TC5400 Fruto naranja dulce, estadio de Protocolo de Transferencia de
sinensis desarrollo (3 de 6) floema de Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
Citrus sinensis yharvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report.pl?tc=TC5400&speci
es=orange
2 Vitis vinifera | TC152595 Estadio de desarrollo 8 (DS8) Protocolo de Transferencia de
RDA Bayas 14mm con GA3 Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
(VvS7) Baya de Cabernet Yharvard(punto)edu/cgi-
Sauvignon Estadio | Estadio de bin/tgi/tc_report.pl?tc=TC152595&spe
desarrollo ocho (DS8) Envero cies=grape
Bayas de uva Estadio de Flor 12
(FLOu0012) CabSau Estadio de
Flor 12 (FLOu0012) Cab Sauv
pericarpo normalizado (WINQ9)
Bayas de Uva Maduras
3 | Zea mays TC466250 primordio de la panoja Protocolo de Transferencia de
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
yharvard(punto)edu/cgi-
bin/tgi/tc_report(punto)pl?tc=TC46625
0&species=maize
4 | Hordeum TC240224 Hoja verde de la plantula de Protocolo de Transferencia de
vulgare Hordeum vulgare Hojas de Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
estadio vegetativo Brotes en yharvard(punto)edu/cgi-
germinacién bin/tgi/tc_report(punto)pl?tc=TC24022
4&species=barley
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Numero TC

expresion

enlace

Orzya sativa

TC528572

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

Petunia
hybrida

TC12450

biblioteca de ADNc normalizada
de raices Biblioteca de ADNc
floral post-polinizacion

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

Solanum
lycopersicum

TC225290

fruto verde en desarrollo/inmaduro
tricomas de raiz, radicula etiolada
Fruto pinton fruto verde en
desarrollo/inmaduro ovario fruto
madurando

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

Solanum
tuberosum

TC208951

ojos brotando raices y hojas Floral
Mixto

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

Arabidopsis
thaliana

TC370336

plantulas de Arabidopsis de 8 dias,
tejidos aéreos

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

10

Malus X
domestica

TC84138

puntas de raices xilema hoja
parcialmente senescente

Protocolo de Transferencia de
Hipertexto://compbio(punto)dfci(punto
yharvard(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
yharvard(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, raices

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, raices

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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Numero TC | expresion enlace

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

Estos datos demuestran que el gen pH no esta limitado a plantas de mel6n, y que el control de la acidez en otras
plantas también se ve afectado probablemente por homélogos del gen pH.

Ejemplo 7
El silenciamiento del gen pH afecta la acidez del fruto

Con el fin de ensayar el papel del gen pH en la determinacién de la acidez del fruto, se desarrollaron plantas
transgénicas de pepino y de tomate que tenian una expresién reducida del gen pH respectivo usando la tecnologia de
ARNi. La tecnologia de ARNi es una tecnologia bien establecida de silenciamiento de la expresidén génica.
Brevemente, el ARNi es un proceso de silenciamiento génico dependiente de ARN que esta controlado por el complejo
de silenciamiento inducido por ARNi (RISC) y se inicia por moléculas de ARN bicatenarias cortas en el citoplasma de
una célula. La ruta de interferencia del ARN puede explotarse para causar una disminucién drastica en la expresion
de un gen diana.

Resultados experimentales

Construccién de un polinucleétido de silenciamiento ARNi - La secuencia del gen homologo de pepino (SEQ ID NO:30)
se determiné a partir de la base de datos ICuGl y mostré un 87,4% de identidad con el gen de melén. La secuencia
del gen homélogo de tomate (SEQ ID NO:31) se derivo de la base de datos sgn [World Wide Web (punto) sgn] y
mostré un
70,6% de identidad con el gen de melén.

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

El amplicén se cortd6 mediante enzimas de restriccion y se ligd en la orientacion directa e inversa interrumpido por el
intron del vector en una serie de dos ligaciones. La primera reaccién de restriccion se facilitd por Xbal y Clal y la
segunda por Xhol y Kpnl. La construccion resultante (incluyendo 35-S y terminador OCS) se cortd6 mediante las
enzimas de restriccion Sacl y Spel y se ligd por consiguiente en pGreen. Se us6 la transformacién mediada por
Agrobacterium para insertar las construcciones de melén y tomate en Pepino y Tomate, respectivamente.

El efecto del silenciamiento de la expresién del gen pH en el fruto de pepino y tomate sobre la acidez del fruto - Se
desarrollaron tomates y melones transgénicos con ARNi. La presencia del transgén ARNi se ensay6 usando una
reaccion de PCR de un cebador del intron del vector pHannibal (SEQ ID NO:22, intron Dir Hannibal), y el cebador
directo Tom Hannib F (SEQ ID NO:21). Se crecieron las plantas transgénicas en un invernadero en condiciones
estandar. Se recolecté el fruto maduro aproximadamente 50 dias después de la antesis, cuando el fruto de tomate
estaba rojo maduro y cuando el fruto de pepino estaba amarillo maduro. Se midi6 el pH en zumo extraido del fruto
maduro fresco usando un medidor de pH de mesa de laboratorio (Radiometer, Copenhague).

Como se muestra en la Tabla 8, en la presente memoria mas 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 incrementé (es decir, menos acidez) y alcanzé un nivel promedio de 4,8
y 5,0 para pepino y tomate, respectivamente.

Tabla 8
Tabla 8. Efecto del silenciamiento de la expresion del gen pH en fruto de pepino y tomate.
Especie pH
Control, no transgénico Transgénicos ARNSsi
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 nimero de frutos maduros analizados. Los datos para los transgénicos de ARNSsi de pepino son de 3
lineas transgénicas independientes. Los datos para los transgénicos de ARNsi de tomate son de 7 lineas transgénicas
independientes. Se analizaron de 1 a 4 frutos por linea transformada independiente.

Ejemplo 8
Efecto de la sobreexpresion del gen pH de tomate y de melén agrio en el fruto del tomate
Métodos experimentales

Los transportadores LIVA de mel6n agrio y tomate (genes PH) se clonaron (cada uno) en el plasmido binario pGA
usando una reaccién de PCR que afnadié los sitios de restricciéon Xbal y Bgll a los siguientes cebadores directo e
inverso (respectivamente):

Mel-pGA Dir: TCT AGA ATG GAC ATG GAAAGA TTT CTC T (SEQ ID NO:23); y Mel-PGA Inv: AGA TCT GGG AAT
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 meldén agrio y tomate (incluyendo los sitios de restriccion Xbal y Bgll) tuvieron una longitud de
1.300 pb y 1.278 pb, respectivamente. Se us6 la transformacion mediada por Agrobacterium para insertar el gen de
tomate o mel6n en la linea de tomate MP.

Resultados experimentales

Como se muestra en la Tabla 9, en la presente memoria mas adelante, la sobreexpresion del gen pH de tomate o el
gen de meldn agrio en plantas de tomate dio lugar a una acidez incrementada (niveles menores de pH) en comparacién
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 reduccién de los
niveles de pH (acidez incrementada) en la planta (p. ej., en los frutos).

Tabla 9: Sobreexpresién en tomates

Tabla 9: Se presentan los niveles de pH de frutos de lineas de tomate control (tomates de tipo salvaje, no transgénicos),
y de lineas de tomate que sobreexpresan bien el gen pH de tomate o el gen pH de meldn agrio. Los datos para los
tomates de la linea MP control son el promedio de los valores de pH de 8 frutos de 8 plantas individuales. Los valores
de pH para las 5 lineas de tomate transgénicas muestran una Unica medicion 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 linea 51 (gen de tomate) 4,0

Tomate linea 32 (gen de tomate) 3,97

Tomate linea 34 (gen de tomate) 4,07

Tomate linea 45 (gen de mel6n agrio) 3,9

Tomate linea 45 (gen de mel6n agrio) 4,0

Ejemplo 9
El silenciamiento del gen pH afecta el color de los pétalos en la petunia

Con el fin de ensayar el papel del gen pH en la determinacion del color de los pétalos, la expresion del gen pH
respectivo se reduce en plantas de petunia usando la tecnologia 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 tecnologia VIGs es una tecnologia bien establecida de
silenciamiento transitorio de la expresién génica.

Construccién de un polinucleétido de silenciamiento VIGs - Se determind una secuencia parcial del gen homélogo de
petunia (SEQ ID NO:36) a partir de la base de datos TIGR y se encontr6 que presentaba un 77,6% de identidad con
la secuencia de ADN del gen pH de melén.

Se extrajo el ARN total de petunia de una variedad comercial de petunia, usando peqGOLD TriFast TM (eqglab) y se
traté con ADNasa sin ARNasa (Fermentas). El ADNc de primera cadena se sintetizé usando 1 pg (microgramo) de
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ARN total, cebador oligo d(T), y Transcriptasa Inversa AMV (Native) (eurX). Se realizé 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 amplicén de fragmento de petunia
de 223 pb (SEQ ID NO:39). El amplicén de petunia se usé como un molde para una amplificacion por PCR adicional
con los siguientes cebadores de pTRV2 de destino de VIGs, que incluyen la secuencia especifica 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'
(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 recombinacién attP1 y attP2 y la reaccién
de la enzima BP CLONASA (Invitrogen). A esta construccion, se afiade el vector de destino pTRV2 que contiene los
sitios de recombinacién attR1 y attR2 y la enzima LR CLONASA. Esta mezcla se transforma en células componentes
quimicos DH10B y se selecciona en placas LB que contienen kanamicina. Los clones se verifican por digestion con
enzimas de restriccién y por secuenciacion 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 plantulas 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
Physiology 145:1241-1250, 2007], y se lleva a cabo la Agro-infiltracion 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 expresion 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
vinculacién a ninguna teoria, se espera que el color de los pétalos de las flores de las plantas infectadas con VIGs
sera de una tonalidad mas azul en comparacion con las plantas control, no infectadas. También se mostr6 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].

Andlisis y discusion

La mutacién de duplicaciéon LIVA que causa un transportador de protones presumiblemente disfuncional identificado
en la presente memoria puede haber dado lugar a la evolucién en domesticacion de los melones dulces. Sin pretender
la vinculacién a ninguna teoria particular, se asume que el cambio en la configuracion 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 acidos) tiene una
acidez mayor que los melones dulces y un gen altamente homélogo que codifica un transportador de membrana
similar. Las secuencias génicas de estos frutos acidos codifican una proteina que carece de la duplicacion/mutacién
que caracteriza al melén dulce y, en su lugar, tienen una secuencia del tercer dominio transmembrana similar al melén
agrio.

La mutacion, o una mutacién similar a la misma, que modifica la funcién del transportador de membrana puede usarse
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 reproduccion y cultivo de melén dulce con frutos con
acidez modificada.

A la vista de la funcién de los genes ortdlogos en otros frutos, la modificaciéon de la expresion o la funcién de estos
ortélogos en esos frutos también modificara la acidez de los frutos. Por lo tanto, la modulaciéon de este gen en otros
frutos por medios biotecnolégicos también afectara a la acidez de frutos adicionales.

Listado de secuencias

<110> El Estado de Israel, Ministerio de Agricultura y Rural
Desarrollo, Organizacién de Investigacion Agricola, (A.R.O.),
Centro Volcani

schaffer, Arthur A.

Cohen, Shahar

Hamburguesa, Yosef

Katzir, Nurit

<120> POLINUCLEOTIDOS AISLADOS Y METODOS 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

<160> 42

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211> 1242
<212> ADN

<213> Cucumis melo

<400> 1

atggacatgg
ctgcttgtca
ctgggtttte
ttgaatgggt
gctattactc
tcgatatcag
ttcttcaagt
ctcattgcag
actgatggga
tatgtttatg
attccagtta
gaggtagctt
tattggtttg
ctagctatgt
ccattgtttt
ctgttggecat
actaccgctg
gtcatgttag
cttcttette
ggttgtggta

atggcagggt

<210>2
<211> 411
<212> PRT

aaagatttct
ctattaagat
ttatggcatce
tggtctttte
tcgagaaaat
gttccctaat
tcacaattgt
ctctatgtag
ttgcttatat
cgatgctggce
agaatctgct
caaaatatcc
acaaattgaa
tattgggtge
tcttcactga
tgggaggaaa
ctgttatttt
ccgacaagct
agcattcgat
gagaatctgce

ggttcatcct

<213> Cucumis melo

<400> 2

ctcagccatc
tgctgtgtta
taaatatgtc
gettttgett
gcttaaatgg
tggattaatt
acaaattgga
agatgatatg
ttcatatggc
acctccacct
aaaggataat
ggatgctcct
gctcaagcaa
aactccattc
tagctgcata
cctcgttgaa
tgcaaggttg
tggcttectt
gccaacatct
tgectattctt

ctacttcagg

ES 2817780 T3

gtctcggaag
cccatagcca
aacatcttgc
ccatgtttaa
tggtttattc
gttgcattaa
attgggaaca
aatccttttg
cagtgggttg
gagggtacat
acgcctgcac
aagaaggaag
atttttcagce
ttaaggcgat
atgctcgggyg
ggtcctggaa
gttttggttc
cctccagatg
gtcctectega
ttctgggtte

atactcttct

ttcaagcggg
aagttttcac
ctgcaagtgg
tattctctca
ctgcaaacgt
ttgttegtec
ttggaaatgt
gtgatgaaga
gtgcaattat
ttgacatcaa
atgttcecctt
agactaaggg
ctcctatcat
tgatctttac
aggctatgat
gttcaaaact
ctcctgcagg
ataaaatgtt
gtgctgtgge
atatatttge

aa

agggaactct
tatgtgecttt
aaggaagctt
gctegggcaa
tgttctgget
tccataccee
gcctctegtt
gaaatgtagc
cctgtacacc
agatcaaaat
gctcattcag
cttccttatg
tgctteggtce
tcetgatget
tccatgtate
cgggctacgg
ggttggcata
ccgattcgtt
tactttgagg

cgtcatctca
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Met Glu Arg Phe Leu Ser Ala Ile val Ser Glu Val Gln Ala Gly Gly

Asn Ser Leu Leu Val Thr Ile Lys Ile Ala Val Leu Pro Ile Ala Lys

Val Phe Thr Met Cys Phe Leu Gly Phe Leu Met Ala Ser Lys Tyr Val
35 40 45

Asn Ile Leu Pro Ala Ser Gly Arg Lys Leu Leu Asn Gly Leu Val Phe
50 55 60

Ser Leu Leu Leu Pro Cys Leu Ile Phe Ser Gln Leu Gly Gln Ala Ile
65 70 75 80

Thr Leu Glu Lys Met Leu Lys Trp Trp Phe Ile Pro Ala Asmr Val Val

Leu Ala Ser Ile Ser Gly Ser Leu Ile Gly Leu Ile Val Ala Leu Ile
100 105 110

Val Arg Pro Pro Tyr Pro Phe Phe Lys Phe Thr Ile Val Gln Ile Gly
115 120 125

Ile Gly Asn Ile Gly Asn Val Pro Leu Val Leu Ile Ala Ala Leu Cys
130 135 140

Arg Asp Asp Met Asn Pro Phe Gly Asp Glu Glu Lys Cys Ser Thr Asp
145 150 155 160

Gly Ile Ala Tyr Ile Ser Tyr Gly Gln Trp Val Gly Ala Ile Ile Leu
165 170 175

Tyr Thr Tyr Val Tyr Ala Met Leu Ala Pro Pro Pro Glu Gly Thr Phe
180 185 190

Asp Ile Lys Asp Gln Asn Ile Pro Val Lys Asn Leu Leu Lys Asp Asn
195 200 205

Thr Pro Ala His Val Pro Leu Leu Ile Gln Glu Val Ala Ser Lys Tyr
210 215 220

Pro Asp Ala Pro Lys Lys Glu Glu Thr Lys Gly Phe Leu Met Tyr Trp
225 230 235 240

Phe Asp Lys Leu Lys Leu Lys Gln Ile Phe Gln Pro Pro Ile Ile Ala
245 250 255

Ser Val Leu Ala Met Leu Leu Gly Ala Thr Pro Phe Leu Arg Arg Leu
260 265 270

Ile Phe Thr Pro Asp Ala Prb Leu Phe Phe Phe Thr Asp Ser Cys Ile
275 280 285
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Met Leu Gly
290

Asn Leu Val
305

Ala Ala Vval

Gly Ile Val

Lys Met Phe
355

Val Leu Ser
370

Ala Ala Ile
385

Gly Trp Phe

<210>3
<211> 1254
<212> ADN

Glu Ala Met Ile Pro

295

Glu Gly Pro Gly Ser
310

Ile Phe Ala Arg Leu

325

Met Leu Ala Asp Lys

340

Arg Phe Val Leu Leu

360

Ser Ala val Ala Thr

375

Leu Phe Trp Val His
390

Ile Leu Tyr Phe Arg

405

<213> Cucumis melo

<400> 3
atggacatgg

ctgcttgtca
ctgggtttte
ttgaatgggt
gctattactc
tcgatatcag
cctccatacc
gtgcctctecg
gagaaatgta
atccégtaca
aaagatcaaa
ttgctcatte
ggcttcetta
attgcttcgg
actcctgatg
attccatgta

ctcgggcetac
ggggttggca

ttccgatteg
gctactttga
gccgtcatect
<210> 4

<211> 415
<212> PRT

aaagatttct
ctattaagat
ttatggcatc
tggtctttte
tcgagaaaat
gttccctaat
ccttcttcaa
ttctcattge
gcactgatgg
cctatgttta
atattccagt
aggaggtagce
tgtattggtt
tcctagctat
ctccattgtt
tectgttggce

ggactaccgce

tagtcatgtt
ttecttettet

ggggttgtgg

caatggcagg

<213> Cucumis melo

ctcagccatce
tgctgtgtta
taaatatgtc
gcttttgett
gcttaaatgg
tggattaatt
gttcacaatt
agctctatgt
gattgcttat
tgcgatgetg
taagaatctg
ttcaaaatat
tgacaaattg
gttattgggt
tttettcact
attgggagga

tgctgttatt

agccgacaag
tcagcattcg
tagagaatct

gtggttcatc
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Cys Ile Leu

Ser Lys Leu
315

Val Leu Val
330

Leu Gly Phe
345

Leu Gln His

Leu Arg Gly

Ile Phe Ala
395

Ile Leu Phe
410

gtctcggaag
cccatagcca
aacatcttgce
ccatgtttaa
tggtttatte
gttgcattaa
gtacaaattg
agagatgata
atttcatatg
gcacctccac
ctaaaggata
ccggatgctce
aagctcaagc
gcaactccat
gatagctgca
aacctcgttg

tttgcaaggt
cttggcttee

atgccaacat
gctgctattce

ctctacttca

Leu Ala Leu Gly Gly

300

Gly Leu Arg Thr Thr

320

Pro Pro Ala Gly Val

335

Leu Pro Pro Asp Asp
350

Ser Met Pro Thr Ser

365

Cys Gly Arg Glu Ser

380

val Ile Ser Met Ala

ttcaagcggg
aagttttcac
ctgcaagtgg
tattctctca
ctgcaaacgt
ttgttgcatt
gaattgggaa
tgaatccttt
gccagtgggt
ctgagggtac
atacgectge
ctaagaagga
aaatttttca
tcttaaggcg
taatgctcgg
aaggtcctgg

tggttttggt

ttcctccaga
ctgtcctcte
ttttctgggt

ggatactctt

400

agggaactct
tatgtgettt
aaggaagctt
gctcgggcaa
tgttctgget
aattgttcgt
cattggaaat
tggtgatgaa
tggtgcaatt
atttgacatc
acatgttece
agagactaag
gcctectate
attgatecttt
ggaggctatg
aagttcaaaa

tectectgea

tgataaaatg
gagtgctgtg
tcatatattt

ctaa
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<400> 4
Met Glu Arg Phe Leu Ser Ala Ile Val Ser Glu Val Gln Ala Gly Gly
1 5 10 15

Asn Ser Leu Leu Val Thr Ile Lys Ile Ala Val Leu Pro Ile Ala Lys
20 25 30

Val Phe Thr Met Cys Phe Leu Gly Phe Leu Met Ala Ser Lys Tyr Val
35 40 45

Asn Ile Leu Pro Ala Ser Gly Arg Lys Leu Leu Asn Gly Leu Val Phe
50 55 60

Ser Leu Leu Leu Pro Cys Leu Ile Phe Ser Gln Leu Gly Gln Ala Ile
65 70 75 80

Thr Leu Glu Lys Met Leu Lys Trp Trp Phe Ile Pro Ala Asn Val Val
85 90 95

Leu Ala Ser Ile Ser Gly Ser Leu Ile Gly Leu Ile Val Ala Leu Ile
100 105 110

Val Ala Leu Ile Val Arg Pro Pro Tyr Pro Phe Phe Lys Phe Thr Ile
115 120 125

Val Gln Ile Gly Ile Gly Asn Ile Gly Asn Val Pro Leu Val Leu Ile
130 135 140

Ala Ala Leu Cys Arg Asp Asp Met Asn Pro Phe Gly Asp Glu Glu Lys
145 159 155 160

Cys Ser Thr Asp Gly Ile Ala Tyr Ile Ser Tyr Gly Gln Trp Vval Gly
165 - 170 175

Ala Ile Ile Leu Tyr Thr Tyr Val Tyr Ala Met Leu Ala Pro Pro Pro
180 185 190

Glu Gly Thr Phe Asp Ile Lys Asp Gln Asn Ile Pro Val Lys Asn Leu
195 200 205

Leu Lys Asp Asn Thr Pro Ala His Val Pro Leu Leu Ile Gln Glu Val
210 215 220

Ala Ser Lys Tyr Pro Asp Ala Pro Lys Lys Glu Glu Thr Lys Gly Phe
225 230 235 . 240
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Leu Met Tyr Trp Phe Asp Lys Leu Lys Leu Lys Gln Ile Phe Gln Pro
245 250 255

Pro Ile Ile Ala Ser Val Leu Ala Met Leu Leu Gly Ala Thr Pro Phe
260 265 270

Leu Arg Arg Leu Ile Phe Thr Pro Asp Ala Pro Leu Phe Phe Phe Thr
275 ' 280 285

Asp Ser Cys Ile Met Leu Gly Glu Ala Met Ile Pro Cys Ile Leu Leu
290 295 300

Ala Leu Gly Gly Asn Leu Val Glu Gly Pro Gly Ser Ser Lys Leu Gly
305 310 315 320

Leu Arg Thr Thr Ala Ala Val Ile Phe Ala Arg Leu Val Leu Val Pro
325 330 335

Pro Ala Gly Val Gly Ile Val Met Leu Ala Asp Lys Leu Gly Phe Leu
340 345 350

Pro Pro Asp Asp Lys Met Phe Arg Phe Val Leu Leu Leu Gln His Ser
355 360 365

Met Pro Thr Ser Val Leu Ser Ser Ala Val Ala Thr Leu Arg Gly Cys
370 375 380

Gly Arg Glu Ser Ala Ala Ile Leu Phe Trp Val His Ile Phe Ala Val
385 390 395 400

Ile Ser Met Ala Gly Trp Phe Ile Leu Tyr Phe Arg Ile Leu Phe

405 410 415
<210>5
<211> 424
<212> PRT
<213> Lycopersicon esculentum
<400> 5
Met Asp Arg Val Ser Arg Ile Leu Phe Ser Val Leu Thr Glu Pro Gln
1 5 10 15

Arg Gly Gly Gln Ser Phe Ile Thr Ser Ile Lys Ile Ala Val Leu Pro
20 25 30

Ile Ala Lys Val Phe Thr Leu Cys Phe Leu Gly Phe Leu Met Ala Ser
35 40 45

Lys Tyr Val Asn Ile Leu Pro Ala Asn Gly Arg Lys Leu Leu Asn Gly
50 55 60

Leu Val Phe Ser Leu Leu Leu Pro Cys Leu Ile Phe Ser Gln Leu Gly
65 70 75 80

Gln Ala Ile Thr Tyr Glu Lys Leu Leu Gln Trp Trp Phe Ile Pro Val
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85 90 95

Asn Ile Val Leu Ala Thr Ile Phe Gly Ser Ile Ile Gly Leu Ile Val
100 105 110

Ala Thr Ile Val Arg Pro Pro Tyr Pro Tyr Phe Lys Phe Thr Ile Ile
115 120 125

Gln Ile Gly Ile Gly Asn Ile Gly Asn Val Pro Leu Val Leu Ile Ala
130 135 140

Ala Leu Cys Arg Asp Pro Ser Asn Pro Phe Gly Asp Ser Glu Ile Cys
145 150 155 160

Ala Arg Asp Gly Asn Ala Tyr Ile Ser Phe Gly Gln Trp Val Gly Ala
165 170 175

Ile Ile Leu Tyr Thr Phe Val Phe Gln Met Leu Ser Pro Pro Pro Glu
180 185 190

Gly Ser Phe Asp Val Glu Asp Ala Asn Leu Pro Ile Lys Val Pro Asn
195 200 205

Lys Glu Arg Leu Pro Ser His Pro Ser Gly Ser Ser Ala Glu Gln Val
210 215 220

Pro Leu Leu Ala Thr Asn Val Ala Pro Ala Asp Ser Ser Ser Ser Asn
225 230 235 240

Lys Glu Lys Val Lys Gln Phe Phe Lys Phe Leu Tyr Glu Thr Leu Lys
245 250 255

Leu Lys Gln Leu Ile Gln Pro Pro Ile Ile Ala Ser Ile Ile Ala Ile
260 265 270

Ile Ile Gly Cys Val Pro Val Leu Lys Arg Leu Ile Phe Thr Ser Asp
275 280 285

Ala Pro Leu Tyr Phe Phe Thr Asp Ser Cys Leu Ile Leu Gly Asp Ala
290 295 300

Met Ile Pro Cys Ile Leu Leu Ala Leu Gly Gly Asn Leu Val Asp Gly
305 310 315 320

Pro Gly Pro Gly Ser Ser Lys Ile Gly Leu Lys Thr Thr Val Ala Ile
325 330 335

val Phe Ala Pro Val Val Phe Gly Ser Ser Asn Trp Thr Gln Ile Val
340 345 350

Met Leu Ala Asp Lys Leu Gly Phe Leu Pro Ala Asp Asp Lys Met Phe
355 360 365

Arg Phe Val Leu Leu Leu Gln Tyr Ser Met Pro Thr Ser Ile Leu Ala
370 375 380
Gly Ala Vval Ala Asn Leu Arg Gly Cys Gly Lys Glu Ala Ala Ser Ile

385 390 395 400

Leu Phe Trp Val His Ile Phe Ala Val Ile Ser Met Ala Gly Trp Ile
405 410 415

Ile Leu Tyr Leu Asn Ile Leu Phe
420

<210>6
<211> 453
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<212> PRT
<213> Cucumis sativus
<400> 6
Met Glu Asn Phe Leu Ser Ala Ile Val Ser Glu Val Gln Ala Gly Gly
1 5 10 15

Asn Ser Leu Leu Val Thr Ile Lys Ile Ala Val Leu Pro Ile Ala Lys
20 25 30

Val Phe Thr Met Cys Phe Leu Gly Phe Leu Met Ala Ser Lys Tyr Val
35 40 45

Asn Ile Leu Pro Ala Ser Gly Arg Lys Leu Leu Asn Gly Leu Val Phe
50 55 60

Ser Leu Leu Leu Pro Cys Leu Ile Phe Ser Gln Leu Gly Gln Ala Ile

Thr Leu Glu Lys Met Leu Lys Trp Trp Phe Ile Pro Ala Asn Val val
85 90 95

Leu Ala Ser Ile Ser Gly Ser Leu Ile Gly Leu Ile Val Ala Ser Ile
100 : 105 110

Val Arg Pro Pro Tyr Pro Phe Phe Lys Phe Thr Ile Val Gln Ile Gly
115 120 125

Ile Gly Asn Ile Gly Asn Val Prc Leu Val Leu Ile Ala Ala Leu Cys
130 135 140

Arg Asp Asp Met Asn Pro Phe Gly Asp Glu Glu Lys Cys Ser Thr Asp
145 150 155 160

Gly Ile Ala Tyr Ile Ser Tyr Gly Gln Trp Val Gly Ala Ile Ile Leu
165 170 175

Tyr Thr Tyr Val Tyr Ala Met Leu Ala Pro Pro Pro Glu Gly Thr Phe
180 185 190

Asp Ile Lys Asp Gln Asn Ile Ser Val Lys Asn Leu Leu Lys Asp Asn
195 200 205

Thr Pro Ala His Val Pro Leu Leu Ile Gln Glu Val Pro Ser Thr Tyr
210 215 220
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Pro Asp Ala Pro Lys Lys Glu Glu Lys Tyr Asp Met Glu Tyr Glu Lys
225 230 235 240

Cys Asn Asn Asp Asn Lys Thr Ser Thr Tyr Phe His Asn Gly Ile Ile
245 250 255

Leu Ser Thr Leu Gly Ile Phe Pro His Ser Leu Thr Phe Gly Ile Thr
260 265 270

Gln Lys Thr Lys Gly Phe Leu Ile Tyr Trp Phe Asp Lys Leu Lys Leu
275 280 285

Lys Gln Met Phe Gln Pro Pro Ile Val Ala Ser Val Leu Ala Met Leu
290 295 300

Leu Gly Ala Thr Pro Phe Leu Arg Arg Leu Ile Phe Thr Pro Asp Ala
305 310 315 320

Pro Leu Phe Phe Phe Thr Asp Ser Cys Ile Met Leu Gly Glu Ala Met
325 330 335

Ile Pro Cys Ile Leu Leu Ala Leu Gly Gly Asn Leu Val Glu Gly Pro
340 345 350

Gly Ser Ser Lys Leu Gly Leu Arg Thr Thr Ala Ala Ile Ile Phe Ala
355 360 365

Arg Leu Val Leu Val Pro Pro Ala Gly Leu Gly Ile vVal Met Leu Ala
370 375 380

Asp Lys Leu Gly Phe Leu Pro Pro Asp Asp Lys Met Phe Arg Phe Val
385 390 395 400

Leu Leu Leu Gln His Ser Met Pro Thr Ser Val Leu Ser Ser Ala Val
405 410 415

Ala Thr Leu Arg Gly Cys Gly Lys Asp Ser Ala Ala Ile Leu Phe Trp
420 425 430

Val His Ile Phe Ser Val Ile Ser Met Ala Gly Trp Phe Ile Leu Tyr
435 440 445

Phe Arg Ile Leu Phe
450

<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de ADN monocatenario

<400> 7
atggacatgg aaagatttct ct 22

<210>8

<211> 422

<212> PRT

<213> Malus domestica

<400> 8
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Met Glu Arg Ile Leu Ala Ala Val Glu Val Val Asn Gln Ala Gly Gly

Glu Ser Leu Leu Gly Thr Ile Lys Ile Ala Val Leu Pro Ile Ala Lys

Val Phe Thr Val Cys Ser Leu Gly Leu Leu Met Ala Ser Lys Tyr Val
35 40 45

Asn Ile Phe Pro Ala Ser Gly Arg Lys Leu Leu Asn Gly Leu Val Phe
50 55 60

Ser Leu Leu Leu Pro Cys Leu Ile Phe Ser Gln Leu Gly Gln Ala Ile
65 70 75 80

Thr Leu Gln Lys Met Leu Glu Trp Trp Phe Ile Pro Val Asn Val val
85 90 95

Ile Gly Ser Thr Thr Gly Ser Ile Ile Gly Tyr Ile Val Ala Ser Leu
100 105 110

Val His Pro Pro Tyr Pro Phe Phe Lys Phe Thr Ile Val Gln Ile Gly
115 120 125

Ile Gly Asn Ile Gly Asn Val Pro Leu Val Leu Ile Ser Ala Leu Cys
130 135 140

Arg Asp Lys Ser Asn Pro Phe Gly Asp Ser Thr Thr Cys Lys Thr Asp
145 150 155 160

Gly Thr Ala Tyr Ile Ser Phe Gly Gln Trp Val Gly Ala Ile Ile Leu
165 170 175

Tyr Thr Tyr Val Phe Gln Met Leu Ser Pro Pro Pro Glu Gly Thr Phe
180 185 190

Asp Val Glu Glu Lys Glu Leu Pro Ile Lys Ser Pro Arg Asn Gly Thr
195 200 205

Thr Pro Asp Gln Val Pro Leu Leu Thr Pro Asp Glu Asn Glu Glu Glu
210 215 220

Thr Ala Arg Lys Glu Glu Val Ala Glu Thr Glu Ser Asn Ala Ser Asn
225 230 235 240

Lys Pro Lys Ile Thr Lys Phe Phe Leu Phe Ile Tyr Glu Lys Leu Lys
245 250 255

Leu Lys Gln Val Leu Gln Pro Pro Ile Ile Ala Ser Ile Leu Ala Met
260 265 270
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Val Leu Gly Thr Ile Pro Phe Leu Lys Lys Leu Ile Phe Thr Ser Asp
275 280 285

Gly Pro Leu Phe Phe Phe Thr Asp Ser Cys Ile Ile Leu Gly Glu Ala
290 295 300

Met Ile Pro Cys Ile Leu Leu Ala Leu Gly Gly Asn Leu Val Asp Gly
305 310 315 320

Pro Gly Ser Ser Lys Leu Gly Leu Arg Thr Thr Ala Ala Ile Ile Phe
325 330 335

Ala Arg Leu Val Leu Val Pro Pro Val Gly Leu Gly Val val Met Leu
340 345 350

Ala Asp Lys Leu Gly Phe Leu Pro Pro Asn Asp Gln Met Phe Arg Phe
355 360 365

Val Leu Leu Leu Gln His Thr Met Pro Thr Ser Val Leu Ala Gly Ala
370 375 380

Val Ala Asn Leu Arg Gly Cys Gly Arg Glu Ala Ala Ala Val Leu Phe
385 -390 395 400

Trp Val His Ile Phe Ala Ile Phe Ser Met Ala Gly Trp Ile Val Leu
405 410 415

Tyr Leu Asn Ile Leu Phe
420

<210>9

<211> 414

<212> PRT

<213> Populus trichocarpa

<400>9
Met Glu Arg Phe Leu Leu Ala Val Asp Thr Met Gly Ala Asn Gln Val
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gln Thr Leu Leu Gly Thr Ile Lys Ile Ala Val Leu Pro
20 25 30

Ile Ala Lys Val Phe Thr Met Cys Phe Leu Gly Phe Leu Met Ala Ser
35 40 45

Lys Tyr Val Asn Ile Leu Pro Ala Ser Gly Arg Lys Leu Leu Asn Gly
50 55 60

Leu Val Phe Ser Leu Leu Leu Pro Cys Leu Ile Phe Ser Gln Leu Gly
65 70 75 80

Gln Ala Val Thr Leu Gln Lys Met Leu Glu Trp Trp Phe Ile Pro val
85 90 95

Asn Val Val Leu Ser Ser Ile Cys Gly Ser Leu Ile Gly Phe Ile Val
100 105 110
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Ala Ser Ile Val Arg Pro Pro Tyr Pro Phe Phe Lys Phe Ser Ile Val
115 120 125

Gln Ile Gly Ile Gly Asn Ile Gly Asn Val Pro Leu Val Leu Ile Ala
130 135 140

Ala Leu Cys Arg Asp Thr Ser Asn Pro Phe Gly Asp Ser Glu Lys Cys
145 150 155 160

Ser Thr Asp Gly Thr Ala Tyr Ile Ser Phe Gly Gln Trp Val Gly Ala
165 170 175

Ile Ile Leu Tyr Thr Tyr Val Phe Asn Met Leu Ala Pro Pro Pro Glu
180 185 190

Gly Thr Phe Asp Ile Asp Glu Pro Asn Leu Pro Ile Lys Lys Pro Ala
195 200 205

Lys Asp Ala Pro Met Glu Gln Val Pro Leu Leu Ala Gln Glu Glu Ala
210 215 220

Pro Ala Glu Pro Asp Ala Pro Lys Arg Gly Lys Ile Lys Gln Ile Leu
225 230 235 240

Val Phe Leu Tyr Asp Lys Leu Lys Leu Lys Gln Ile Leu Gln Pro Pro
245 250 255

Ile Ile Ala Ser Ile Leu Ala Met Phe Leu Gly Ala Val Pro Phe Leu
260 265 270

Lys Gln Leu Ile Phe Thr Thx Asp Ser Pro Leu Phe Phe Phe Thr Asp
275 280 285

Ser Cys Asn Ile Leu Gly Glu Ala Met Ile Pro Cys Ile Leu Leu Ala
290 295 300

Leu Gly Gly Asn Leu Val Asp Gly Pro Gly Ser Ser Lys Leu Gly Phe
305 310 315 320

Arg Thr Thr Ala Ala Ile Ile Phe Gly Arg Leu Val Leu Val Pro Pro
325 330 335

Thr Gly Leu Gly Ile Val Met Leu Ala Asp Lys Leu Gly Phe Leu Pro
340 345 350

Ala Gly Asp Lys Met Phe Arg Phe Val Leu Leu Leu Gln His Thr Met
355 360 365

Pro Thr Ser Val Leu Ser Gly Ala Val Ala Asn Leu Arg Gly Cys Gly
370 375 380

Arg Glu Ala Ala Ala Val Leu Phe Trp Val His Ile Phe Ala Ile Phe

385 390 395 400
Ser Met Ala Gly Trp Ile Val Leu Tyr Leu Asn Ile Leu Phe
405 410
<210> 10
<211> 431
<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 10
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Met Ile Ala Arg Ile Leu Ala Ala Leu Ala Asp Ser Met Glu Met Pro

Val Ala Ala Gly Gly Gly Ser Val Leu Gly Thr Ile Lys Ile Ala Val
20 25 30

Met Pro Ile Ala Lys Val Phe Thr Met Cys Phe Leu Gly Leu Leu Met

Ala Ser Lys Tyr Val Asn Ile Leu Pro Pro Ser Gly Arg Lys Leu Leu

Asn Gly Leu Val Phe Ser Leu Leu Leu Pro Cys Leu Ile Phe Ser Gln
65 70 75 80

Leu Gly Gln Ala Vval Thr Leu Gln Lys Met Leu Gln Trp Trp Phe Ile
85 90 95

Pro Val Asn Val Val Leu Gly Thr Ile Ser Gly Ser Ile Ile Gly Phe
100 105 110

Ile Val Ala Ser Ile Val Arg Pro Pro Tyr Pro Tyr Phe Lys Phe Thr
115 120 125

Ile Ile Gln Ile Gly Val Gly Asn Ile Gly Asn Val Pro Leu Val Leu
130 135 140

Leu Ala Ala Leu Cys Arg Asp Thr Ser Asn Pro Phe Gly Asp Ser Glu
145 150 155 160

Lys Cys Ser Ile Asp Gly Thr Ala Tyr Ile Ser Phe Gly Gln Trp Val
165 170 175

Gly Ala Ile Ile Leu Tyr Thr Tyr vVal Tyr Gln Met Phe Ala Pro Pro
180 185 190

Pro Glu Gly Phe Asp Ala Glu Glu Glu Asn Leu Ala Leu Lys Thr Leu
195 200 205

Pro Val Asp Ala Ala Pro Glu Gln Vval Pro Leu Leu Thr Gln Asn Phe
210 215 220

Pro Lys Asp Phe Ser Pro Thr Gln Asp Leu Leu Pro Val Gln Ser Thr
225 230 235 240

Glu Pro Arg Gly Arg Gly Val Ser Arg Lys Gly Lys Ile Ala Gln Ile
245 250 255
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Phe Val Phe Leu Tyr Glu Lys Leu Lys Leu
260 265

Ala Ile Vval Ala Ser Ile Leu Ala Met Ile
275 280

Thr Lys Lys Leu Ile Phe Thr Asn Gly Ala
290 295

Asp Ser Cys Met Ile Leu Gly Asp Ala Met
305 310

Ala Leu Gly Gly Asn Leu Ile Asn Gly Pro
325 330

Phe Lys Thr Thr Ala Ala Ile Ile Ile Gly
340 345

Pro Val Gly Leu Gly Ile Val Thr Vval Ala
355 360

Pro Ala Asp Asp Lys Met Phe Arg Phe Vval
370 375

Met Pro Thr Ser Vval Leu Ser Gly Ala Vval
385 390

Gly Arg Glu Ser Ala Ala Val Leu Phe Trp
405 410

Phe Ser Met Ala Gly Trp Met Val Leu Tyr
420 425

<210> 11

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de ADN monocatenario

<400> 11
ttagaagagt atcctgaagt aga 23

<210> 12

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledétido de ADN monocatenario

<400> 12
ctcgggcaag ctattact 18

<210> 13

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de ADN monocatenario

<400> 13
gtatggagga cgaacaat 18

Lys

Leu

Pro

Ile

315

Gly

Arg

Asp

Leu

Ala

395

val

Ile

Gln

Gly

Leu

300

Pro

Ser

Leu

Lys

Leu

380

Asn

His

Asn

Ile val
270

Ala Ile

285

Phe Phe

Cys Ile

Ser Lys

Val Leu

350

Leu Gly

365

Leu Gln

Leu Arg

Ile Phe

Ile Leu
430

51

Gln

Pro

Phe

Leu

Leu

335

val

Phe

His

Gly

Ala

415

Phe

Pro

Phe

Thr

Leu

320

Gly

Pro

Leu

Thr

Cys

400
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<210> 14

<211> 7962

<212> ADN

<213> Cucumis melo

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (2)..(2)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (26)..(26)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (32)..(34)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (38)..(38)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (41)..(41)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (45)..(45)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (49)..(49)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (57)..(57)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (65)..(65)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (76)..(76)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (79)..(79)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (85)..(85)
<223>nesa,c,got

<220>
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<221> caracteristica_misc
<222> (94)..(95)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (107)..(107)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (109)..(110)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (116)..(116)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (119)..(119)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (154)..(154)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (156)..(156)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (160)..(160)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (189)..(189)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (239)..(239)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (253)..(253)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (262)..(262)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (283)..(283)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> caracteristica_misc
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<222> (292)..(292)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (316)..(316)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (327)..(327)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (341)..(341)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (4305)..(4305)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (5729)..(5729)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (6118)..(6118)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (6232)..(6232)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (6571)..(6571)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (6631)..(6631)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (7797)..(7797)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (7822)..(7822)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (7838)..(7838)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (7872)..(7872)
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<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (7907)..(7908)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (7931)..(7932)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (7941)..(7941)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (7948)..(7949)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (7958)..(7958)
<223>nesa,c,got

<400> 14

ES 2817780 T3
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angggttcge
gcggncagtg
tttacacttt
cacaggaanc
caagcttgca
gaacataatc
cgttgttact
gtgcggtgaa
cgcgcagttg
tttcaactct
atttcagatt
ttategetat
ttatgaagct
atcagcattt
attgtgatge
ctgattctta
ttatgttttg
ttaagtccga
tatttcatat
gtgacaaaga
cgggagggaa
tcactatgtg
gtggaaggaa
acagactctg
agtattttga
ttcgettttg
aatgcttaaa
tgtatacaga
ctgcaaacgt
ttgttcgtce

cacttgatct

gttggccgat
agcgcnacnc
atgctteegg
agctatgacc
tgnctgcagg
gaaatnttct
ttgtggcata
atattccact
ctttactagce
ttatcttcat
aggatctgtt
aatttgttgt
ttattgttag
ctttttcgac
tacttcecggt
attattcttt
tgatcaggaa
gtgctgagat
agaacgagtt
ggagatggac
ctctetgett
ctttctgggt
gcttttgaat
tattgtttte
tgggttcaaa
cttccatgtt
tggtgggage
gaacagtcat
tgttctggcet
tccatacccec

tggaatagta

tcattnatgce
aattnatgtg
ctcgtatgtt
atgattacgce
tngactctag
tcaactntcg
tgaatgtcaa
tcaacgacga
aggctctcac
cctcttecate
cttgtttctce
tatggcttet
tattcagtgce
attctatttce
tctgaaatga
tttttttttt
aactgagaag
ttagtccgtt
tcagattttg
atggaaagat
gtcactatta
tttcttatgg
ggggtatgtt
tgatttgatg
atgattttte
taatattcte
taaatatact
ctaatttcat
tcgatatcag
ttcttcaagt

cttgcacata

ES 2817780 T3

annnggcncg
agtnngctca
gtgngnaatn
caagctattt
aggatcceeg
tagctaaatt
aacttgctgt
acagtaggaa
aaatcgccat
cattttcact
tgtaagtgtt
ggggtttgtt
atgaacgttt
tggatttagt
tttcattgtt
ttggattgtt
caaaatttcc
tggaatttgg
agttttgttt
ttctectcage
agattgctgt
catctaaata
tgcataaatt
ttttgatgga
atttttgctt
tcagctcggg
ttacacgtgt
ttgtggectt
gttccctaat
tcacaattgt

gtttgtctgt

ncagntttnc
Cctcattngnn
gtgagcggat
aggtgacact
ggnaccgagc
ngtaattcca
ccttttcaat
ttgagcagcg
tgccaaacct
ttttttttet
ttctecgttaa
ttgtgggttt
ttcaagaaat
ttttattttg
ctacttcctt
cttgttttgt
cgaacttcat
tgggtttaca
ggtggtgatc
catcgtctcg
gttacccata
tgtcaacatc
tcatctaatc
cctatctaaa
cttgtgectge
caagctatta
tcctgttttg
attatgtagg
tggattaatt
acaaattgga

atgatgtatg

cgactgnaaa
acccenggne
aacaatttca
atagaatant
tngaattcaa
ccattaaatt
ctacggattt
caatatttgg
cagagctgct
ttttttgaaa
ttectetettt
tttttttttt
ttgtgtcget
tgttgctttg
gtttttgett
aaagtttaaa
gttttgatga
aaggaacccce
agaagattga
gaagttcaag
gccaaagttt
ttgcctgecaa
tgtacactga
cacgatgact
agttggtctt
ctctcgagaa
atttgaatct
tggtttattce
gttgcattaa
attggtaaac

agttgtttcce

56

60

120

240

300

360

420

480

600

660

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



tgtttgtcac
tccttatgge
gtgcatcaat
aaccaatcat
ttcaaatgaa
aacttgctaa
tatgtgatgg
caagatgagt
gagagcccca
tatttttgta
taagcctgee
acgatgattg
tgtacttgca
aatatccttg
agatgaagaa
gatatgctgt
atttatgcat
tgtgcctcete
agagaaatgt
tgcgtttttg
ttaaattttt
cttggcttgt
aagcgaacaa
ccattattct
tgcaattaac
aatggctttg
agcaaacaac
ggtgcaatta
tttgacatca
catgttcecct
gaggtgagag
atggcgaggt
actaatatga
acaagacctc
gtagccttac
cttaccatag

tggatgtaaa

ttgattgget
ctgtcagttt
tctttgecact
gttggccgga
tatacgttgt
ttcaacaacg
atgctagcat
ttattcattt
ctcccaacta
agtcttttag
aaagccagtg
aataataaag
ttttagagta
accttgtgtc
ttgattaaac
gaaaatattt
ccttgttgct
gttctcattg
agcactgatg
gctcaactca
aattactctt
attcattcct
tatacacttt
aattggtatt
tcaagatggg
ttattaagaa
ctaatctaaa
tcctgtacac
aagatcaaaa
tgctcattca
actttatttt
tcatttctat
cattctttta
cacctatttt
ttttggaatc
atctctectt

tgttatcate

ggtcatttca
ttagttcaaa
aattgaatgg
cattgatcca
caataactta
cagacctagt
atgctatcct
cttgtttttg
attcaggtac
ctgactgtta
tgctactggt
atgagtttcc
agtttcaagt
ttaattcacc
aaataatagg
acttgaactt
attctatgtt
cagctctatg
ggattgctta
tttggacttg
catcatatat
aagtaacatg
aatgaaaaag
cactattcac
gtgcatcttt
aagaaataat
tttactaata
ctatgtttat
tattccagtt
ggaggtagct
tctttattgt
taatcaactt
tagaagtatg
cataatagta
acccaaaagg
tccctaacca

ttcaattttt
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gatatctgtt
aactagaata
cactgtgagg
caattgcaga
atggatcaag
tttaataggg
tctgatacat
tagtattttt
ccatgcctat
gtttgattag
ataaatcata
tttcccactt
aaacacttcc
cgtttttttt
gtttctgtac
catgatttgg
ttgatgttgg
tagagatgat
tatttcatat
tgcatttttc
cattctaaat
ttctttttat
agagtggaag
aatcaaattt
gtgactcctt
aaataaataa
cctacgtgat
gcgatgctgg
aagaatctgc
tcaaaatatc
aagcattgcece
ataatagcat
atatggaata
taatattgtce
tctcatataa
acatgggact

agcagcttct

aatggccatc
gtatttctct
tttgtgctge
caaataaatt
gaacgaatca
aattttcaat
tttcecttacce
cttttgaata
gcaggccctg
aagtaatatc
tcattaatat
ccctctgttg
tgtagtgtca
ttttteccttt
tttaaaatgce
ttttctecata
cattcaggga
atgaatcctt
ggccagtggg
tgaagttgga
accaattatt
aatttaggce
aagtatttga
catttttaag
caggaaattt
aaaattaaac
tattttttaa
cacctcecacc
taaaggataa
cggatgctce
atattcagtt
attttatatt
tgaaaaatgt
cactttggat
atggagataa
ttatttacac

ctgtgttttg

57

agtttataac
tttccggatt
atgtgacaca
aggagagctg
gagggttcca
gatttggect
tacctaaact
atcctgtatt
aactcagtct
tagttctaat
tatggaaata
gaaggtacat
aacgaattgc
tctgtgtgaa
agtagctgta
tgaacgtatt
acattggaaa
ttggtgatga
tgggtttttce
tttttttttt
ccatccatga
ccatggcttg
taaatacgta
tactctcccet
ttaccctatc
atttgttact
tgtcaaggtt
tgagggtaca
tacgcctgceca
taagaaggaa
taatggattc
tttctagaag
aataacgata
ataaatcctc
ttgttctteg
cagaacataa

ggttattcat

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



tagttaattt
taagctctgt
aaaacaaatc
cagttgtgtc
aatcattctt
acttatctta
gggctgtctyg
gacaaattga
ttgtgtttta
atgctagata
tgttgtttte
ggttgggttt
gatgtttttt
acttccagat
catgttgcag
tactcctgat
ggaaattttt
attgatgggc
atggctgecta
tctttgggtt
atgaagattc
ctggcectttg
gcttttggta
aaaccatgtg
ttcttctage
ccttggtgcet
tggcatttga
gatccttctt
gaatatttcc
tccaggttga
ccagataaga
cactcctaag
taatctttaa
aaagggatat
agggaggcta
tgctgttcca

atcaagaaca

atcttgeett
tttcggatta
tactcttagt
aatattcttg
tctaaaatta
agtggcagtt
tcacaatttt
agctcaagca
atgtgctgta
aatttcgtgg
ggaaaaaaat
agggtttgtt
attcatctaa
tcagatatct
gtcctagcta
gctccattgt
taagagcaat
ttgcactgag
gatgcctaca
tctgtttcaa
aaattagccg
ttgaggatgc
aaggcaacat
ggttcatgaa
ctcattgttg
ctgaaattat
agaaaaatat
tcettttttg
tactctctaa
agagattgaa
acctaacaag
atagtgtagtt
aaataggtta
atacttataa
tgattccatg
atgacaataa

aaatcttctt

agttatggtt
tgcattagtt
tgtgaaacta
gcttcatgtt
tgaagatttg
tgttcattca
tctttggatg
aatttttcag
gtcttatcat
gagcatatgt
tgagtttgtt
ctcttcatga
ttatgetttt
ttccaagttce
tgttattggg
ttttcttecac
gttgecttttt
gttgttttct
cttaaatttce
gtcaagagct
ttaacagagyg
cagcatagtt
ttttgttggt
gggtgcaata
tttttgggtt
aatttttgca
agagcagctg
ggtcttggna
cgtttgcttt
aagaaagtcc
aatgcttgaa
ttttaacatt
tggatgagtt
aatttccatt
tatcctgttg
ttttctgtcg

gaatgacttg
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ttgaactagt
aatttctgtt
gtatgttaaa
tecttttttge
gatgacttct
tccttacttce
cagactaagg
cctcctatca
ttgttttatg
ttcatcctet
ttgttctett
acatctgata
ggggttcatg
ttttgtcacc
tgcaactcca
tgatagctge
atttagaatt
tggaaggttt
tgtataccta
caaattcgta
gttccacata
ccaaatcaca
ataaggattc
taatctcgag
gtgatggtgce
gccatcaggt
gtatttagat
tctgegtttt
ttgagaattt
taagatagtg
ttagtacaag
gagttagatt
gatttcataa
accaatataa
gcattgggag
tagttgtaga

acacatttct

ctactctttg
gccttagttt
ttgtcagaag
tttcnageta
tggctttatt
tgaaaggaaa
gcttecttat
ttgcttcggt
gatcatacta
tttgaaattg
gaaaagaaaa
tgtatcccca
ttaattgatg
tttcgtaatt
ttcttaagge
ataatgctcg
ataattcttt
cttttagtce
aatatttgat
gagtttgtga
tctetttgge
atcaggttga
ttgtggaaaa
agatctactg
tgtttaagtt
taaaaacaaa
ttcaaattct
gattttgtgg
aaggcgtget
tgttttttaa
attcttaaaa
tcatgacgga
aactagaatg
tctaacacct
gaaacctcgt
gatatatagc

gctaaaattt

taatgaaaac
tggttttatg
atttttagat
agcagtggaa
aggttagcta
tacaaaattg
gtattggttt
tagtatatat
taactagtga
taaactgaaa
gaaaacaatg
aagttaaagt
aggtttctga
gattatgcaa
gattgatctt
ggtaaatcct
cgctttgetc
atttttaaga
cttaaggtta
tgatcatgtce
tttttgttte
cgtggagagg
tccaaaagca
tcctagcacce
ataagtcctc
atcttcaagg
taaaacaaga
caatttctgg
atctgtgtct
ccttcaagaa
gatattacat
tatggacctg
tgggaaattt
tttgttgntc
tgaaggttag
tngactgcaa

tgatatattt

58

4140
4200
4260
4320
4380
1440
4500
4560
1620
14680
4740
4800
1860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240

6300
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25

aaattcccat
gtaatgtcat
aaagcacaag
tgtcccatca
aactatttct
gacagcttac
ggctacggac
ttggcatagt
gatttgttet
cttgacaaac
attattcatt
aaggctttta
tgtggtagag
gcagggtggt
aagtttcata
tgtagagaag
cctaaagcta
attaatgaat
aaagagatta
agctgtccat
ttttttegtt
tgtaataaat
aggtttaata
tgaaaataat
catataattt
tttaatcgta
taattgtatt
ttatgttgtt

<210> 15
<211> 32

<212> ADN

cgceccagecag
ttcteccecga
tggaagaagc
gctcaagttt
ttagtttagt
caaataacaa
taccgctget
catgttagcc
tcttcttcag
aactaagaac
tcctgaaatg
actcatgaag
aatctgctge
écatcctcta
ttccaatact
accagtatcg
ataagcgaat
aatccatgcet
tgttaattgt
atttttatgg
tacgaagatg
tttaggagtt
ttacttaaaa
ttaggtattt
tatttttttt
aatgtttgat
gntatatggc

nnaattttgt

cataaatttt
tteattttgt
agaatgctaa
gtgggtggtt
agaatcatgt
tgtctcactt
gttatttttg
gacaagcttg
cattcgatgce
aaacaaacga
aaagaattga
caaattattt
tattctttte
cttcaggata
tctecettatt
tttagaaata
tagttgctte
tcgtagatcea
actttggtat
attttecegtt
gagaatgcat
ctaacctaca
aaataaaaga
attattcatt
taattgtatg
tnatttecttt
tttctacgtg

ncagaaannt

<213> Secuencia artificial

<220>
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tgtatcggtg
tttectatgtt
ggtttgggta
tacctgtcag
naaactaccc
ngcttgcagg
caaggttggt
gcttccttee
caacatctgt
gtactcaaat
agcttgttta
tctgtaggtg
tgggttcata
ctcttctaaa
ctttgttaaa
gtattttttt
aatacggtgg
catggaaaaa
agattttecct
taggcaagga
ttcttgecececg
taagcttgac
agttcgtaat
ttagtttgga
agatttaatg
tctatatnag
atctttttet

ttaatggnga

atttaacatg
gggcctttca
taattatatt
cttaagcgga
aaaagtcctt
tcctggaagt
tttggtgecect
tccagatgat
cctctcgagt
tgatcagtaa
agtcaaagta
ctgtggctac
tatttgecegt
gaaattgcaa
tatgggtgtc
tgtttgagat
gtgtgaacaa
gacattatgg
cgatatatgt
aaggggacgg
attgectett
ttcaaattta
aatacaatta
gcatttaata
tgagatagta
tttcattcat
ttttttnntt

ta

<223> Oligonucledétido de ADN monocatenario

<400> 15

ctcgagtcta gaccagtggg ttggtgcaat ta 32

<210> 16
<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido de ADN monocatenario

<400> 16

ggtaccatcg atcggctaac atgactatgc ca 32

<210> 17

atggcaaatt
caaaactttce
tettgtttge
ttggtgattt
ttattttcaa
tcaaaactcg
cctgcagggg
aaaatgttcc
aagttccaat
tcttcaccte
gatgtcattt
tttgaggggt
catctcaatg
ccttgtgaat
attcgttact
gattatgtaﬁ
gagatattct
agagatgaat
ttttggaggt
agtcgggatt
aataatgttt
cacacaaata
taaataaaaa
tgagataata
tatattnatt
tttcattttt

ctctatgttt

59

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7962
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<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledétido de ADN monocatenario

<400> 17
ctcgagtcta gacagccgac tctagtagtt ca 32

<210> 18

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledétido de ADN monocatenario

<400> 18
ggtaccatcg atccatccag ccatagagat ca 32

<210> 19

<211> 524

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Amplicones derivados de melon, ADNc transportador

<400> 19

ccagtgggtt ggtgcaatta tcctgtacac ctatgtttat gcgatgctgg cacctccacce
tgagggtaca tttgacatca aagatcaaaa tattccagtt aagaatctgc taaaggataa
tacgcctgea catgttccect tgctcattca ggaggtaget tcaaaatatc cggatgectcece
taagaaggaa gagactaagg gcttccttat q;attggttt gacaaattga agctcaagca
aatttttcag cctcctatca ttgcttecggt cctagctatg ttattgggtg caactccatt
cttaaggcga ttgatcttta ctcctgatge tccattgttt ttcttcactg atagctgeat
aatgctcggg gaggctatga ttccatgtat cctgttggeca ttgggaggaa acctcgttga
aggtcctgga agttcaaaac tcgggctacg gactaccgct gctgttattt ttgcaaggtt

ggttttggtt cctectgcag gggttggcat agtcatgtta gccg

<210> 20

<211> 548

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Amplicén derivado de tomate

<400> 20

cagccgactc tagtagttca aataaagaga aggttaaaca gttctttaaa tttctctatg
agacactgaa gctcaagcaa cttattcaac ctcccattat agcttctatc atagcgatta

tcataggatg tgtgccggtc ctgaaacgcc tcatctttac ttctgatgct ccactttact

60

60

120

180

240

300

360

420

524

60

120

180
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tecttcactga cagetgttta attcttgggg atgccatgat teccctgcata
taggaggcaa tctcgttgac gggccaggac ctggaagttc aaaaattggt
ctgttgcgat tgtgtttgca cggttgtgtt tggttcctcc aactggacte
tgttagctga taagecttggc ttccttectg ctgatgataa aatgttcaga
ttcttcagta ttcaatgecc acatccatac ttgctggtge ggttgccaac

gtgggaagga ggcagcttca atcttgtttt gggttcatat atttgctgtg

ctggatgg

<210> 21

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledétido de ADN monocatenario

<400> 21
ctcgagtcta gacagccgac tctagtagtt ca 32

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de ADN monocatenario

<400> 22
cgtcttacac atcacttgtc a 21

<210> 23

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de ADN monocatenario

<400> 23
tctagaatgg acatggaaag atttctct 28

<210> 24

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledétido de ADN monocatenario

<400> 24
agatctggga attcgatttt agaagagt 28

<210> 25

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de ADN monocatenario

<400> 25

ttgttggect
cttaagacaa
agtattgtca
ttegttette
ttgagagggt

atctctatgg

61

240

300

420

480

540

548
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tctagaatgg atagggtgtc gaggat 26

<210> 26

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de ADN monocatenario

<400> 26
agatctgcgg gaattcgatt ttaaaaga 28

<210> 27

<211>4

<212> PRT

<213> Cucumis melo

<400> 27
Leu lle Val Ala
1

<210> 28

<211> 432

<212> PRT

<213> Malus domestica

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (15)..(16)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (328)..(329)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 28
Met Glu Arg Val Leu Met Ala Val His Leu Ala Asn Gln Val Xaa Xaa
1 5 10 15

Gly Gly Glu Ser Leu Leu Gly Thr Ile Lys Ile Ala Val Leu Pro Ile
20 25 30

Ala Lys Val Phe Thr Val Cys Ala Leu Gly Leu Leu Met Ala Ser Lys
35 40 45

Tyr Val Asn Ile Phe Pro Ala Ser Gly Arg Lys Leu Leu Asn Gly Leu
50 55 60

vVal Phe Ser Leu Leu Leu Pro Cys Leu Ile Phe Ser Gln Leu Gly Gln

Ala Ile Thr Leu Lys Lys Met Leu Glu Trp Trp Phe Ile Pro Val Asn
85 90 95

Vval val Ile Gly Ser Thr Thr Gly Ser Met Ile Gly Tyr Ile Val Ala
100 105 110

Ser Ile Val Arg Pro Pro Tyr Pro Phe Phe Lys Phe Thr Ile Ile Gln
115 120 125

62



Ile

Leu

145

Gly

Tyr

Asp

Ser

Glu

225

Glu

val

Ile

Lys

Ser

305

Leu

Gly

Pro

Leu

Thr

385

Cys

Ile

Gly

130

cys

Thr

Thr

Ile

Met

210

Glu

Thr

Phe

Ile

Lys

290

cys

Gly

Leu

Pro

Pro

370

Met

Gly

Phe

<210> 29

<211> 376

Ile

Arg

Ala

Tyr

Glu

195

Thr

Thr

Asn

Ile

Ala

275

Leu

Ser

Gly

Arg

Val

355

Ala

Pro

Arg

Ser

<212> PRT
<213> Vitis vinifera

<400> 29

Gly

Asp

Tyr

val

180

Glu

Pro

Thr

Ser

Tyr

260

Ser

Ile

Ile

Asn

Thr

340

Gly

Asn

Thx

Glu

Met
420

Asn

Lys

Ile

165

Phe

Lys

Glu

Arg

Asn

245

Glu

Ile

Phe

Leu

Leu

325

Thr

Leu

Asp

Sex

Ala

405

Ala

Ile

Ser

150

Ser

Gln

Asp

Gln

Gln

230

Asp

Lys

Leu

Thr

Gly

310

Ile

Ala

Gly

Lys

val

390

Ala

Gly

Gly

135

Asn

Phe

Met

Leu

Ile

215

Glu

Thr

Leu

Ala

Ser

295

Glu

Asp

Ala

Ile

Met

375

Leu

Ala

Trp

Asn

Pro

Gly

Leu

Pro

200

Pro

Glu

Asp

Lys

Met

280

Asp

Ala

Xaa

val

360

Phe

Ala

val

Ile

val

Phe

Gln

Ser

185

Ile

Leu

val

Lys

Leu

265

val

Gly

Met

Xaa

Ile

345

Met

Arg

Gly

Leu

val
425

Pro

Gly

Trp

170

Pro

Lys

Leu

Ala

Pro

250

Lys

Leu

Pro

Ile

Gly

330

Phe

Leu

Phe

Ala

Phe

410

Leu
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Leu

Asp

155

val

Pro

Ser

Thr

Glu

235

Lys

Gln

val

Leu

Pro

315

Pro

Ala

Ala

Ile

val

395

Trp

Tyr

val

140

Thr

Gly

Pro

Pro

Asn

220

Thr

Ile

val

Ala

Phe

300

Cys

Gly

Arg

Asp

Leu

380

Ala

Val

Leu

Leu

Cys

Ala

Glu

Gln

205

Asp

Lys

Thr

Leu

Ile

285

Phe

Ile

Ser

Leu

Lys

365

Leu

Asn

His

Asn

Ile

Lys

Ile

Gly

190

Asn

Glu

Glu

Lys

Gln

270

Pro

Phe

Leu

Ser

val

350

Leu

Leu

Leu

Ile

Leu
430

63

Ala

Ala

Ile

175

Thr

Ser

Asn

Asp

Phe

255

Pro

Phe

Thr

Leu

Lys

335

Leu

Gly

Gln

Arg

Phe

415

Leu

Ala

Asp

160

Leu

Phe

Thr

Asn

Ala

240

Phe

Pro

Leu

Asp

Ala

320

Leu

val

Phe

Asn

Gly

400

Phe
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Met Cys Phe Leu Gly Phe Leu Met Ala Ser Lys Tyr Val Asn Ile Leu

Pro Ala Ser Gly Arg Lys Leu Leu Asn Gly Leu Val Phe Ser Leu Leu

Leu Pro Cys Leu Ile Phe Ser Gln Leu Gly Gln Ala val Thr Leu Gln
35 40 45

Lys Met Ile Glu Trp Trp Phe Ile Pro Thr Asn Val Ile Cys Gly Thr
50 55 60

Ile Ala Gly Ser Leu Ile Gly Leu Vval Val Ala Thr Ile Ile Arg Pro

Pro Tyr Pro Phe Phe Lys Phe Thr Val Ile His Val Gly Ile Gly Asn
85 90 95

Ile Gly Asn Val Pro Leu Val Leu Leu Thr Ala Leu Cys Arg Asp Gln
100 105 110

Asn Asn Pro Phe Gly Asp Val Asp Thr Cys Thr Lys Gln Gly Thr Ala
115 120 125

Tyr Ile Ser Phe Gly Gln Trp Val Gly Ala Ile Val Leu Tyr Thr Tyr
130 135 140

Val Phe Gln Met Leu Ala Pro Pro Pro Glu Gly Thr Phe Asp Leu Asp
145 150 155 160

Glu Gln His Leu Pro Ile Lys Gly Cys Pro Lys Asp Gly Ser Pro Glu
165 170 175

Gln Val Pro Leu Ile Thr Gln Glu Val Leu Ser Ser Asp Leu Asn Ala
180 185 190

Ser Lys Gln Gly Lys Ile Lys Asp Phe Leu Val Tyr Met Tyr Asp Lys
195 200 205

Leu Lys Ile Lys Gln Ile Leu Gln Pro Pro Ile Ile Ala Ser Ile Leu
210 215 220

Ala Leu Ala Ile Gly Ala Ile Pro Phe Leu Lys Lys Leu Ile Phe Thr
225 230 235 240

Pro Asn Ala Pro Leu Phe Phe Phe Thr Asp Ser Leu Ile Ile Leu Gly
245 250 255

Glu Ala Met Ile Pro Cys Ile Leu Leu Ala Leu Gly Gly Asn Leu Val

64



10

ES 2817780 T3

Asp Gly Pro Gly Ser Ser Lys Leu Gly Leu Arg
275 280

Ile Phe Gly Arg Leu Val Leu Val Pro Pro Ala
290 295

Leu Leu Ala Asp Lys Leu Gly Phe Leu Pro Pro
305 310 315

Arg Phe Val Leu Leu Leu Gln His Ser Met Pro
325 330

Gly Ala Ile Ala Asn Leu Arg Gly Cys Gly Arg
340 345

Leu Phe Trp Val His Ile Phe Ala Ile Phe Ser
355 360

val Leu Tyr Leu His Ile Leu Phe
370 375

<210> 30

<211> 1362

<212> ADN

<213> Cucumis sativus

<400> 30

atggaaaact ttctctcagc catcgtctcg gaagttcaag
gtcaccatta agattgctgt gttacccata gccaaagttt
tttcttatgg catctaaata tgtcaacatc ttgcctgcaa
gggttggtct tttcgetttt gecttccatgt ttaatattet
actctcgaga aaatgcttaa atggtggttt attccggcaa
tcaggttcce taattggatt aattgttgca tcaattgttce
aagttcacga ttgtacaaat tggaattggg aacattggaa
gcagctctat gtagagatga tatgaatcct tttggtgatg
gggattgctt atatttcata tggccagtgg gttggtgcaa
tatgecgatgt tggcacctcc acctgagggt acatttgaca
gttaagaacc ttctaaagga taatacacct gcgcatgtte
ccttcaacat atccggatgc tcctaagaag gaagagaagt
tgtaataacg acaacaaaac ctccacctat ttccacaacg
ggcatatttc ctcatagecct tacttttgga atcacccaaa
tattggtttg acaaattgaa gctcaagcaa atgtttcagce
ctagctatgt tattgggtgc aactccattc ttaaggcggt
ccattgtttt tcttcactga tagctgcata atgctcgggg
ctgttggcat tgggaggaaa cctcgttgaa ggtcctggaa

actaccgctg ctattatttt tgcacggttg gttttggtge
gtcatgttag ctgacaagct tggcttcctt cctccagatg

cttettette ageattcgat gecaacgtet gtectetcaa
ggttgtggta aagattctgc tgctattctt ttctgggtte

atggcagggt ggttcatcct ctatttcagg atactcttct

<210> 31
<211> 1276

270

Thr Thr Thr Ala Ile

285

Gly Ile Gly Ile Val

300

Asp Asp Lys Met Phe

320

Thr Ser val Leu Ser

335

Glu Ser Ala Ala Val
350

Met Ala Gly Trp Ile

365

cgggagggaa
tcactatgtg
gtggaaggaa
ctcagctcgg
atgttgttct
gtcctccata
atgtgcctet
aagagaagtg
ttatcctcta
tcaaagatca
ccttgctcat
atgatatgga
gtataatact
agactaaggg
ctcctattgt
tgatttttac
aggctatgat
gttcaaaact

ctcctgcagg
ataaaatgtt

gtgctgtgge
atatattttce

aa

ctctetgett
ttttctgggt
gcttttgaat
gcaagctatt
ggcttcgata
cccattctte
cgttectcatt
tagcactgat
cacctatgtt
aaatatttca
tcaggaggta
atatgaaaaa
ttccactttg
ctttcttatt
tgcttcggte
tcectgatget
tccatgcatce
tgggctacgg

acttggcata
ccgattegtt

tactttgagg

tgtcatctca

65

60

120

180

240

300

840

900

960

1020

1080

1140
1200

1260

1320

1362
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<212> ADN

<213> Lycopersicon esculentum

<400> 31

atggataggg
tctttcatca
ttcttgggat
cttttaaatg
caagccatta
gccaccatat
ccttatttca
gttctgatag
gcgcgagaté
acctttgtat
aaccttccta
gcagagcaag
aaagaaaagg
attcaacctc
aaacgcctca
cttggggatg
ccaggacctg
gttgtgtttg
ccttectget
atccatactt
cttgttttgg

caacatactc

<210> 32

tgtcgaggat
cgtcgattaa
ttttgatgge
ggttggtgtt
cgtatgagaa
ttggttctat
agtttaccat
ctgecgttatg
gaaatgcata
tccaaatgct
tcaaggttcc
ttccattact
ttaaacagtt
ccattatagc
tctttactte
ccatgattcc
gaagttcaaa
gttcctceccaa
gatgataaaa
gctggtgegg
gttcatatat

ttttaa

<211> 1296

<212> ADN

tctttttagt
gattgectgtt
ctccaagtat
ttcacttttg
attgcttcag
tattggttta
tatacagatt
tecgtgaccca
catctectttt
ctcacctcect
taacaaagaa
tgcaacaaat
ctttaaattt
ttctatcata
tgatgctcca
ctgcatattg
aattggtctt
ctggactcag
tgttcagatt
ttgccaactt

ttgctgtgat

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 32

atgattgctc
ggtggatcag
atgtgcttct

cgcaaactct

ggatccttgce
tgctcggtac
tgggtcttct

tgaacgggtt

cgcecttagece
catcaaaatc
catggcctcce

ggtcttctcg

ES 2817780 T3

gttctgacag
ttaccgattg
gtcaatattc
ctgccatget
tggtggttca
attgttgcta
ggcattggga
tcaaatcctt
ggacagtggg
cctgaaggtt
agattaccga
gttgcaccag
ctctatgaga
gcgattatca
ctttacttct
ttggecttag
aagacaactg
tattgtcatg
cgttecttett
gagagggtgt

ctctatggct

gattccatgg
gctgtgatge
aagtacgtta

cttttgette

aaccgcaacg
cgaaagtgtt
ttccagcaaa
tgatattcte
tcectgttaa
cgatagtccg
acataggaaa
ttggtgactce
ttggtgcaat
ccttcgatgt
gtcatccatc
ccgactctag
cactgaagct
taggatgtgt
tcactgacag
gaggcaatct
ttgecgattgt
ttagctgata
cttcagtatt
dgggaaggagg

ggatggatca

agatgccggt
caattgcaaa
acatcttgec

cctgcttgat

aggaggacag
tacactatge
tggacggaag
tcaacttgga
cattgttttg
tccgecatac
tgttccactt
tgagatatgt
tatcctctac
tgaagatgca
aggtagttct
tagttcaaat
caagcaactt
gceggteetg
ctgtttaatt
cgttgacggg
gtttgcaccg
agcttggett
caatgeccac
cagcttcaat

tcctctacct

ggctgecggt
ggtattcace
teccctetgge

cttttccecag

66

60

120

180

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

3500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1276

60

180

240
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15

ctcggacaag
gttecttggea
ccttaccctt
cctcttgttt
aaatgtagca
ctctatacat
gaaaatcttg
actcagaatt
gaacctaggg
tatgagaagc
atgatactcg
ttcttectteca
gcactggggg
gcagctatta
gtagcagaca
cttcagcaca
ggaagggaat

ggatggatgg

<210> 33

<211> 1131
<212> ADN
<213> Vitis

<400> 33

atgtgctttce
aggaaacttt
ctgggtcaag
atttgcggca
ccatacccat
cctettgtee
acttgcacca
ttgtacacct
gaacaacatc
attacacagg
tttttggttt
gcttctatcc
cccaatgctc
ccatgcattt

ggtctacgga
attggcatag

cgatttgtcc
aatttaagag

atcttctcca

<210> 34

ccgtcactct
ccatctctgg
acttcaagtt
tacttgcgge
ttgatggcac
atgtgtacca
ctttaaaaac
ttcccaagga
gaagaggggt
tgaaactgaa
gagcaatacc
cagacagctg
gaaatctcat
taattggacg
aacttgggtt
caatgcctac
cagctgctgt

tactctacat

vinifera

tgggctttct
tgaatgggtt
ccgttacttt
ccatagcagg
tctttaagtt
tgcttacagce
aacaagggac
atgtatttca
ttcccatcaa
aggttttatc
atatgtatga
tagcattggce
cgcttttett
tgttggcatt

cgactactgc
tecttgetgge

tcetecteca
ggtgcggaag

tggctggatg

<211> 1287

<212> ADN

ccaaaaaatg
ctccataatc
tacaatcata
tectttgtagg
tgcttatatc
gatgtttgcet
ccttccagta
cttttecgeceg
ttcaaggaaa
gcaaattgte
tttcacaaag
catgattctt
taacggacca
gttggtgtta
ccttectget
atcagtgctc
gctcttctgg

taacatactc

gatggcttec
ggttttttca
gcagaaaatg
gtcgctaata
tacagttata
tttatgcaga
tgcctatatce
aatgcttgca
gggctgtcca
atctgatcta
taaattgaag
aattggtgca
cttcactgac

gggaggcaac

tattatttte
tgataagctt

acattccatg
agagtcagcet

gatcgttctt

<213> Malus domestica

ES 2817780 T3

cttcagtggt
ggtttcatcg
caaattggag
gacacttcca
tecctttggte
cctcctecag
gatgctgctc
actcaagatc
ggcaagattg
cagcctgcaa
aagttgatat
ggggacgcga
ggaagttcaa
gtgccaccag
gatgataaga
tcaggagetg
gtccacattt

ttctga

aagtatgtca
cttttgctte
attgagtggt
gggttagtcg
catgttggaa
gaccagaaca
tcattcggece
cctectectg
aaggatggcect
aatgcctcaa
atcaagcaaa
attccatttt
agcctcatta
ttggtcgatg

gggcggttgg
ggctttctee

cccacatctyg
gctgtectet

tatctccata

ggttcattce
ttgcttccat
ttggcaacat
acccttttgg
aatgggttgg
aagggtttga
cagagcaagt
ttttgcectgt
cacagatctt
ttgttgctte
tcacaaatgg
tgataccgtg
aacttggttt
taggactagg
tgttccgatt
ttgccaacct

tcgccatctt

atattttgcc
cgtgtttgat
ggtttattce
tagctaccat
tcgggaacat
acccttttgg
aatgggttgg
aaggtacctt
cccctgagca
aacaagggaa
ttcttcaacc
tgaagaagct
ttcttgggga
gaccaggaag

ttttggttec
cccctgatga

tgctttetgg
tctgggttea

tcctettetg

cgttaacggc
cgttcgtecg
tggcaatgtg
tgactccgaq
tgccatcatce
tgctgaagaa
ccecttgett
acagagcacc
tgttttcecte
gatccttgee
tgcacctcta
tatcttactg
caagacaaca
aatcgtgaca
tgtgttactc
tagaggctgt

ctcaatggct

tgccagtgga
attctctcaa
tactaatgtt
tattcgtceg
cgggaatgtg
tgatgtagac
tgcaattgtt
tgaccttgat
agttccgtta
gattaaagat
gcctattatt
gatctttaca
ggccatgatt
ttcaaaactt

tcctgetgga
caagatgttc

tgctatcgee
tatctttgea

a

67

360

420

480

540

660

720

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1296

60

120

180

240

480

540

600

660

720

780

840

900
960

1020

1080

1131
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<400> 34
atggagaggg

gggacgatca
cttctaatgg
gggttggtet
accctaaaga
acaggctcca
aagtttacaa
gcagctttgt
gcctatattt
atgctgtccc
agccctcaaa
aataatgaag
aactcaaatg
ttgaagctca
gtagcgatac
accgatagct
ggcaacctta
atatttgcac
aagcttgget
acaatgccta
gcagctgeceg

gtcttgtacc

<210> 35

<211> 1245
<212> ADN

ttttgatgge
agatcgeggt
cttccaagta
tctegetatt
aaatgctcga
tgataggtta
ttatacagat
gtagagacaa
catttggcca
cccctectga
acagcacgag
agacaacacg
atacagataa
aacaagttct
catttttaaa
gcagtatcct
ttgatggtce
gactagtctt
tcctecctge
catctgtcect
tcctgttectg

tcaacctact

ggtgcatctg
gcttcccata
tgtcaacatc
gcttccatgt
gtggtggttt
tatcgttgca
tggaatagga
atcaaaccct
gtgggttggt
aggtaccttt
catgacacct
tcaagaagag
acctaagatt
ccaaccacct
gaaattgatc
tggggaagcec
gggaagttca
ggtgccececcg
caatgacaaa
tgctggtget
ggtgcacata

cttctga

<213> Populus trichocarpa

<400> 35

atggagagat

ttttattage

tgtggacacc

actctettgg gcaccatcaa aattgetgtt

ttcttgggat

ctcttaaatg

ttctcatgge

ggttggtgtt

ctccaagtat

ttcacttttg

ES 2817780 T3

gcgaatcaag
gcaaaggttt
ttcccageca
ttgatatttt
attccecgtga
tcaattgtec
aacatcggga
ttcggtgata
gcaatcattc
gacattgagg
gaacaaattc
gttgcagaaa
acaaagttct
ataatagctt
tttacatctg
atgattccgt
aaacttggtce
gtaggacttg
atgtttcgat
gttgcaaatt

ttecgccatct

atgggagcaa
ctgcceattg
gttaacatct

ctteccttgtt

tcggagggga
ttactgtgtg
gtggaagaaa
ctcagcttgg
atgtcgtgat
gaccaccgta
atgtgccact
cgtgtaaagce
tatacacgta
agaaagatct
cgttgcttac
ctaaagagga
tcgtatttat
ctatcctgge
atggtccact
gcattctgtt
tacggacaac
gcattgtaat
ttatcctget
taagaggctg

tctccatgge

atcaggtggg
ccaaagtttt
tgcctgetag

tgatattttc

atcgttactt
cgcettgggg
actcttgaat
acaagccatc
tggtagcact
ccecttette
ggttctaatt
agatgggact
tgtatttcaa
cccaatcaaa
aaatgatgaa
tgcagaaact
atacgaaaag
catggtactt
tttecttette
ggcattaggt
tgctgcaatt
gttagccgat
gctccagaac
tggtagagag

cgggtggatc

aggaggacag
taccatgtgce
tggaaggaaa

tcaacttgga

68

60

120

180

240

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1287

60

180

240
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caagctgtca
agctccatct
ccattcttea
gtcttgattg
agcacagatg
acatatgtat
aatcttccca
caggaggagg
gtctttctet
atcctagcta
tctecececttt
attttgttgg
cggacaactg
attgttatgt
gttctgettce
agaggatgtg

tcaatggctg

<210> 36
<211> 506
<212> ADN

ctttacagaa
gtggctcget
aattttcaat
cagctttatg
ggactgctta
ttaacatgtt
tcaagaagcc
caccggcaga
atgacaagtt
tgttecttgg
tctttttcac
cgctaggagg
ctgctattat
tggctgataa
tgcagcatac
gaagagaagc

gatggattgt

<213> Petunia hybrida

<400> 36

caactgggct
aaatgttcag
ctgttgccaa
tctttgetat
ttagaatcag
ccaagatcgt
tatagtacaa
ttgatagtga

actacgacaa

<210> 37
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

tagcatagtt
atttgtttta
cttgagaggce
gttctctatg
cggtgttgea
gcctgtctgt
aacagatgta
agaattgatc

gtgagtagac

aatgttggag
aataggtttt
tgtacaaatc
tagagataca
catctcgttt
ggcacctcca
agccaaagat
accagatgct
gaagctcaag
tgcagtaccg
tgacagctgce
caatctcgtt
ttttggtegg
gcttggette
gatgcctaca
tgectgetgte

cctttatcte

atgttagctg
cttectgcagce
tgtgggaagg
gccggatgga
gccaagcaaa
ccaaagttgc
ttgattatgt
ttattgcttg

aggacc

ES 2817780 T3

tggtggttta
attgttgcat
ggaattggga
tccaaccctt
ggccagtggg
ccggaaggta
gctceccatgg
ccaaagagag
caaattctte
ttcttgaage
aatattcttg
gatggacctg
ttggttttgg
cttcctgetg
tctgtecttt
ctattctggg

aacatactct

ataagcttgg
atacaatgcece
aagcagcttc
tcacccteta
ggatctcgat
tttttggtte
aggatgacca

ttcaaactta

<223> Oligonucledétido de ADN monocatenario

<400> 37

ctgggcttag catagttatg t 21

<210> 38
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido de ADN monocatenario

<400> 38

ttcecgtgaa
ccattgtccg
atattgggaa
ttggtgactc
ttggtgcaat
cctttgatat
agcaagtccc
ggaagatcaa
agcccectat
aattgatctt
gggaggccat
gaagttctaa
tgccacctac
gtgataagat
ctggtgectgt
ttcatatttt

tctga

cttectteece
cacatccgta
tgtcttgtte
tctcaagatt
ggagaaattt
aattccaagc
actacaacta

aaaaaaaaaa

69

tgttgttett
gccaccttac

tgtgccactt

ggaaaaatgt

cattctatac
tgatgaaccg
cttgcttgee
acagattctt
cattgcttcg
tacaactgat
gattccatge
acttgggttt
tggacttggce
gttcecggttt
ggccaaccta

tgctatttte

cctgatgata
ctttectggtg
tgggttcata
ctcttttgag
tgttecctectt
cattgttgte
taaataattg

aaaccaaaaa

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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1140

1200

1245

60

120

180

240
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ES 2817780 T3

ttgagataga gggtgatcca t 21

<210> 39

<211> 223

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Amplicdn derivado de petunia

<400> 39

ctgggcttag catagttatg ttagctgata agcttggctt ccttccccct gatgataaaa
tgttcagatt tgttttactt ctgcagcata caatgcccac atccgtactt tcectggtgetg
ttgccaactt gagaggctgt gggaaggaag cagcttctgt cttgttctgg gttcatatct

ttgctatgtt ctctatggcc ggatggatca ccctctatct caa

<210> 40

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de ADN monocatenario

<400> 40
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctc tgggcttage atagttatgt 50

<210> 41

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledétido de ADN monocatenario

<400> 41
ggggaccact ttgtacaaga aagcetgggtt tgagatagag ggtgatccat 50

<210> 42

<211>12

<212> ADN

<213> Cucumis melo

<220>
<221> caracteristica_misc
<223> Duplicado en mel6n no amargo

<400> 42
ttaattgttg ca 12

70

60

120

180
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ES 2817780 T3

REIVINDICACIONES

1. Una célula de planta o una planta que comprende una construccién de &cido nucleico que comprende una secuencia
de acido 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 actla en cis para dirigir la transcripcién de dicha secuencia
de acido 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.

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

3. Un método para generar una planta transgénica, que comprende expresar en la planta una construcciéon de acido
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 actla en cis para dirigir la transcripcion de dicha secuencia de acido
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.

4. Un método para incrementar la acidez de una planta, que comprende expresar en la planta una construccion de
acido 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 actua en cis para dirigir la transcripcion de dicha secuencia de acido
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 comparacién con plantas no transformadas de la misma especie que se crecen en las mismas
condiciones de crecimiento.

5. Un método para disminuir la acidez de una planta, que comprende regular a la baja el nivel de expresion 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 comparacién con plantas no transformadas de la misma
especie que se crecen en las mismas condiciones de crecimiento, en donde dicha regulacién a la baja se realiza
transformando una célula de la planta de la planta con un polinucleétido capaz de regular a la baja el nivel de expresion
del polipéptido.

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

identificar en al menos una planta de una pluralidad de plantas una mutacién de pérdida de funcién en a polipéptido
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 variacién de acido 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.

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 reivindicacién 8, en donde una planta de dicha familia de plantas se selecciona del grupo que
consiste en meldn, tomate, manzana, uva, fresa, naranja, melocotén, y petunia.

71



FIG. 1A

> meldn agrio

ATGGACATGG AAAGATTTCT
CTGCTTGTCA CTATTAAGAT
CTGGGTITTTC TTATGGCATC
TTGAATGGGT TGGTCTTTITC
GCTATTACTC TCGAGAAAAT
TCGATATCAG GTTCCCTAAT
TTCTTCAAGT TCACAATTGT
CTCATTGCAG CTCTATGTAG
ACTGATGGGA TTGCTTATAT
TATGTTTATG CGATGCTGGC
ATTCCAGTTA AGAATCTGCT
GAGGTAGCTT CAAAATATCC
TATTGGTTTG ACAAATTGAA
CTAGCTATGT TATTGGGTGC
CCATTGTTTT TCTTCACTGA
CTGTTGGCAT TGGGAGGARA
ACTACCGCTG CTGTTATTTT
GTCATGTTAG CCGACAAGCT
CTTCTTCTTC AGCATTCGAT
GGTTGTGGTA GAGAATCTGC
ATGGCAGGGT GGTTCATCCT

FIG. 1B

> meldn agrio
MERFLSAIVS EVQAGGNSLL
GLVFSLLLPC LIFSQLGQAI
KFTIVQIGIG NIGNVPLVLI
YAMLAPPPEG TFDIKDQNIP
FDKLKLKQIF QPPITIASVLA
ALGGNLVEGP GSSKLGLRTT
LOHSMPTSVL SSAVATLRGC
NO:2)

ES 2817780 T3

CTCAGCCATC GTCTCGGRAG TTCAAGCGGG AGGGAACTCT
TGCTGTGTTA CCCATAGCCA AAGTTTTCAC TATGTGCTTT
TARATATGTC AACATCTTGC CTGCAAGTGG AAGGAAGCTT
GCTTTTGCTT CCATGTTTAA TATTCTCTCA GCTCGGGCAA
GCTTARATGG TGGTTTATTC CTGCAAACGT TGTTCTGGCT
TGGATTAATT GTTGCATTAA TTGTTCGTCC TCCATACCCC
ACARATTGGA ATTGGGAACA TTGGAAATGT GCCTCTCGTIT
AGATGATATG AATCCTTTTG GTGATGARAGA GAAATGTAGC
TTCATATGGC CAGTGGGTTG GTGCAATTAT CCTGTACACC
ACCTCCACCT GAGGGTACAT TTGACATCAA AGATCAAAAT
ARAGGATART ACGCCTGCAC ATGTTCCCTT GCTCATTCAG
GGATGCTCCT AAGAAGGAAG AGACTAAGGG CTTCCTTATG
GCTCAAGCAA ATTTTTCAGC CTCCTATCAT TGCTTCGGTC
AACTCCATTC TTAAGGCGAT TGATCTTTAC TCCTGATGCT
TAGCTGCATA ATGCTCGGGG AGGCTATGAT TCCATGTATC
CCTCGTTGAA GGTCCTGGAA GTTCAAAACT CGGGCTACGG
TGCAAGGTTG GTTTTGGTTC CTCCTGCAGG GGTTGGCATA
TGGCTTCCTT CCTCCAGATG ATAAAATGTT CCGATTCGTT
GCCAACATCT GTCCTCTCGA GTGCTGTGGC TACTTTGAGG
TGCTATTCTT TTCTGGGTTC ATATATTTGC CGTCATCTCA
CTACTTCAGG ATACTCTTCT AA (SEQ ID NO:1)

VTIKIAVLPI AKVFTMCFLG FLMASKYVNI LPASGRKLLN
TLEKMLKWWE IPANVVLASI SGSLIGLIVA LIVRPPYPFF
ARLCRDDMNP FGDEEKCSTD GIAYISYGOW VGAIILYTYV
VENLLKDNTP AHVPLLIQEV ASKYPDAPKK EETKGFLMYW
MLLGATPFLR RLIFTPDAPL FFFTDSCIML GEAMIPCILL
AAVIFARLVL VPPAGVGIVM LADKLGFLPP DDEMFRFVLL
GRESAAILFW VHIFAVISMA GWFILYFRIL F (SEQ ID
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FIG. 1C

> melén no agrio
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ATGGACATGG ARAGATTTCT CTCAGCCATC GTCTCGGAAG
CTGCTTGTCA CTATTAAGAT TGCTGTGTTA CCCATAGCCA
CTGGGTTTTC TTATGGCATC TAAATATGTC AACATCTTGC
TTGAATGGGT TGGICTITIC GCTTTTGCTT CCATGTTTAA
GCTATTACTC TCGAGAAAAT GCTTARATGG TGGTTTATTC
TCGATATCAG GTTCCCTAAT TGGATTAATT. GTTGCATTAR TTGTTGCATT AATTGTTCGT

CCTCCATACC CCTTCTTCAA
GTGCCTCTCG TTCTCATTGC
GAGAAATGTA GCACTGATGG
ATCCTGTACA CCTATGTTTA

GATCARA ATATTCCAGT
TTGCTCATTC AGGAGGTAGC
GGCTTCCTTA TGTATTGGTT
ATTGCTTCGG TCCTAGCTAT
ACTCCTGATG CTCCATTGTT
ATTCCATGTA TCCTGTTGGC
CTCGGGCTAC GGACTACCGC
GGGGTTGGCA TAGTCATGTT
TTCCGATTCG TTCTTCTTCT
GCTACTTTGA GGGGTTGTGG
GCCGTCATCT CAATGGCAGG
NO:3)

FIG. 1D

> meldn no agrio

MERFLSAIVS EVQAGGNSLL
GLVFSLLLPC LIFSQLGQAI
YPFFKFTIVQ IGIGNIGNVP
YTYVYAMLAP PPEGTFDIKD
LMYWFDKLEL KQIFQPPIIA

GTTCACAATT
AGCTCTATGT
GATTGCTTAT
TGCGATGCTG
TAAGAATCTG
TTCAARATAT
TGACARATTG
GTTATTGGGT
TTTCTTCACT
ATTGGGAGGA
TGCTGTTATT
AGCCGACAAG
TCAGCATTCG
TAGAGAATCT
GTGGTTCATC

VTIKIAVLPI
TLEKMLKWWF
LVLIAALCRD
ONIPVENLLK
SVLAMLLGAT

GTACAAATTG
AGAGATGATA
ATTTCATATG
GCACCTCCAC
CTAAAGGATA
CCGGATGCTC
AAGCTCAAGC
GCAACTCCAT
GATAGCTGCA
AACCTCGTIG
TTTGCAAGGT
CTTGGCTTCC
ATGCCAACAT
GCTGCTATTC
CTCTACTTCA

AKVFTMCFLG
IPANVVLASI
DMNPFGDEEK
DNTPARVPLL
PFLRRLIFTP

CILLALGGNL VEGPGSSKLG LRTTAAVIFA RLVLVPPAGV
FVLLLOHSMP TSVLSSAVAT LRGCCRESAA ILFWVHIFAV

NO:4)
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TTCAAGCGGG AGGGAACTCT
AAGTTTTCAC TATGTGCTTT
CTGCAAGTGG AAGGAAGCTT
TATTCTCTCA GCTCGGGCAA
CTGCAAACGT TGTTCTGGCT

GAATTGGGRA CATTGGAAAT
TGAATCCTTT TGGTGATGAA
GCCAGTGGGT TGGTGCAATT
CTGAGGGTAC ATTTGACATC
ATACGCCTGC ACATGTTCCC
CTAAGAAGGA AGAGACTAAG
AAATTTTTCA GCCTCCTATC
TCTTAAGGCG ATTGATCTTT
TAATGCTCGG GGAGGCTATG
AAGGTCCTGG AAGTTCAARAA
TGGTTTTGGT TCCTCCTGCA
TTCCTCCAGA TGATAARATG
CTGTCCTCTC GAGTGCTGTG
TTTTCTGGGT TCATATATTT

GGATACTCTT CTAA (SEQ ID

FLMASKYVNI LPASGRKLLN
SGSLIGLIVA LIVALIVRPP
CSTDGIAYIS YGQWVGAIIL
IQEVASKYPD APKKEETKGF
DAPLFFFTDS CIMLGEAMIP
GIVMLADKLG FLPPDDKMFR

ISMAGWFILY FRILF (SEQ ID



FIG. 1E
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MDMERFLSAIVSEVQAGGNSLLVTIKIAVLPIAKVFTMCFLGFLMASKYV
MDMERFLSAIVSEVQAGGNSLLVTIKIAVLPIAKVETMCFLGFLMASKYY

NILPASGRKLLNGLVFSLLLPCLIFSQLGOAITLEKMLEWWEI PANVVLA
NILPASGRKLLNGLVFSLLLPCLIFSQLGOAITLEKMLEWWE I PANVVLA

SISGSLIGLIVALIVALIVRPPYPFFKFTIVQIGIGNIGNVPLVLIAALC
SISGSLIG. .. LIVALIVRPPYPFFRFTIVQIGIGNIGNVPLVLIAALC

RDDMNPFGDEEKCSTDGIAYISYGOWVGATILYTYVYAMLAPPPEGTFDI
RDDMNPFGDEEKCSTDGIAYISYGOWVGAIILYTYVYAMLAPPPEGTFDI

KDONTPVENLLKDNTPAHVPLLIQEVASKYPDAPKKEETKGFLMYWFDKL
KDONIPVENLLEDNTPAHVPLLIQEVASKY PDAPKKEETKGFLMYWFDKL

KLKQIFQPPITASVLAMLLGATPFLRRLIFTPDAPLFFFTDSCIMLGEAM
KLKQIFQPPITASVLAMLLGATPFLRRLIFTPDAPLFFFTDSCIMLGEAM

IPCILLALGGNLVEGPGSSKLGLRTTAAVIFARLVLVPPAGVGIVMLADK
IPCILLALGGNLVEGPGSSKLGLRTTAAVIFARLVLVPPAGVGIVMLADK

LGFLPPDDEMFREVLLLOHSMPTSVLSSAVATLRGCGRESAAILFWVHIF
LGFLPPDDEMFREVLLLOASMPTSVLSSAVATLRGCGRESAATILFWVHIF

AVISMAGWFILYFRILF (SEQ ID NO:4)
AVISMAGWFILYFRILF (SEQ ID NO:2)
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FIG. 2A

>Tomate TC200226 )

HDRUSRILFSVLTEPQRGGESFITSIKIE?LPIRKVFTLCFLGFLH&SKY?NILPﬂNGRK
LLNGLVFSLLLECLIFSQLGQAITYEKLLOWWEIPYNIVLATIFGSIIGLIVATIVRPPY
PYFKFTIIQIGIGNIGNVPLVLIAALCRDPSNPFGDSEICARDGNAY ISFGOWVGATILY
TFVFQMLSPPPEGSFDVEDANLPIKVPNKERLPSHPSGSSAEQVPLLATNVAPADSSSSN
KEKVEQFFKFLYETLKLEQLIQPPIIASIIAITIGCVPVLERLIFTSDAPLYFFTDSCLI
LGDAMIPCILLALGGNLVDGPGPGSSKIGLKTTVAIVFAPYVFGSSNHTQIVMLADKLGE
ﬁ?%gD%§EEF¥%LN YS?PTSILHGHVRNLRGCGKEHHSILFW?HIFH?ISMHGWIILYL

|

FIG. 2B

=Pepino C5al1116
MENFLSATVSEVOAGGNSLLVTIKIAVLPIAKVFTMCFLGFIMASKYVNILPASGRKLLNGLVFSLLLPCLIFSQLGQAT
TLEKMLEWWEFIPANVVLASISGSLIGLIVASIVRPEPYPFFKFTIVQIGIGNIGNVPLVLIAALCRDDMNPFGDEEKCSTD
GIAYISYGOWVGAIILYTYVYAMLAPPPEGTFDIKDQNI SVENLLKDNTPARVPLLIQEVPSTYPDAPKKEEKYDMEYEK
CNNDNKTSTYFHNGIILSTLGIFPHSLTFGITQRTKGFLIYWFDKLKLEQMFQPPTVASVLAMLLGATPFLRRLIFTPDA
PLFFFTDSCIMLGEAMIPCILLALGGNLVEGPGSSKLGLRTTAAI TFARLVLVPPAGLGIVMLADKLGFLPPDDKMFREV
LLLQHSMPTSVLSSAVATLRGCGKDSAATLFWVHIFSVISMAGWFILYFRILF (SEQ ID NO:6)

FIG. 2C

=Meldn dulce
MERFLSAIVSEVQAGGNSLLVTIKIAVLEIAKVFTMCFLGFLMASKYVNILPASGREKLLNGLVFSLLLPCLIFS LGEEI
TLEKMLEWWE T PANVVLASISGSLIGLIVALIVALIVRPPYPFFEFT IVQIGIGNIGNVPLVLIAALCRDDMNPEFGDEEK
CSTDGIAYISYGOWVGATILYTYVYAMLAPPPEGTFDIKDONT PVENLLKDNT PAHVPLLIQEVASKY PDAPKKEETKGF
LMYWFDELKLEQIFOPPIIASVLAMLLGAT PFLRRLIFTPDAPLFFFTDSCIMLGEAMI PCI LLALGGNLVEGPGSSKLG
LRTTAAVIFARLVLVPPAGVGIVMLADE LGFLPPDDKMFRFVLLLOHSMPTSVLSSAVATLRGCGRESAATLFWVHIFAV
ISMAGWFILYFRILF (SEQ ID NO:4)

FIG. 2D

>manzana TC80539

MERILAAVEVVNQAGGESLLGTIKIAVLPIAKVETVCSLGLLMASKYVNI FPASGRELLNGLVESLLLPCLIFSQLGQAL
TLOKMLEWWE I PYNVVIGSTTGSIIGY IVASLVHPPYPFFKFTIVQIGIGNIGNVPLVLISALCRDKSNPFGDSTTCKTD
GTAYISFGOWVGAIILYTYVEQMLSPPPEGTFDVEEKELPIKSPRNGTTPDQVPLLTPDENEEETARKEEVAETE SNASK
KPKITKFFLFIYEKLKLKEVL PPIIASILAMVLGTIPFLEKLIFTSDGPLEFFTDSCIILGERMI PCILLALGGNLVDG
PGSSKLGLRTTE&IIFHR VIVPPVGLGVVMLADELGFLPPNDOMFREVLLLORTMPTSVLAGAVANLRGCGREAARVLF
WVHIFAIFSMAGWIVLYLNILF (SEQ ID NO:8B)

FIG. 2E

>Alamo EEF05451
HERFLLHVDTHGENQVGGGQTLLGTIKIﬂ?LPIHKVFTHCFLGFLHﬂSKYVNILPESGRKLLNGLUFSLLLPCLI?SELG
QAVTLOKMLEWWFT PYNVVLSSICGSLIGFIVASIVRPRY PFFKFSIVQIGIGNIGNVPLVLIAALCRDTSNPFGDSERC
STDGTHYISFGQW?GEIILYTY?FNMLRPPPEGTFDIDEPNLPIKKPEKDRPME%VPLLA?EERFHEPDBPKRGKIKQIL
VELYDKLKLKQILOPPIIASI LAMFLGAVPFLRQLIFTTDSPLFFFTDSCNILGEAMI PCILLALGGNLVDGPGS SKLGF
RTTARIIFGRLVLVPPTGLGIVMLADKLGFLPAGDKMFRFVLLLORTMPT SVLSGAVANLRGCGREARAVLEFWVHIFAIF
SMAGWIVLYLNILF (SEQ ID NO:9)

FIG. 2F

>Arabidopsis NP_195819

MIARILAALADSMEMPVAAGGGSVLGTIKIAVMP TAKVETMCFLGLLMASKYVNILPPSGRELLNGLVFSLLLPCLIFSQ
LGgAUTLQKMLQWWFIPVNUULGTISGSIIGFIVHSIURPPYPYFKFTIIQIG?GNIGN?PLULLAALCRDTSNPFGDSE
KCSIDGTAYISFGOWVGAIILYTYVYQMFAPPPEGFDAEEENLALKTLPVDARPEQVPLLTQNFPEDFSPTQDLLEVQST
EPRGRGVSREGKIAQIFVFLYERLKLKQTVOPATVASTIAMILGAT PFTKKLI FTNGAPLFFFTDSCMILGDAMI PCILL
RLGGNLINGPGSSKLGFKTTAAIIIGRLVLVPPVGLGIVIVADKLGFLPADDEMFRFVLLLOHIMPTSVLSGAVANLRGC
GRESAAVLEWVHIFAIFSMAGWMVLYINILE (SEQ ID NO:10)
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Meldn agrio
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Mel6n agrio
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Mel6n agrio
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Arabidopsis
Manzana
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Meldn agrio
Meldn dulce
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Manzana
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Melén agrio
Melon dulce
Pepino
Alamo
Arabidopsis
Manzana
Tomate

Meldn agrio
Melon dulce
Pepino
Alamo
Arabidopsis
Manzana
Tomate

IMelon agrio
Melon dulce
Pepino
Alamo
Arabidopsis
Manzana
Tomate

Melon agrio
Weldén dulce
Pepino
Alamo
Arabidopsis
Manzana
Tomate
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===MERFLSAIVS=~=~EVOAGGNSLLVT IKIAVLPTAKVETMCFLGFLMASKYVNILPA
===MERFLSAIVS~~~~EV EGGNSLLvTI{IAULPIAKVFTMCFLGFLHHSKYVNTLPH
==-MENFLSAIVS====EV EGGNSLLVTI(IH?LPIAKVFTMEFLGFLMASKYVNI
---MERFLLAV-DTMGANOVGGE LLGTI{IEVLPIHKVFTMCFLGFLMHSKYVNILPR
--HIHRILAELBDSHEMP AAGGGEVLGT IKIAVMPIAKVETMCFLGLIMASEYVNILPP
---MERTLAAV----EVVNOAGGESLLGT IKIAVLPIAKVETVC SLGLLMASKYVNI FPA
MDRHSRIL"S?LT----EP RGGQSFITS}EIEVLPIAKVFTLCFLGFL@%%%gENILPE
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Proteina de melén agrio

# Longitud de la secuencia: 411
# NOmero de TMH predichos en la secuencia: 10
# Namero esperado de AA de la secuencia en TMH:  206,37398
# Namerio esperado en la secuencia. primeros 60 AA: 2536188
# Prob total en la secuencia de N-en: 063207
# Secuencia sefial N-term POSIBLE en la secuencia
Secuencia TMHMMZ. 0 interior 1 20
Secuencia TMHMMZ2, 0 héliceTM 21 43
Secuencia TMHMM2.0 exterior 44 57
Secuencia TMHMMZ . 0 héliceTM 58 77
Secuencia TMHMM2 .0 interior 18 89
Secuencia TMHMMZ . 0 héliceTM 90 112
Secuencia TMHMM2 . 0 exterior 113 121
Secuencia TMHMM2 . 0 héliceTM 122 144
Secuencia TMHMM?2 . 0 interior 145 162
Secuencia TMHMM2 . 0 héliceTM 163 185
Secuencia TMHMMZ ., 0 exterior 186 251
Secuencia TMHMMZ , 0 héliceTM 252 274
Secuencia TMHMMZ , 0 interior 275 280
Secuencia TMHMMZ , 0 héliceTM 281 303
Secuencia TMHMM2 , 0 exterior 304 322
Secuencia TMHMM2 . 0 héliceTM 323 342
Secuencia TMHMMZ . 0 interior 343 354
Secuencia TMHMMZ . 0 héliceTM 355 377
Secuencia TMHMM2 . 0 exterior 378 386
Secuencia TMHMMZ . 0 héliceTM 387 409
Secuencia TMHMMZ . 0 interior 410 411
FIG. 4A
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FIG. 4D

78

# Longitud de la secuencia: 415
# Nomero de TMH predichos en la secuencia: 9
# Nomero esperado de AA de la secuencia en TMH: 2091751
# Numerio esperado en la secuencia. primeros 60 AA: 2497444
# Prob total en la secuencia de N-en: 0,29853
# Secuencia sefial N-term POSIBLE en la secuencia
Secuencia TMHMMZ , 0 exterior 1 19
Secuencia TMHMMZ . 0 héliceTM 20 42
Secuencia TMHMMZ . 0 interior 43 57
Secuencia TMHMMZ2 .0 héliceTM 58 80
Secuencia TMHMMZ . 0 exterior 81 94
Secuencia TMHMMZ . 0 héliceTM 95 117
Secuencia TMHMMZ . 0 interior 118 123
Secuencia TMHMMZ . 0 héliceTM 124 146
Secuencia TMHMMZ . 0 exterior 147 165
Secuencia TMHMM?Z . 0 héliceTM 166 188
Secuencia TMHMMZ . 0 interior 189 257
Secuencia TMHMMZ . 0 héliceTM 258 277
Secuencia TMHMMZ . 0 exterior 278 291
Secuencia TMHMMZ . 0 héliceTM 292 311
Secuencia TMHMMZ . 0 interior 312 323
Secuencia TMHMMZ . 0 héliceTM 324 346
Secuencia TMHMMZ , 0 exterior 347 388
Secuencia TMHMMZ . 0 héliceTM 389 411
Secuencia TMHMM2 . 0 interior 412 415
FIG. 4C
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