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DESCRIPCION
Planta que tiene un gen de ciclina F-box de tipo mutante
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una planta que tiene un gen de ciclina F-box mutante, y especialmente una planta
que tiene un gen de ciclina F-box mutante que confiere partenocarpia y/o un alto contenido de azucar al fruto.

Antecedentes de la técnica

En los ultimos afos, existe una demanda creciente de tomates y, en especial, se han vuelto populares los tomates
con alto contenido de azucar. Para lograr un alto contenido de azucar en los tomates, se emplea ampliamente una
carga de estrés hidrico (restriccion de la cantidad de agua suministrada o absorbida por las tomateras) durante el
cultivo. Existen varios métodos de cultivo, equipos y similares conocidos para lograr un alto contenido de azucar en
los tomates mediante la carga de estrés hidrico (p. ej., Documentos de patente 1 a 2). También se conocen el
tratamiento con un agente para mejorar el contenido de azucar (Documentos de patentes 3 a 5), el tratamiento con
irradiacion de luz roja una vez finalizado el periodo de luz (Documentos de patente 6) y similares como técnicas para
lograr un alto contenido de azucar en los tomates. Sin embargo, las técnicas convencionales para lograr un alto
contenido de azucar requieren tecnologia de cultivo e instalaciones de cultivo especializadas y, por lo tanto, todavia
hay muchos problemas en términos de eficiencia econémica, eficiencia laboral y estabilidad. Se esta a la espera del
desarrollo de una nueva tecnologia para conseguir un alto contenido de azucar en los tomates con menos mano de
obra y menos costes.

Mientras tanto, aunque los tomates son plantas autopolinizantes, se sabe que el cultivo del tomate en invernadero
reduce las tasas de polinizacion y fructificacion debido a la falta de viento y de insectos que ayuden a la polinizacion.
Por lo tanto, se utilizan ampliamente métodos para promover la partenocarpia y el engorde del fruto mediante el
tratamiento con hormonas vegetales de los racimos florales. Como alternativa, también se utilizan ampliamente
métodos para promover la polinizacion mediante abejorros o vibradores. Sin embargo, el tratamiento con hormonas
vegetales y el tratamiento para promover la polinizacién con vibradores requieren mucha mano de obra, lo que se
traduce en una disminucion significativa de la eficiencia de la mano de obra. Aunque la eficiencia laboral de un método
que utiliza abejorros es buena, el método tiene el problema de provocar un aumento del coste y del esfuerzo para el
control de la temperatura en una instalacién en verano y en invierno, debido a la limitacién del intervalo de temperatura
para la actividad de los abejorros. Ademas, la reduccion de la fertilidad del polen en verano e invierno dificulta la
obtenciéon de una produccion de frutos estable a lo largo de un afio en el caso de la fructificacion mediante
polinizacion/fertilizacion, lo que también es problematico. Por lo tanto, para realizar un cultivo estable con menores
mano de obra y coste, reduciendo al mismo tiempo la influencia de factores medioambientales como los estacionales,
existe una demanda de desarrollo de tecnologia para inducir la partenocarpia en las tomateras con una eficiencia
laboral mejorada.

Las técnicas relativamente nuevas para inducir la partenocarpia de las tomateras incluyen un método que utiliza un
potenciador hormonal no vegetal de la fructificacion (p. ej., Documento de patente 7) y un método para introducir un
gen partenocarpico en las tomateras (Documentos de patente 8 a 9). Sin embargo, el método que utiliza un potenciador
de la fructificacion sigue teniendo problemas en términos de eficiencia laboral. Ademas, una variedad de tomate
partenocarpico que se produce utilizando un gen partenocarpico convencional tiene problemas en términos de calidad
del fruto debido al ablandamiento o similares. En vista de lo anterior, se esta a la espera del desarrollo de una variedad
de tomate que tenga partenocarpia y caracteristicas de fruto preferibles.

Asimismo, se esta a la espera del desarrollo de un método de induccién partenocarpica que permita una produccion
estable de frutos con ahorro de mano de obra y bajo coste no solo para las tomateras, sino también para muchas otras
plantas de cultivo.
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Sumario de la invencion
Problema técnico

Es un objeto de la presente invencién proporcionar una planta que tenga un contenido de aztcar mejorado en el fruto
y un método para producirla. Es otro objeto de la presente invencién proporcionar una planta partenocarpica y un
método para producirla.

Solucion al problema

Como resultado de estudios exhaustivos para resolver los problemas descritos anteriormente, los presentes inventores
descubrieron que una mutacion que altera la funcidon del gen de ciclina F-box confiere partenocarpia y aumenta el
contenido de azucar en los frutos de plantas tales como el tomate. Esto ha llevado a la materializacion de la presente
invencion.

Especificamente, la presente invencién abarca lo siguiente.

[1] Una tomatera partenocarpica que tiene un gen de ciclina F-box mutante que confiere partenocarpia al tomate y
codifica una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia del 95 % o mayor con la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 y que comprende una sustitucién de prolina en la posicion 398 definida
basandose en la secuencia de aminoacidos de la proteina ciclina F-box de la SEQ ID NO: 2 por glutamina.

[2] La tomatera de acuerdo con [1], en donde la tomatera tiene un contenido mejorado de azucar en el fruto, que
tiene un aumento estadisticamente significativo en comparacion con una planta de tipo natural de la misma
variedad o cepa que tiene el gen de ciclina F-box de tipo natural.

[3] La tomatera de acuerdo con [1] o [2], en donde el gen de ciclina F-box mutante codifica la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

[4] La tomatera de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [3], en donde la tomatera es una semilla o un fruto.

[5] Un método para producir una tomatera partenocarpica, que comprende introducir mediante mutagénesis
especifica de sitio o mutagénesis aleatoria una mutacion nucleotidica en un gen de ciclina F-box de una tomatera
para generar un gen de ciclina F-box mutante que confiera partenocarpia al tomate y codifique una secuencia de
aminoacidos que tenga una identidad de secuencia del 95 % o mayor con la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 2 y que comprenda una sustitucién de prolina de la posicién 398 definida basandose en la secuencia de
aminoacidos de la proteina ciclina F-box de la SEQ ID NO: 2 por glutamina.

[6] El método de acuerdo con [5], en donde la mutacién nucleotidica se introduce mediante mutagénesis especifica
de sitio.

[7] EI método de acuerdo con [6], en donde la tomatera tiene un contenido mejorado de azucar en el fruto, que
tiene un aumento estadisticamente significativo en comparaciéon con una planta de tipo natural de la misma
variedad o cepa que tiene el gen de ciclina F-box de tipo natural.

[8] EI método de acuerdo con [6] o [7], en donde el gen de ciclina F-box mutante codifica la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

[9] Un gen de ciclina F-box mutante aislado, que confiere partenocarpia al tomate y codifica una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia del 95 % o mayor con la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 2 y comprende una sustitucion de prolina de la posicién 398 definida basandose en la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 por glutamina.

[10] El gen de ciclina F-box mutante aislado de [9], que codifica la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

La presente descripcion incluye las divulgaciones de la solicitud de patente japonesa n.° 2015-156140, con respecto
a las cuales la presente solicitud reivindica la prioridad.

Efectos ventajosos de la invencidon

La presente invencion facilita la produccion de una planta que tiene partenocarpia y/o un contenido de azticar mejorado
del fruto.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La figura 1 es una fotografia que muestra la morfologia de las hojas de tomateras de tipo natural y
mutantes. Barra = 5 cm.

[Figura 2] La figura 2 muestra la longitud del tallo principal para tomateras de tipo natural y mutantes.

[Figura 3] La figura 3 muestra el valor SPAD de hojas para tomateras de tipo natural y mutantes.

[Figura 4] La figura 4 muestra el espesor de la pulpa del fruto (mm) para tomateras de tipo natural y mutantes.
[Figura 5] La figura 5 muestra el valor Brix (indice de contenido de azucar) de frutos para tomateras de tipo natural
y mutantes.

[Figura 6] La figura 6 muestra la productividad de las semillas para tomateras de tipo natural y mutantes.

[Figura 7] La figura 7 muestra esquematicamente el mapeo del genoma del gen causal en la tomatera mutante.
[Figura 8] La figura 8 muestra los resultados del genotipado usando marcadores dCAPS. En la figura, M indica un
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marcador de peso molecular de ADN (Gene Ladder Wide 1).

[Figura 9] La figura 9 muestra las secuencias de nucleétidos que comprenden los sitios correspondientes a la
mutacion y sus regiones circundantes en varias variedades de tomate.

[Figura 10] La figura 10 muestra los pesos de los frutos (g/fruto) y los valores Brix (%) de frutos rojos maduros
obtenidos a través del tratamiento de polinizacion de tomateras de tipo natural y mutantes. Se probé una diferencia
significativa con la prueba HSD de Tukey-Kramer (p < 0,01). La diferencia entre las letras sobre barras indica la
presencia de una diferencia significativa (p < 0,01).

[Figura 11] La figura 11 es una fotografia que muestra la influencia de la mutacion del gen de ciclina F-box en el
crecimiento. La cepa E8986 en los paneles superiores presentd una morfologia foliar anémala (anomalia
relativamente débil), mientras que la cepa W283 en los paneles centrales mostré una anomalia morfoldgica foliar
mas fuerte en comparacioén con la cepa E8986. La morfologia foliar de tipo natural que se muestra en los paneles
inferiores es normal.

Descripcion de las realizaciones

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se describira con detalle. Cualquier aspecto,
realizacion y ejemplo de la presente divulgacion que no esté dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas no
forma parte de la invencioén y se proporciona meramente con fines ilustrativos.

La presente invencion se refiere a una planta que tiene un gen que codifica una proteina ciclina F-box mutante, que
tiene una mutacién nucleotidica que provoca una sustitucion de aminoacido no conservativa y confiere partenocarpia
y/o un alto contenido de azucar al fruto; y un método para producirla. En una realizacion, la presente invencion se
refiere a una planta que tiene un gen de ciclina F-box mutante que contiene una mutaciéon que modifica la funcién del
gen que confiere partenocarpia; y un método para producirla. En el contexto de la presente invencion, el gen de ciclina
F-box "mutante" se refiere a un gen que contiene una mutaciéon nucleotidica que provoca alteraciones en la funcion
del gen en la secuencia de nucleétidos del gen de ciclina F-box de tipo natural. La planta de acuerdo con la presente
invencion tiene el gen de ciclina F-box mutante que contiene una mutacién que modifica la funcion del gen que
proporciona partenocarpia, lo que permite que la planta adquiera capacidad partenocarpica. Ademas, la planta de la
presente invencion tiene preferentemente un contenido de aziicar mejorado en el fruto en comparacion con una planta
que tiene el gen de ciclina F-box de tipo natural debido al gen de ciclina F-box mutante. La mejora del contenido de
azucar en el fruto se muestra incluso en los frutos polinizados y se muestra de manera particularmente significativa en
los frutos partenocarpicos.

En el contexto de la presente invencion, el término "partenocarpia” se refiere a la produccion de frutos sin semillas sin
polinizacion y fertilizacién en una planta, que presentan el agrandamiento del ovario, receptaculos o similares sin
formacion de semillas. En el contexto de la presente invencién, los términos "partenocarpica" y "capacidad
partenocarpica" se refieren a la propiedad y la capacidad de una planta para provocar la partenocarpia sin necesidad
de un tratamiento de induccién partenocarpica artificial, tal como el tratamiento con hormonas vegetales o una
determinada estimulacion fisica, respectivamente.

Las plantas utilizadas en la presente divulgacién normalmente son angiospermas y preferentemente plantas cultivadas
cuyos frutos son comestibles. Algunos ejemplos de tales plantas incluyen, pero sin limitacion, plantas pertenecientes
a las solanaceas tales como el tomate (Solanum lycopersicum), berenjena (Solanum melongena) y pimiento
(Capsicum annuum var. grossum); y cucurbitaceas tales como, p. €j., pepino (Cucumis sativus L.), melén (Cucumis
melo L.), sandia (Citrullus lanatus), calabaza (Cucurbita), y meldn oriental (Cucumis melo var. makuwa).
Preferentemente, las plantas utilizadas en la presente divulgacion no son partenocérpicas o tienen niveles muy bajos
de partenocarpia en el entorno natural.

Una planta particularmente preferida es el tomate (tomatera).

En la presente invencion puede utilizarse cualquier tomate. Sin embargo, los ejemplos mas preferidos de tomates
incluyen, pero sin limitacion, cepas/variedades de tomate o sus derivados pertenecientes a Solanum lycopersicum,
Solanum cerasiforme (también conocida como Lycopersicon cerasiforme), Solanum pimpinellifolium (también
conocida como Lycopersicon pimpinellifolium), Solanum cheesmanii (también conocida como Lycopersicon
cheesmanii), Solanum parviflorum (también conocida como Lycopersicon parviflorum), Solanum chmielewskii (también
conocida como Lycopersicon chmielewskii), Solanum hirsutum (también conocida como Lycopersicon hirsutum),
Solanum pennellii (también conocida como Solanum Lycopersicon pennellii), Solanum peruvianum (también conocida
como Solanum pennellii o Lycopersicon peruvianum), Solanum chilense (también conocida como Lycopersicon
chilense),, Solanum lycopersicoides, Solanum habrochaites y similares. Como un ejemplo de tomate, la variedad de
tomate tipo natural Micro-Tom (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom) (Scott JW, Harbaugh BK (1989) Micro-Tom A
miniature dwarf tomato, Florida Agr. Expt. Sta. Circ. 370, pag. 1-6) esta disponible en el mercado, y también estara
disponible en Tomato Genetics Resource Center (TGRC) (EE. UU.) con el nimero de acceso LA391 1. La variedad
de tomate de tipo natural Micro-Tom es una planta enana (de aproximadamente de 10 a 20 cm de longitud) con hojas
y frutos pequefios, y también se puede cruzar con una variedad de tomate convencional. Se ha determinado la
secuencia del genoma completo para la variedad de tomate de tipo natural Micro-Tom (Kobayashi M, et al., (2014)
Plant Cell Physiol. Febrero de 2014; 55(2): 445-454).
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El término "derivada" utilizado en el presente documento se refiere a una planta de la descendencia que se obtiene
cruzando una planta progenitora con una cepalvariedad vegetal diferente al menos una vez o mediante mutagénesis
o introduccién de mutaciones en una planta progenitora.

El gen de ciclina F-box es un gen que codifica una proteina ciclina F-box (también conocida como "proteina F-box de
tipo ciclina") que es una de las proteinas de la familia de las proteinas F-box (un grupo de proteinas cada una de las
cuales tiene un dominio denominado "regién F-box") que participa en el reconocimiento y la degradacion de
determinadas proteinas. Los genes de ciclina F-box se han identificado en varias plantas. Por ejemplo, los ejemplos
de la secuencia de nucledtidos del gen de ciclina F-box del tomate y la secuencia de aminoacidos codificada por la
secuencia de nucledtidos se ven en los numeros de acceso XM_004229918 y XP_004229966 de la base de datos del
NCBI (Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica, EE. UU.). La secuencia de nucleétidos (secuencia CDS) del
gen de ciclina F-box de tipo natural del tomate y la secuencia de aminoacidos de la proteina ciclina F-box de tipo
natural del tomate codificada por la secuencia de nucleétidos se exponen en la SEQ ID NO: 1y 2, respectivamente.
Ademas, algunos ejemplos de la secuencia de nucledtidos del gen de ciclina F-box y la secuencia de aminoacidos
codificada por la secuencia de nucledtidos de otras especies vegetales son los siguientes, con nimeros de acceso del
NCBI: naranja dulce (XM_006491151 y XP_006491214, XM_006491152 y XP_006491215, XM_006491153 y
XP_006491216), manzana (XM_008377812 y XP_008376034, XM_008377813 y XP_008376035), pera china
(XM_009378963 y XP_009377238), uva (XM_002276408 y XP_002276444, XM_010663560 y XP_010661862,
XM_010663561 y XP_010661863, XM_010663562 y XP_010661864, y XM_010663563 y XP_010661865), pepino
(XM_004133777 y XP_004133825, XM_011652398 y XP_011650700), y melén (XM_008439705 y XP_008437927,
XM_008439706 y XP_008437928, y XM_008439707 y XP_008437929). Otros genes homdlogos derivados de plantas
(homologos) del gen de ciclina F-box de tipo natural del tomate que comprenden la secuencia de nucleétidos expuesta
en la SEQ ID NO: 1 también estan incluidos en el alcance del gen de ciclina F-box. Ademas, la "secuencia CDS" del
gen de ciclina F-box significa la secuencia de nucledtidos de la region codificante de la proteina ciclina F-box desde el
cododn de iniciacion hasta el coddn de terminacion.

Preferentemente, el gen de ciclina F-box mutante que comprende una mutaciéon que altera la funcién del gen que
confiere partenocarpia es un gen de ciclina F-box endégeno en el genoma de la planta, en el que se ha introducido
una mutacion que altera la funcién del gen que confiere partenocarpia.

El término "gen" utilizado en el presente documento abarca ADN y ARN (p. ej., ARNm). En el contexto de la presente
invencion, un gen puede consistir en una secuencia que codifica una proteina (que varia del codon de iniciacion hasta
el codon de terminacion) y puede comprender ademas la region 5' no traducida, incluido el sitio de iniciacion de la
traduccion, incluyendo la region 3' no traducida la sefial de poliadenilacién y/o la region reguladora degradable de
ARN, o similares.

En el contexto de la presente invencién, una mutacion que altera la funcién del gen que confiere partenocarpia en el
gen de ciclina F-box mutante significa una mutacién nucleotidica que produce partenocarpia como resultado de la
alteracion funcional del gen de ciclina F-box. De manera mas especifica, la alteracion funcional del gen de ciclina F-
box significa una alteracién funcional (p. €j., un cambio en la conformacion, actividad o propiedades de la proteina
tales como la degradabilidad) de la proteina ciclina F-box codificada por el gen de ciclina F-box.

Una mutacién que altera la funciéon de un gen que confiere partenocarpia, que esta presente en el gen de ciclina F-
box mutante, puede ser, por ejemplo, una mutacién nucleotidica que provoca la delecion, sustitucion (preferentemente
sustitucion no conservativa), insercion o adicién de 1 a 50, preferentemente de 1 a 40 y mas preferentemente de 1 a
10, p. €j., 1 a 5 restos de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de la proteina ciclina F-box de tipo natural
siempre que confiera partenocarpia.

Un ejemplo de un gen de ciclina F-box mutante utilizado en la presente invencidon que confiere partenocarpia es un
gen de ciclina F-box que comprende, como mutacion que altera la funciéon de un gen que confiere partenocarpia, una
mutacion nucleotidica que provoca una sustitucion no conservativa de aminoacido prolina en la posicion 398 definida
basandose en la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 (la secuencia de aminoacidos de la proteina
ciclina F-box de tipo natural del tomate) en la proteina ciclina F-box. En otras palabras, este gen de ciclina F-box
mutante codifica una proteina de ciclina F-box que tiene una sustitucién no conservativa de aminoacido prolina en la
posicion 398 definida basandose en la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2. La sustitucion no
conservativa de aminoacido prolina significa una sustitucién de prolina por un aminoacido que tiene propiedades
diferentes a las de la prolina. Especificamente, tal sustitucion abarca una sustitucion de prolina (aminoacido hidrofobo,
no polar) por un aminoacido polar no cargado (serina, treonina, glutamina, asparagina o cisteina), y aminoacido
aromatico (fenilalanina, tirosina o triptéfano), un aminoacido acido (carga polar; acido glutamico o acido aspartico) o
un aminoacido basico (carga polar; lisina, arginina o histidina). Como alternativa, la sustituciéon abarca una sustitucion
de prolina (aminoacido hidréfobo, no polar) por un aminoacido polar o un aminoacido hidréfilo (serina, treonina,
asparagina, glutamina, tirosina, triptéfano, cisteina, lisina, arginina, histidina, acido aspartico o acido glutamico). En la
invencion, una sustitucién de aminoacido prolina no conservativa es una sustitucion de prolina por glutamina. Una
mutacion nucleotidica que provoca una sustitucion de prolina por glutamina es, por ejemplo, una mutaciéon de
cualquiera de los codones CCT, CCC, CCA y CCG al codon CAA o CAG.
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En el contexto de la presente invencion, la expresion "prolina en la posicion 398 definida basandose en la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2" se refiere a prolina en una secuencia de aminoacidos arbitraria (una
secuencia de aminoacidos de cualquier proteina ciclina F-box) alineada con la secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 2, en la que dicha prolina esta alineada con la prolina en la posicion 398 de la SEQ ID NO: 2. Por lo
tanto, la "prolina en la posicion 398 definida basandose en la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
2" puede ser prolina en la posicion 398 o prolina en una posicion distinta de la posicion 398 en una secuencia de
aminoacidos de cualquier proteina ciclina F-box que esta alineada con la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEQ ID NO: 2. Por ejemplo, en la proteina ciclina F-box que tiene una delecidon de un aminoacido cerca del extremo
N-terminal, la prolina se encuentra en la posicién 397, pero puede especificarse como "prolina en la posicion 398
definida basandose en la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2", siempre que la prolina esté
alineada con la prolina en la posicién 398 de la SEQ ID NO: 2. En la presente invencion, la alineacién entre la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 y la secuencia de aminoacidos de cualquier proteina ciclina F-box puede
tener un hueco y debe hacerse de modo que las diferencias entre las secuencias (p. €j., insercion, delecion, sustitucion
o adicién) se minimizan y la alineacion alcanza el maximo nivel de coincidencia. Expresiones similares tales como
"(nucledtido) en la posicidon Y definida basandose en la secuencia de nucledtidos expuesta en la SEQ ID NO: X"y
"(aminoacido) en la posicion Y definida basandose en la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: X"
debe entenderse de manera similar.

El gen de ciclina F-box mutante descrito anteriormente que confiere partenocarpia puede tener el 80 % o mas,
preferentemente el 90 % o mas, mas preferentemente el 95 % o mas, todavia mas preferentemente el 98 % o mas y
de manera particularmente preferida el 99 % o mas, p. €j., el 99,5 % o mas de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoécidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 y codifica una secuencia de aminoacidos que comprende una sustitucion
no conservativa de aminoacido prolina en la posicion 398 definida basandose en la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 2. Esta sustitucion no conservativa de aminoacido prolina es preferentemente una
sustitucion de prolina por un aminoacido polar no cargado (serina, treonina, glutamina, asparagina o cisteina), y
aminoacido aromatico (fenilalanina, tirosina o triptéfano), un aminoacido acido (acido glutamico o acido aspartico) o
un aminoacido basico (lisina, arginina o histidina); mas preferentemente una sustituciéon de prolina por un aminoacido
polar o un aminoacido hidréfilo (serina, treonina, asparagina, glutamina, tirosina, triptéfano, cisteina, lisina, arginina,
histidina, acido aspartico o acido glutamico); todavia mas preferentemente una sustitucion de prolina por un
aminoacido polar no cargado (serina, treonina, glutamina, asparagina o cisteina); y de manera particularmente
preferida una sustitucion de prolina por glutamina. El gen de ciclina F-box mutante descrito anteriormente puede ser,
pero sin limitacion, un mutante del gen de ciclina F-box de tipo natural de preferentemente una planta perteneciente a
las Solanaceae o Cucurbitaceae y, mas preferentemente, tomate. En particular, el gen de ciclina F-box mutante
descrito anteriormente puede codificar la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 4. La secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 4 es una secuencia de aminoacidos que tiene una sustitucion de prolina en
la posicién 398 de la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 (proteina ciclina F-box de tomate de
tipo natural) por glutamina. La presente invencion también proporciona tal gen de ciclina F-box mutante que confiere
partenocarpia.

El gen de ciclina F-box mutante puede ser un gen que codifica una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 mediante delecion, sustitucidn, insercion o adicién de 1 a 50,
preferentemente de 1 a 40 y mas preferentemente de 1 a 10, p. €j., de 1 a 5 restos de aminoacido siempre que
codifiqgue una proteina ciclina F-box mutante que confiera partenocarpia. Este gen de ciclina F-box mutante contiene
una sustitucién no conservativa de aminoacido prolina en la posicién 398 definida basandose en la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2, preferentemente por glutamina.

Siempre que el gen de ciclina F-box mutante codifique una proteina ciclina F-box mutante que confiera partenocarpia,
el gen mutante también puede comprender: (i) la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 3; o (ii) una
secuencia de nucleétidos que tenga el 70 % o mas, preferentemente el 80 % o mas, mas preferentemente el 90 % o
mas, mas preferentemente el 95 % mas, y particularmente preferentemente el 98 % o mas, p. €j., el 99 % o mas o el
99,5 % o mas de identidad de secuencia con la secuencia de nucledtidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 y que
comprende una mutacién del codén CCA (que codifica prolina) en las posiciones 1192 a 1194 definidas basandose
en la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 al codén CAA o CAG (que codifica glutamina). Tal
mutacién puede ser, por ejemplo, una sustitucion de citosina (C) en la posicién 1193 definida basandose en la
secuencia de nucledtidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 del gen de ciclina F-box por adenina (A). El gen de ciclina F-
box mutante puede comprender la secuencia de nucledtidos descrita anteriormente como una secuencia codificante
de proteina (desde el codon de iniciacion hasta el codén de terminacion).

En esta descripcion, identidad de secuencia (%) con una secuencia de aminoacidos o secuencia de nucleotidos
especifica significa identidad de secuencia (%) con la longitud completa de la secuencia de aminoacidos o secuencia
de nucledtidos especifica.

La planta de acuerdo con la presente invencion es preferentemente homocigética para el gen de ciclina F-box mutante
que confiere la partenocarpia. El gen de ciclina F-box mutante que confiere la partenocarpia de acuerdo con la presente
invencion se hereda recesivamente. También se prefiere que la planta de acuerdo con la presente invencion, que tiene
el gen mutante ciclina F-box que confiere partenocarpia, no tenga un gen de ciclina F-box de tipo natural en un locus
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que no sea el locus del gen de ciclina F-box mutante, en el genoma.

La planta de acuerdo con la presente invencién, que tiene el gen mutante ciclina F-box que confiere partenocarpia, es
partenocarpica. Es decir, en esa planta, incluso si no se produce la polinizacién y la fertilizacion y no se realiza un
tratamiento de induccién partenocarpica artificial, tal como un tratamiento con hormonas vegetales, se produce la
fructificacion y el agrandamiento de los frutos. Por tanto, la presente invencion proporciona un método para producir
una planta partenocarpica que comprende la introduccion de una mutacion que altera la funcién del gen que confiere
partenocarpia, por ejemplo, una mutaciéon nucleotidica que provoca una sustitucién no conservativa de aminoacido
prolina en la posicion 398 definida basandose en la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 en la
proteina ciclina F-box, en el gen de ciclina F-box (normalmente, un gen de ciclina F-box endégeno) de una planta. La
sustitucion no conservativa de aminoacido prolina es como se ha descrito anteriormente, y es particularmente
preferible una sustitucion de prolina por glutamina.

La mutacién que altera la funcién del gen que confiere la partenocarpia se puede introducir en el gen de ciclina F-box
en una planta mediante métodos convencionales. Por ejemplo, para introducir la mutacién descrita anteriormente en
el gen de ciclina F-box, se pueden utilizar métodos de mutagénesis especifica de sitio o similares tales como
mutagénesis dirigida por oligonucleétidos (ODM, Oligonucleotide-Directed Mutagenesis) y mutagénesis mediada por
ZFN. La mutagénesis dirigida por oligonucleétidos (ODM) provoca una mutacion de interés en el genoma a través del
mecanismo de reparacion de emparejamientos incorrectos celulares mediante la introduccion de un oligonucleétido
corto que comprende una mutacion de interés en una secuencia homologa a un gen diana (gen de ciclina F-box) en
las células vegetales. La mutagénesis mediada por ZFN emplea nucleasa con dedos de zinc (ZFN, Zinc Finger
Nuclease) y un oligonucledtido corto que comprende una mutacién de interés en una secuencia homoéloga a un gen
diana. Como alternativa, también es posible introducir la mutacion descrita anteriormente en el gen de ciclina F-box
en una planta mediante recombinacion homaéloga introduciendo el gen de ciclina F-box mutante o su fragmento de
acido nucleico que contiene el sitio de la mutaciéon, como molde de ADN, en células vegetales. La mutacion puede
introducirse mediante técnicas de mutagénesis aleatoria. Por ejemplo, la mutagénesis se puede realizar en el genoma
de una planta mediante el tratamiento con mutagenos quimicos o radiacién tal como rayos gamma, rayos X, neutrones,
rayos beta, rayos ultravioleta, haces de iones y sincrotron. Los ejemplos de mutdgenos quimicos incluyen, pero sin
limitacion, metanosulfonato de etilo (EMS), etilenimina (El), metil nitrosourea (MNU), etil nitorosourea (ENU) y azida
de sodio. Por ejemplo, la mutagénesis se puede realizar sumergiendo las semillas en una soluciéon de metanosulfonato
de etilo (EMS) durante un cierto periodo de tiempo para el tratamiento (mutagénesis con EMS). Se puede usar una
pluralidad de métodos de mutagénesis aleatoria combinados. Se pueden emplear el método de los bigotes, método
de pistola de particulas, método de electroporacion, método de polietilenglicol (PEG), método de microinyeccion, o
similar, para introducir un oligonucledétido o un fragmento de acido nucleico en células vegetales.

También es posible introducir la mutacién descrita anteriormente en una planta de la descendencia cruzando una
planta mutante que tenga el gen de ciclina F-box mutante que confiere partenocarpia en el genoma con un individuo
vegetal diferente. Preferentemente, las plantas de la descendencia obtenidas se examinan para determinar la
presencia o ausencia del gen de ciclina F-box mutante que confiere partenocarpia y se seleccionan los individuos
vegetales que tienen el gen de ciclina F-box mutante.

El hecho de que la planta de acuerdo con la presente invencion sea o no partenocarpica puede determinarse mediante
métodos convencionales. Por ejemplo, cuando los individuos vegetales se cultivan y se someten a un tratamiento de
emasculacion antes de la floracién para evitar la polinizacion, la ausencia de fructificacion (formacién de frutos) durante
el cultivo posterior indica que la planta no es partenocarpica, y la presencia de fructificacion indica que la planta es
partenocarpica. El tratamiento de emasculacion es un tratamiento para eliminar la funcién masculina de las flores con
el fin de evitar la autopolinizacidon. Los ejemplos del tratamiento de emasculacion incluyen la eliminacion de los
estambres de las yemas, un tratamiento térmico para provocar una pérdida de la funcion de los poélenes, y similares.
La planta de acuerdo con la presente invencién que tiene el gen de ciclina F-box mutante tiene, pero sin limitacion,
una tasa partenocarpica de preferentemente el 30 % o mayor, mas preferentemente del 50 % o mayor, y aun mas
preferentemente del 60 % o mayor. En el contexto de la presente invencion, la tasa partenocarpica se calcula como la
proporcion (%) del numero fructificaciones (es decir, el niumero de frutos) con respecto al niumero de flores
emasculadas dentro del mismo individuo o cepa. De acuerdo con este método, es posible conferir partenocarpia a las
plantas de una manera mas féacil. Es posible modificar una planta de modo que la planta se vuelva partenocarpica o
aumentar el nivel de partenocarpia de la planta confiriendo partenocarpia a la planta.

La planta de acuerdo con la presente invencion puede adquirir la capacidad de producir frutos que tienen un contenido
de azucar mejorado debido a la mutacidn descrita anteriormente en el gen de ciclina F-box (o el gen de ciclina F-box
mutante). Por lo tanto, la presente invencién también proporciona un método para producir una planta que tiene un
contenido de azucar mejorado en el fruto, que comprende la introduccion de una mutacién que altera la funcién del
gen que confiere partenocarpia, por ejemplo, una mutacién nucleotidica que provoca una sustitucién no conservativa
de aminoacido prolina en la posicion 398 definida basandose en la secuencia de aminoéacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 2 en la proteina ciclina F-box, en el gen de ciclina F-box de una planta. Esta sustitucién no conservativa de
aminoacido prolina es como se ha descrito anteriormente, y es particularmente preferible una sustitucién de prolina
por glutamina. La planta preferida es una planta cuyos frutos son comestibles. La planta pertenece preferentemente a
las Solanaceae o Cucurhitaceae y es particularmente preferentemente tomate. La mutaciéon que altera la funcion del
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gen que confiere partenocarpia es como se ha descrito anteriormente.

La expresion "que tiene un contenido mejorado de azucar en el fruto" con respecto a la planta de acuerdo con la
presente invencion significa que el contenido de azucar en los frutos producidos por la planta de acuerdo con la
presente invencion tiene un aumento estadisticamente significativo en comparacion con la planta de tipo natural de la
misma variedad o cepa que tiene el gen de ciclina F-box de tipo natural (es decir, que no tiene una mutacién que altera
la funcion del gen que confiere partenocarpia). La expresion "planta que tiene un contenido de azucar mejorado en el
fruto" se refiere a una planta que tiene la capacidad de producir frutos que tienen un contenido de azicar mejorado
sin un tratamiento especial para lograr un alto contenido de azucar. Dicha planta no solo incluye una planta que acaba
de producir frutos con contenido de azucar mejorado, sino también una planta que dio o dara frutos con un contenido
de azucar mejorado o una parte de la misma (p. €j., semillas, plantulas o frutos). Los frutos que tienen contenido de
azucar mejorado abarcan frutos partenocarpicos, y preferentemente abarcan tanto frutos con semillas (frutos
producidos mediante tratamiento de polinizacion; también denominados frutos polinizados) y frutos partenocarpicos.
Los frutos partenocarpicos también muestran preferentemente mayores niveles de mejora en el contenido de azucar
que los frutos con semillas. Se puede aumentar el contenido de azucar en frutos partenocarpicos o frutos con semillas,
pero sin limitacion, por ejemplo, 1,2 veces o mas, preferentemente 1,5 veces o mas, y mas preferentemente 1,8 veces
0 mas, en comparacion con los frutos de tipo natural. El contenido de azucar de los frutos se puede medir mediante
métodos convencionales. Sin embargo, en la presente invencion, se puede utilizar el valor Brix (%) del zumo de los
frutos como indicador del contenido de azucar. El valor Brix se puede medir mediante métodos convencionales y
generalmente se mide usando un medidor de contenido de azucar (por ejemplo, medidor de contenido de azucar
portatil BX-1, Kyoto Electronics Manufacturing Co., Ltd., Japdn; o refractometro portatil N-20E, ATAGO, Japén). Los
frutos para los que se mide el contenido de azucar son frutos maduros, tales como los frutos rojos maduros en el caso
del

tomate. Segun se informa, el contenido promedio de azucar (valor Brix) de los tomates tipicos producidos en Japoén
(excluidos los tomates afrutados que tienen un alto contenido de azucar) es de aproximadamente el 5 %. De acuerdo
con el presente método, es posible preparar faciimente una planta capaz de producir frutos con un alto contenido de
azucar sin realizar tratamientos para lograr un alto contenido de azucar tales como la sobrecarga.

Una planta partenocérpica obtenida mediante la introduccién de una mutacién que altera la funcién del gen que
confiere partenocarpia, por ejemplo, una mutacion nucleotidica que provoca una sustitucién no conservativa de
aminoacido prolina en la posicion 398 definida basandose en la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 2 en la proteina ciclina F-box, en el gen de ciclina F-box de una planta; y las plantas de la descendencia de la
misma que mantienen la mutacioén estan incluidas en el alcance de la planta partenocarpica de acuerdo con la presente
divulgacion.

La planta de acuerdo con la presente invencién, que tiene la mutacion descrita anteriormente en el gen de ciclina F-
box (gen de ciclina F-box mutante que confiere la partenocarpia), también puede tener una variedad de cambios en la
morfologia o caracteristicas de crecimiento, en comparacion con la planta de tipo natural. Por ejemplo, la planta de
acuerdo con la presente invencién puede tener cambios en las hojas o en los frutos (cambios en la morfologia de la
hoja, el color de la hoja, morfologia del fruto, etc.). Por ejemplo, a diferencia de las hojas de las tomateras de tipo
natural comunes que comprenden una pluralidad de foliolos que tienen bordes dentados (incisos), la tomatera de
acuerdo con la presente invencion, que es una planta mutante de la tomatera de tipo natural, desarrolla
preferentemente hojas que tienen bordes dentados mas débiles (reduccion de la profundidad y el niumero de dientes
de la hoja), foliolos fusionados, mayor verdor de las hojas en comparacién con la planta de tipo natural, o similar
(véanse las figuras 1y 3). El verdor de la hoja se puede estimar como el valor SPAD de la hoja (densidad 6ptica de la
clorofila). El valor SPAD se puede calcular para una muestra mediante métodos convencionales basados en una
diferencia de densidad 6ptica entre la regién roja que es absorbida por la clorofila y la region infrarroja que apenas es
absorbida por los pigmentos. El valor SPAD se puede medir mediante un medidor de SPAD disponible en el mercado
(medidor de clorofila) de forma no destructiva. En la planta de acuerdo con la presente invencion, el verdor de la hoja
aumenta en comparacion con las plantas que no tienen la mutacién descrita anteriormente los mismos dias después
de la siembra. Especificamente, el valor SPAD en la planta de acuerdo con la presente invencion puede aumentarse
en, pero sin limitacion, preferentemente un 10 % o mas, y mas preferentemente un 20 % o mas.

Ademas, la planta de acuerdo con la presente invencion, que tiene la mutacion descrita anteriormente en el gen de
ciclina F-box (gen de ciclina F-box mutante que confiere la partenocarpia), puede presentar una reduccion en la
longitud del tallo principal y similares en comparacién con la planta de tipo natural.

Asimismo, la planta de acuerdo con la presente invencion, que tiene la mutacién descrita anteriormente en el gen de
ciclina F-box (gen de ciclina F-box mutante que confiere la partenocarpia), puede presentar una disminucién en el
periodo de tiempo requerido para la formacién de frutos maduros y/o un aumento en el espesor de la pulpa del fruto,
y similares en comparacion con la planta de tipo natural.

La planta de acuerdo con la presente invencion, que tiene la mutacion descrita anteriormente en el gen de ciclina F-
box (gen de ciclina F-box mutante que confiere la partenocarpia), es partenocarpica, pero preferentemente tiene
fertilidad, es decir, la capacidad de dar frutos a través de la polinizacion y la fertilizacion.
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La presente divulgacion también se refiere a un método de reproduccién que comprende cruzar plantas mediante una
planta que tiene el gen de ciclina F-box mutante que comprende la mutacion que altera la funcion del gen que confiere
partenocarpia (la planta de acuerdo con la presente invencién) como progenitor de la reproduccion, obtener plantas
de la descendencia y seleccionar una planta de la descendencia que tenga el gen de ciclina F-box mutante introducido
en la misma. La expresion "cruzar plantas mediante una planta de acuerdo con la presente invencién [...] como
progenitor de la reproduccion” se refiere al cruce de las plantas de acuerdo con la presente invencién o al cruce de la
planta de acuerdo con la presente invenciéon con una planta de la misma especie o de una especie estrechamente
relacionada con el fin de introducir la mutacion descrita anteriormente en el gen de ciclina F-box (gen de ciclina F-box
mutante que confiere la partenocarpia) contenida en la planta de acuerdo con la presente invencion en una planta de
la descendencia. El cruce puede realizarse una vez o repetidamente. Por ejemplo, la planta de acuerdo con la presente
invencién puede cruzarse con una planta de la misma especie o una especie estrechamente relacionada (progenitor
recurrente), luego, la planta de la descendencia resultante puede cruzarse con el progenitor recurrente
(retrocruzamiento), y la planta de la descendencia resultante adicional puede cruzarse con el progenitor recurrente
repetidamente (retrocruzamiento continuo). Como alternativa, la planta de acuerdo con la presente invencion puede
cruzarse con una planta de la misma especie o una especie estrechamente relacionada, y luego la planta de la
descendencia resultante puede cruzarse con una planta diferente de la misma especie 0 una especie estrechamente
relacionada. Las plantas de la descendencia de la planta de acuerdo con la presente invencion pueden autocruzarse
repetidamente para fijar la mutacién descrita anteriormente y las caracteristicas resultantes de la mutacioén (p. €j.,
partenocarpia, aumento del contenido de azucar de los frutos y modificacion de las hojas) en el genoma de la planta.

Una planta de la descendencia que tiene el gen de ciclina F-box mutante introducido (es decir, una planta de la
descendencia que tiene la mutacién descrita anteriormente en el gen de ciclina F-box) puede seleccionarse mediante
la deteccién del gen de ciclina F-box mutante en plantas de la descendencia. El gen de ciclina F-box mutante puede
detectarse mediante, por ejemplo, la aplicacion de diferentes métodos bien conocidos para detectar una mutacién
nucleotidica, tal como un método que implica la amplificacién de acidos nucleicos y/o la hibridacién de Southern, etc.,
en una muestra de acido nucleico (p. ej., ADN genémico, ARNm o ADNc transcrito de forma inversa a partir de ARNm)
derivada de la planta de la descendencia. Por ejemplo, la presencia o ausencia de la mutacion descrita anteriormente
se puede determinar realizando la amplificacion de acido nucleico de una regién que incluye la mutacion descrita
anteriormente del gen de ciclina F-box en el genoma, determinando la secuencia de nucleétidos de un producto de
amplificacion y comparando la secuencia de nucleétidos con la secuencia del genoma de tipo natural. Los expertos
en la técnica pueden disefiar cebadores apropiados para dicha amplificacion de acidos nucleicos en funcion de la
secuencia del genoma de una planta diana, p. €j., la secuencia de nucleétidos del gen de la ciclina F-box, y la posicidon
y el tipo de la mutacion introducida. Como alternativa, la presencia o ausencia de la mutacion descrita anteriormente
en la planta de la descendencia también se puede determinar en funcién de los resultados de la escision de la enzima
de restriccion realizando una amplificacion de acido nucleico mediante un conjunto de cebadores que esta disefiado
de manera que un fragmento de amplificacion que comprende la mutacién descrita anteriormente se escinde
exclusivamente con una enzima de restriccion particular mientras que un fragmento de amplificaciéon del gen de ciclina
F-box de tipo natural no se escinde con la enzima de restriccion, y escindiendo los productos de amplificacion con la
enzima de restriccion. Un ejemplo del conjunto de cebadores que esta disefiado de manera que un fragmento de
amplificacion que comprende la mutacion descrita anteriormente se escinde exclusivamente con una enzima de
restriccion particular, mientras que un fragmento de amplificacion del gen de ciclina F-box de tipo natural no se escinde
con la enzima de restriccion, es un conjunto de cebadores que comprende un cebador que comprende la secuencia
de nucledtidos expuesta en la SEQ ID NO: 5 (cebador directo) y un cebador que comprende la secuencia de
nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 6 (cebador inverso). En caso de que este conjunto de cebadores se utilice
para amplificar el ADN derivado de tomateras (ADN genémico), un producto de amplificaciéon de un gen de ciclina F-
box que tiene una sustitucion de citosina (C) en la posicion 1193 definida basandose en la secuencia de nucleétidos
expuesta en la SEQ ID NO: 1 por adenina (A), tal como un gen de ciclina F-box mutante que tiene la secuencia de
nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 3, se escinde exclusivamente con la enzima de restriccion Ncol, mientras que
un producto de amplificacion del gen de ciclina F-box de tipo natural no se escinde con la enzima de restriccion Ncol.
Por lo tanto, en ese caso, el gen de ciclina F-box mutante descrito anteriormente en una tomatera de descendencia
se puede detectar basandose en, p. €j., los resultados del tratamiento con la enzima de restriccion Ncol del producto
de amplificacion obtenido con el conjunto de cebadores anterior, seguido de electroforesis. Por consiguiente, el
conjunto de cebadores anterior es util para la seleccion y discriminacion de tomateras que tienen el gen de ciclina F-
box mutante introducido. La presente divulgacion también proporciona los cebadores y el conjunto de cebadores
descritos anteriormente. Los cebadores de acuerdo con la presente descripcion se pueden preparar mediante un
método de sintesis quimica bien conocido por los expertos en la materia. Por ejemplo, los cebadores se pueden
sintetizar mediante un sintetizador de ADN automatizado disponible en el mercado de acuerdo con los procedimientos
utilizados comunmente. Por ejemplo, los cebadores de acuerdo con la presente divulgacion pueden comprender una
sustancia de marcaje (p. ej., una molécula fluorescente, una molécula de colorante, un isétopo radiactivo o un
compuesto organico tal como la digoxigenina o la biotina) para facilitar la deteccion o amplificacion de los cebadores
y/o una secuencia adicional (p. €j., una parte del cebador en bucle utilizada en el método LAMP) en sus extremos 5' o
3'. Los cebadores de acuerdo con la presente divulgacion pueden fosforilarse o aminarse en sus extremos 5'. Los
cebadores de acuerdo con la presente divulgacion pueden ser ADN o ARN. En el caso del ARN, la "T (timina)" en una
secuencia de ADN debe leerse como "U (uracilo)" para especificar su secuencia de nucledtidos. La presente
divulgacion también proporciona un kit que incluye el conjunto de cebadores de acuerdo con la presente divulgacion.
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El kit puede incluir ademas al menos uno seleccionado de entre polimerasas, enzimas de restriccion (p. €j., Ncol), una
instruccién y similares. Este kit también se prefiere para producir una tomatera partenocarpica y una planta que tiene
un contenido de azucar mejorado en el fruto. El kit también se prefiere para la reproduccion de tomateras.

Como alternativa, la deteccidn del gen de ciclina F-box mutante que confiere la partenocarpia puede llevarse a cabo
mediante un método para determinar la presencia o ausencia de una mutacién, que comprende hibridar un producto
de amplificaciéon de una region introducida por mutacion en el gen de ciclina F-box mutante con un producto de
amplificacion de la misma regién, pero que no tiene mutacioén introducida en el gen de ciclina F-box de tipo natural
para formar un heteroduplex y detectar un sitio de emparejamiento incorrecto, que se produce como resultado de la
introduccién de una mutacion, de una manera especifica (p. €j., deteccion basada en la escision especifica del sitio
de emparejamiento incorrecto con una nucleasa o similar). También se puede utilizar el método de F-PHFA basado
en la combinacién de hibridacion competitiva y transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET,
Fluorescence Resonance Energy Transfer), un método que implica la hibridacion con una sonda que se une
especificamente a una region que tiene la mutacién descrita anteriormente, o basado en la combinacion de tal
hibridacion y PCR en tiempo real, y similares. Se puede llevar a cabo una variedad de métodos de deteccion de
mutaciones descritas anteriormente mediante productos disponibles en el mercado tales como secuenciador, sistema
PCR, diferentes kits de detecciéon de mutaciones, y similares.

Una planta de la descendencia que tiene introducido el gen de ciclina F-box mutante que confiere partenocarpia
también puede seleccionarse basandose en cambios en la morfologia o caracteristicas de crecimiento de la planta de
la descendencia provocados por la introduccion del gen de ciclina F-box mutante. Por ejemplo, en relaciéon con la
planta de acuerdo con la presente invencién, también es posible seleccionar una planta de la descendencia en funcion
de los cambios en las hojas. Por ejemplo, en el caso de una tomatera, se considera que las hojas que comprenden
una pluralidad de foliolos con bordes dentados (incisos) indican un fenotipo de planta de tipo natural, y el desarrollo
de hojas con bordes dentados mas débiles y foliolos fusionados, en comparacion con la planta de tipo natural, indica
un fenotipo de la planta mutante (una planta que tiene el gen de ciclina F-box mutante introducido en la misma). Por
lo tanto, la planta de tipo natural y la planta mutante se pueden distinguir entre si en funcion de las diferencias en la
morfologia de la hoja. La tomatera de tipo natural y la planta mutante también se pueden distinguir basandose en las
diferencias en la morfologia de las hojas de la tomatera determinando la apariciéon o no de la fusion de foliolos. El
verdor mas intenso de la hoja de una tomatera (normalmente el valor SPAD) que el de la planta de tipo natural indica
un fenotipo de la planta mutante. Por lo tanto, la distincion entre la tomatera de tipo natural y la planta mutante puede
llevarse a cabo basandose en una diferencia en el color de las hojas como indicador. Asimismo, los otros fenotipos
modificados descritos anteriormente (p. €j., un mayor contenido de azucar en el fruto) que presenta la planta de
acuerdo con la presente invencién debido a la mutacién descrita anteriormente en el gen de ciclina F-box, pueden
usarse como un indicador para seleccionar plantas de descendencia. Estos otros fenotipos pueden usarse solos como
un indicador para la seleccién, pero preferentemente se usan como indicador junto con la deteccion del gen de ciclina
F-box mutante o la seleccion basada en los cambios en las hojas.

Es posible realizar la reproducciéon de una planta partenocarpica introduciendo el gen de ciclina F-box mutante que
confiere partenocarpia en una planta de la descendencia como se ha descrito anteriormente. Ademas, es posible
reproducir una planta que tenga un contenido de azicar mejorado en el fruto introduciendo el gen de ciclina F-box
mutante que confiere partenocarpia en una planta de la descendencia. De acuerdo con el método de reproduccion de
la presente divulgacion, es posible conferir una variedad de fenotipos de las plantas mutantes descritas anteriormente
a una planta introduciendo el gen de ciclina F-box mutante que confiere partenocarpia a una planta de la descendencia.

En el contexto de la presente invencion, el término "planta” incluye basicamente varias etapas de crecimiento y varias
partes de una planta, tales como un cuerpo vegetal, tallos, hojas, raices, flores, yemas, frutos (pulpa o pericarpio del
fruto), semillas, tejidos, células y callos. Sin embargo, el término "planta” utilizado en la presente invencion puede
referirse al cuerpo de una planta de acuerdo con el contexto, y los expertos en la materia pueden entender facilmente
lo que significa el término. Los términos "tomate" y "tomatera" usados en la presente invencion incluyen basicamente
varias etapas de crecimiento y varias partes, tales como un cuerpo vegetal, tallos, hojas, raices, flores, yemas, frutos
(pulpa o pericarpio del fruto), semillas, plantulas, tejidos, células y callos de un tomate, pero los términos pueden
referirse a un cuerpo de fruto de tomate y tomatera respectivamente, dependiendo del contexto y los expertos en la
materia pueden entender facilmente lo que significan los términos. En una realizacion preferida, la planta de acuerdo
con la presente invencion es, pero sin limitacion, una semilla, un fruto, una plantula o un cuerpo de una planta.

Es posible cultivar la planta de acuerdo con la presente invencion sin tratamiento de induccién partenocarpica tal como
tratamiento de polinizacion o tratamiento con hormonas vegetales, induciendo asi la fructificacion y la obtencion de
frutos. El tratamiento de induccién partenocarpica puede realizarse o no durante el cultivo de la planta de acuerdo con
la presente invencion. Con el fin de obtener frutos partenocarpicos, la planta de acuerdo con la presente invencion
puede someterse a un tratamiento de emasculacién antes de la floracion. El tratamiento de emasculacion permite
evitar la polinizacion, obteniendo asi frutos partenocarpicos con certeza. El cultivo se puede llevar a cabo mediante
cualquier método de cultivo tal como cultivo hidropénico, cultivo en instalaciones (p. ej., cultivo en invernadero o cultivo
en fabrica de plantas), cultivo en campo abierto o cultivo en macetas. La presente divulgacion también se refiere a un
método para cultivar frutas, que comprende cultivar la planta de acuerdo con la presente invencion sin tratamiento de
induccidén partenocarpica.
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En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a una planta que tiene un gen de ciclina F-box mutante que
comprende una mutacion diferente que altera la funcion del gen que confiere un contenido de azticar mejorado al fruto;
y un método para producirla. La planta de acuerdo con la presente invencion tiene un contenido de azdcar mejorado
en el fruto, en comparacién con una planta que tiene el gen de ciclina F-box de tipo natural.

En la presente divulgacion, una planta diana para la mejora del contenido de azucar en el fruto es como se ha descrito
anteriormente con respecto a una planta partenocarpica, y de manera particularmente preferida el tomate (una
tomatera).

La planta que tiene un contenido de azicar mejorado en el fruto de acuerdo con la presente invencion tiene
preferentemente una mutacién que altera la funcioén del gen que confiere un contenido de aztcar mejorado al fruto
introducida en el gen endégeno de ciclina F-box del genoma de la planta.

Un ejemplo de otro gen de ciclina F-box mutante que confiere un contenido de azucar mejorado al fruto como se usa
en la presente invencion es un gen de ciclina F-box, que tiene, como una mutacién que altera la funciéon de un gen
que confiere un contenido de azuUcar mejorado al fruto, una mutacién nucleotidica que provoca una sustitucion no
conservativa de aminoacido serina en la posicién 37 o glicina en la posicién 301 definida basandose en la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 en una proteina ciclina F-box. El gen de ciclina F-box mutante codifica
una proteina ciclina F-box que tiene una sustitucion no conservativa de aminoacido serina en la posicion 37 o glicina
en la posicion 301 definida basdndose en la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2.

La sustitucion no conservativa de aminoacido serina en la posicion 37 se refiere a una sustitucién de serina por un
aminoacido que tiene propiedades diferentes a las de la serina. Especificamente, tal sustitucion abarca una sustitucion
de serina (aminoacido no cargado polar hidréfilo) por un aminoacido alifatico (hidréfobo; alanina o glicina), un
aminoacido ramificado (hidréfobo; valina, leucina o isoleucina, otro aminoacido hidréfobo (metionina, prolina,
fenilalanina o triptéfano), un aminoacido acido (acido glutamico o acido aspartico) o un aminoacido basico (lisina,
arginina o histidina). En un aspecto preferido de la divulgacion, la sustitucién no conservativa de aminoacido serina es
una sustitucién de serina (hidrdéfila) por un aminoacido hidréfobo (alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, prolina,
fenilalanina, triptéfano); mas preferentemente por un aminoacido ramificado (valina, leucina o isoleucina); y todavia
mas preferentemente por leucina. Una mutacion nucleotidica que provoca una sustitucion de serina por leucina es,
por ejemplo, una mutacion de cualquiera de los codones TCT, TCC, TCA, TCG, AGT y AGC en cualquiera de los
codones TTA, TTG, CTT, CTC, CTAy CTG.

La sustitucion no conservativa de aminoacido glicina en la posicién 301 se refiere a una sustitucion de glicina por un
aminoacido que tiene propiedades diferentes a las de la glicina. Especificamente, tal sustitucion abarca una sustitucién
de glicina (aminoéacido hidrofobo, no polar) por un aminoacido polar no cargado (serina, treonina, glutamina,
asparagina o cisteina), y aminoacido aromatico (fenilalanina, tirosina o triptéfano), un aminoacido acido (acido
glutamico o acido aspartico) o un aminoacido basico (lisina, arginina o histidina). En un aspecto preferido de la
divulgacion, una sustitucién no conservativa de aminoacido glicina es una sustitucion de glicina (aminoacido hidréfobo,
no polar) por un aminodacido polar o un aminoacido hidréfilo (serina, treonina, asparagina, glutamina, tirosina,
triptéfano, cisteina, lisina, arginina, histidina, acido aspartico o acido glutamico); mas preferentemente por un
aminoacido basico (lisina, arginina o histidina); y mas preferentemente por arginina. Una mutacion nucleotidica que
provoca una sustitucion de glicina por arginina es, por ejemplo, una mutacion de cualquiera de los codones GGT,
GGC, GGA y GGG en cualquiera de los codones CGT, CGC, CGA, CGG, AGA y AGG.

En el contexto de la presente divulgacion, la expresién "serina en la posicion 37 definida basandose en la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2" o "glicina en la posicién 301 definida basandose en la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2" se refiere a serina o glicina que esta alineada con la serina en la posicion
37 o la glicina en la posicion 301 de la SEQ ID NO: 2, respectivamente, en una secuencia de aminoacidos arbitraria
(una secuencia de aminoacidos de cualquier proteina ciclina F-box) alineada con la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 2.

El gen de ciclina F-box mutante que confiere un contenido de azucar mejorado al fruto puede tener un 80 % o mas,
preferentemente el 90 % o més, mas preferentemente el 95 % o mas, todavia mas preferentemente el 98 % o més y
de manera particularmente preferida el 99 % o mas, p. €j., €l 99,5 % o mas de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 y codifica una secuencia de aminoacidos que comprende una sustitucion
no conservativa de aminoacido serina en la posicion 37 definida basandose en la secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 2. Esta sustitucion no conservativa de aminoacido serina puede ser una sustitucion de serina por
un aminoacido que tiene propiedades diferentes a las de la serina, tal como un aminoacido alifatico (hidréfobo; alanina
o glicina), un aminoacido ramificado (hidréfobo; valina, leucina o isoleucina, otro aminoacido hidréfobo (metionina,
prolina, fenilalanina o triptéfano), un aminoacido acido (acido glutamico o acido aspartico) o un aminoéacido basico
(lisina, arginina o histidina); mas preferentemente una sustitucion de serina por un aminoacido hidréfobo (alanina,
valina, leucina, isoleucina, metionina, prolina, fenilalanina o triptéfano); todavia mas preferentemente una sustitucion
de serina por un aminoacido ramificado (valina, leucina o isoleucina); o de manera particularmente preferida una
sustitucion de serina por leucina. El gen de ciclina F-box mutante descrito anteriormente puede ser, pero sin limitacion,

1"



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2952724 T3

un mutante del gen de ciclina F-box de tipo natural de preferentemente una planta perteneciente a las Solanaceae o
Cucurbitaceae y, mas preferentemente de tomate. En particular, el gen de ciclina F-box mutante descrito anteriormente
puede codificar la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 20. La secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 20 es una secuencia de aminoacidos que tiene una sustitucion de serina en la posicién 37 de la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 (proteina ciclina F-box de tomate de tipo natural) por leucina.
La presente divulgacion también proporciona tal gen de ciclina F-box mutante que confiere un contenido de azucar
mejorado al fruto.

El gen de ciclina F-box mutante que confiere un contenido de azdcar mejorado al fruto puede tener un 80 % o mas,
preferentemente el 90 % o mas, mas preferentemente el 95 % o mas, todavia mas preferentemente el 98 % o mas y
de manera particularmente preferida el 99 % o mas, p. €j., el 99,5 % o mas de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoécidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 y codifica una secuencia de aminoacidos que comprende una sustitucion
no conservativa de aminoacido glicina en la posicion 301 definida basandose en la secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 2. Esta sustitucién no conservativa de aminoacido glicina puede ser una sustitucién de glicina por
un aminoacido que tiene propiedades diferentes a las de la glicina, tal como un aminoacido polar sin carga (serina,
treonina, glutamina, asparagina o cisteina), y aminoacido aromatico (fenilalanina, tirosina o triptéfano), un aminoacido
acido (acido glutamico o acido aspartico) o un aminoacido basico (lisina, arginina o histidina); mas preferentemente
una sustitucion de glicina por un aminoacido polar o un aminoacido hidréfilo (serina, treonina, asparagina, glutamina,
tirosina, triptéfano, cisteina, lisina, arginina, histidina, acido aspartico o acido glutamico); mas preferentemente una
sustitucion de glicina por un aminoacido basico (lisina, arginina o histidina); y particularmente preferentemente una
sustitucion de glicina por arginina. El gen de ciclina F-box mutante puede ser, pero sin limitacién, preferentemente un
mutante del gen de ciclina F-box de tipo natural de una planta perteneciente a las Solanaceae o Cucurbitaceae, y mas
preferentemente de tomate. En particular, el gen de ciclina F-box mutante descrito anteriormente puede codificar la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 22. La secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
22 es una secuencia de aminoacidos que tiene una sustitucion de glicina en la posicién 301 de la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 (proteina ciclina F-box de tomate de tipo natural) por arginina. La presente
divulgacion también proporciona tal gen de ciclina F-box mutante que confiere un contenido de azicar mejorado al
fruto.

El gen de ciclina F-box mutante que confiere un contenido de azicar mejorado al fruto puede codificar una secuencia
de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 mediante delecion, sustitucion,
insercion o adicion de 1 a 50, preferentemente de 1 a 40 y mas preferentemente de 1 a 10, p. €j., de 1 a 5 restos de
aminoacidos siempre que codifique una proteina mutante ciclina F-box que confiera el aumento en el contenido de
azucar en el fruto. Tal gen de ciclina F-box mutante puede contener una sustitucion no conservativa de aminoacido
serina en la posicion 37 o glicina en la posicion 301 definida basandose en la secuencia de aminoacidos expuesta en
la SEQ ID NO: 2.

El gen de ciclina F-box mutante descrito anteriormente que confiere un contenido de azicar mejorado al fruto puede
comprender: (i) la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 19; o (ii) una secuencia de nucleétidos que
tenga el 70 % o mas, preferentemente el 80 % o mas, mas preferentemente el 90 % o mas, mas preferentemente el
95 % mas, y particularmente preferentemente el 98 % o mas, p. €j., el 99 % o mas, o el 99,5 % o mas de identidad de
secuencia con la secuencia de nucledtidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 y que comprende una mutacién del codén
TCA (que codifica la serina) en las posiciones 109 a 111 definidas en funcién de la secuencia de nucledtidos expuesta
enla SEQ ID NO: 1 al codon TTA, TTG, CTT, CTC, CTA o CTG (que codifica la leucina), siempre que el gen mutante
codifique una proteina ciclina F-box mutante que confiera un contenido de azucar mejorado al fruto. Tal mutacién
puede ser, por ejemplo, una sustitucion de citosina (C) en la posicion 110 definida basédndose en la secuencia de
nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 en el gen de ciclina F-box por timina (T). El gen de ciclina F-box mutante
puede comprender la secuencia de nucledtidos descrita anteriormente como una secuencia codificante de proteina
(desde el coddn de iniciacién hasta el codon de terminacion).

Como alternativa, el gen de ciclina F-box mutante descrito anteriormente que confiere un contenido de azucar
mejorado al fruto puede comprender: (i) la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 22; o (ii) una secuencia
de nucledtidos que tenga el 70 % o mas, preferentemente el 80 % o mas, mas preferentemente el 90 % o mas, mas
preferentemente el 95 % mas, y particularmente preferentemente el 98 % o mas, p. €j., el 99 % o més, o el 99,5 % o
mas de identidad de secuencia con la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 y que comprende una
mutacion del codén GGG (que codifica glicina) en las posiciones 901 a 903 definidas basandose en la secuencia de
nucleotidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 al codén CGT, CGC, CGA, CGG, AGA o AGG (que caodifica la leucina),
siempre que el gen mutante codifique una proteina ciclina F-box mutante que confiera un contenido de azucar
mejorado al fruto. Tal mutacién puede ser, por ejemplo, una sustitucion de guanina (G) en la posicién 901 definida
basandose en la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 del gen de ciclina F-box por adenina (A). El
gen de ciclina F-box mutante puede comprender la secuencia de nucleétidos descrita anteriormente como una
secuencia codificante de proteina (desde el codon de iniciacion hasta el codén de terminacion).

La mutacion que altera la funcién del gen que confiere un contenido de azicar mejorado al fruto puede introducirse en

el gen de ciclina F-box en una planta mediante métodos convencionales. Los aspectos especificos del método de la
divulgacion son los descritos anteriormente para la introduccién de una mutacion que confiere partenocarpia. La
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presente divulgacion también proporciona un método para producir una planta que tiene un contenido de azucar
mejorado en el fruto, que comprende la introduccién de una mutacién que altera la funcién de un gen que confiere un
contenido de azucar mejorado al fruto, por ejemplo, una mutacion nucleotidica que provoca una sustitucion no
conservativa de aminoacido serina en la posicion 37 o glicina en la posicion 301 definida basandose en la secuencia
de amino4cidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 en la proteina ciclina F-box, en el gen de ciclina F-box en una planta.
De acuerdo con este método, es posible preparar facilmente una planta capaz de producir frutos con un alto contenido
de azucar sin realizar tratamientos para lograr un alto contenido de azucar tales como la sobrecarga.

La planta que tiene un contenido de azucar mejorado en el fruto de acuerdo con la presente invencion es
preferentemente homocigética para el gen de ciclina F-box mutante que confiere un contenido de azicar mejorado al
fruto.

También es posible introducir la mutaciéon descrita anteriormente en una planta de la descendencia cruzando una
planta mutante que tenga el gen de ciclina F-box mutante que confiere un contenido de aziucar mejorado al fruto en el
genoma, con un individuo vegetal diferente. Preferentemente, las plantas de descendencia obtenidas se examinan en
busca de la presencia o ausencia del gen de ciclina F-box mutante que confiere un contenido de azucar mejorado al
fruto y se seleccionan individuos vegetales que tienen el gen de ciclina F-box mutante.

Se puede examinar si el gen de ciclina F-box mutante confiere un contenido de azucar mejorado en el fruto
introduciendo la mutacién en el gen de ciclina F-box mutante en el gen de ciclina F-box endégeno en una planta,
midiendo el contenido de azucar de los frutos polinizados (preferentemente frutos maduros) de la planta mutante
resultante y comparando el contenido de azucar con el contenido de azucar de los frutos polinizados (preferentemente
frutos maduros) de la planta de tipo natural medido de la misma manera. Si el contenido de azicar aumenta (aumento
estadisticamente significativo) en comparacion con la planta de tipo natural, se puede determinar que el gen de ciclina
F-box mutante que tiene la mutacion confiere un contenido de aztcar mejorado al fruto. Asimismo, se puede determinar
si una planta que tiene el gen de ciclina F-box mutante tiene un contenido de azicar mejorado en el fruto midiendo el
contenido de azucar en los frutos polinizados (preferentemente frutos maduros) de la planta y comparando el contenido
de azucar con el contenido de azucar de los frutos polinizados (preferentemente frutos maduros) de la planta de tipo
natural medido de la misma manera, confirmando asi si hay o no un aumento en el contenido de azucar. El contenido
de azucar de los frutos se puede medir mediante métodos convencionales. Sin embargo, en la presente invencion, se
puede utilizar el valor Brix (%) del zumo de los frutos como indicador del contenido de azucar. El valor Brix se puede
medir con un medidor de contenido de azucar (p. €j., medidor de contenido de azucar portatil BX-1; Kyoto Electronics
Manufacturing Co., Ltd., Japdn; o refractémetro portatil N-20E, ATAGO, Japon).

La expresién "tipo natural" en relacién con una mutacion que confiere un contenido de azticar mejorado al fruto significa
que el gen de ciclina F-box no tiene una mutacién que confiere un contenido de azucar mejorado al fruto. La planta
que tiene un gen de ciclina F-box mutante que confiere un contenido de aztcar mejorado al fruto puede ser o no
partenocarpica mientras tiene un contenido de azucar mejorado en el fruto. La definicion de "planta que tiene un
contenido de azucar mejorado en el fruto" es como se ha descrito anteriormente.

Una planta que tiene un contenido de azucar mejorado en el fruto obtenido mediante la introduccion de una mutacion
que altera la funcién del gen que confiere un contenido de azicar mejorado al fruto, tal como una mutacién nucleotidica
que provoca una sustitucion no conservativa del aminoacido prolina en la posicion 398, serina en la posicién 37 o
glicina en la posicién 301 definida basandose en la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 de la
proteina ciclina F-box, en el gen de ciclina F-box en una planta; y una planta de la descendencia que mantiene la
mutacion se incluyen en el alcance de la planta que tiene un contenido de aziicar mejorado en el fruto de acuerdo con
la presente divulgacion.

La planta de acuerdo con la presente invencion, que tiene una mutacion que confiere un contenido de azdcar mejorado
al fruto en el gen de la ciclina F-box, también puede tener una variedad de cambios en la morfologia o caracteristicas
de crecimiento, en comparacién con la planta de tipo natural. Por ejemplo, la planta de acuerdo con la presente
invencion puede tener cambios en las hojas o los frutos. Por ejemplo, a diferencia de las hojas de las tomateras de
tipo natural comunes que comprenden una pluralidad de foliolos que tienen bordes dentados (incisos), la tomatera de
acuerdo con la presente invencioén, que tiene un gen de ciclina F-box mutante que confiere un contenido de azucar
mejorado al fruto, puede tener preferentemente anomalias en la morfologia de las hojas, tales como bordes de hojas
con dientes mas débiles (reduccién de la profundidad y el nimero de dientes de las hojas) y foliolos fusionados. Se
puede observar una anomalia morfoldgica foliar particularmente fuerte en una tomatera que tiene un gen de ciclina F-
box mutante que comprende una mutacién nucleotidica que provoca una sustitucidon no conservativa del aminoacido
prolina en la posicién 398 o glicina en la posicion 301 de acuerdo con la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEQ ID NO: 2.

La presente divulgacion también se refiere a un método de reproduccién vegetal, que comprende cruzar plantas
mediante una planta que tiene el gen de ciclina F-box mutante que comprende la mutacion que altera la funcion del
gen que confiere un contenido de azucar mejorado al fruto como progenitor reproductor, obtener plantas de la
descendencia y seleccionar una planta de la descendencia que tenga el gen de ciclina F-box mutante introducido en
la misma. La expresioén "cruzar plantas mediante la planta de acuerdo con la presente invencion [...] como progenitor
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mejorado” en el contexto de la planta que tiene un contenido de azicar mejorado en el fruto se refiere al cruce de las
plantas de acuerdo con la presente invencion o al cruce de la planta de acuerdo con la presente invencion con una
planta de la misma especie o una especie estrechamente relacionada con el fin de introducir la mutacién descrita
anteriormente (gen de ciclina F-box mutante que confiere un contenido de azicar mejorado al fruto) en el gen de ciclina
F-box de la planta que tiene un contenido de azicar mejorado en el fruto en una planta de la descendencia. El cruce
puede realizarse una vez o repetidamente. Por ejemplo, la planta de acuerdo con la presente invencién puede cruzarse
con una planta de la misma especie o una especie estrechamente relacionada (progenitor recurrente), a continuacion,
la planta de la descendencia resultante puede cruzarse con el progenitor recurrente (retrocruzamiento), y la planta de
la descendencia resultante adicional puede cruzarse con el progenitor recurrente repetidamente (retrocruzamiento
continuo). Como alternativa, la planta de acuerdo con la presente invencién puede cruzarse con una planta de la
misma especie 0 una especie estrechamente relacionada, y luego la planta de la descendencia resultante puede
cruzarse con una planta diferente de la misma especie o una especie estrechamente relacionada. Las plantas de la
descendencia de la planta de acuerdo con la presente invencion pueden autocruzarse repetidamente para fijar la
mutacion descrita anteriormente y un contenido de azticar mejorado en el fruto resultante de la mutacion en el genoma
de la planta.

Una planta de la descendencia que tiene el gen de ciclina F-box mutante introducido que confiere un contenido de
azucar mejorado al fruto (es decir, una planta de la descendencia que tiene la mutacion descrita anteriormente en el
gen de ciclina F-box) puede seleccionarse mediante la deteccién del gen de ciclina F-box mutante en plantas de la
descendencia. La deteccion del gen de ciclina F-box mutante es como se ha descrito anteriormente para la deteccién
del gen de ciclina F-box mutante que confiere partenocarpia. La presencia o ausencia de la mutacion descrita
anteriormente en la planta de la descendencia también se puede determinar en funcidn de los resultados de la escisiéon
de la enzima de restriccion realizando una amplificacion del acido nucleico mediante un conjunto de cebadores que
esta disefiado de manera que un fragmento de amplificacién del gen de ciclina F-box mutante que confiere un
contenido de azucar mejorado al fruto se escinde exclusivamente con una enzima de restriccion particular, mientras
que un fragmento de amplificacion del gen de ciclina F-box de tipo natural no se escinde con la enzima de restriccion.
y escindiendo los productos de amplificacion con la enzima de restriccion. Un ejemplo de dicho conjunto de cebadores
es un conjunto de cebadores que comprende un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en la
SEQ ID NO: 15 (cebador directo) y un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID
NO: 16 (cebador inverso). En caso de que este conjunto de cebadores se utilice para amplificar el ADN derivado de
tomateras (ADN genomico), un producto de amplificacién de un gen de ciclina F-box que tiene una sustitucion de
guanina (G) en la posicion 901 definida basandose en la secuencia de nucledtidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 por
adenina (A), tal como un gen de ciclina F-box mutante que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID
NO: 21, se escinde exclusivamente con la enzima de restriccion BsaXl, mientras que un producto de amplificacion del
gen de ciclina F-box de tipo natural no se escinde con la enzima de restriccion BsaXI. Por lo tanto, en ese caso, el gen
de ciclina F-box mutante descrito anteriormente en una tomatera de descendencia se puede detectar basandose en,
p. €j., los resultados del tratamiento con la enzima de restriccion BsaXI del producto de amplificacion obtenido con el
conjunto de cebadores anterior, seguido de electroforesis. Otro ejemplo del conjunto de cebadores es un conjunto de
cebadores que comprende un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 17
(cebador directo) y un cebador que comprende la secuencia de nucleédtidos expuesta en la SEQ ID NO: 18 (cebador
inverso). En caso de que este conjunto de cebadores se utilice para amplificar el ADN derivado de tomateras (ADN
gendmico), un producto de amplificaciéon de un gen de ciclina F-box que tiene una sustitucién de citosina (C) en la
posicion 110 definida basandose en la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 por timina (T), tal como
un gen de ciclina F-box mutante que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 19, se escinde
exclusivamente con la enzima de restriccion Xspl, mientras que un producto de amplificacién del gen de ciclina F-box
de tipo natural no se escinde con la enzima de restriccion Xspl. Por lo tanto, en ese caso, el gen de ciclina F-box
mutante descrito anteriormente en una tomatera de descendencia se puede detectar basandose en, p. €j., los
resultados del tratamiento con la enzima de restriccion Xspl del producto de amplificacion obtenido con el conjunto de
cebadores anterior, seguido de electroforesis. Por consiguiente, los conjuntos de cebadores anteriores son Utiles para
la seleccion y discriminacion de tomateras que tienen el gen de ciclina F-box mutante introducido. La presente
divulgacion también proporciona los cebadores y conjuntos de cebadores descritos anteriormente. Los cebadores de
acuerdo con la presente descripcion se pueden preparar mediante un método de sintesis quimica bien conocido por
los expertos en la materia. Por ejemplo, los cebadores se pueden sintetizar mediante un sintetizador de ADN
automatizado disponible en el mercado de acuerdo con los procedimientos utilizados comunmente. Por ejemplo, los
cebadores de acuerdo con la presente divulgacion pueden comprender una sustancia de marcaje (p. €j., una molécula
fluorescente, una molécula de colorante, un isétopo radiactivo o un compuesto organico tal como la digoxigenina o la
biotina) para facilitar la detecciéon o amplificaciéon de los cebadores y/o una secuencia adicional (p. ej., una parte del
cebador en bucle utilizada en el método LAMP) en sus extremos 5' o0 3'. Los cebadores de acuerdo con la presente
divulgacion pueden fosforilarse 0 aminarse en sus extremos 5'. Los cebadores de acuerdo con la presente divulgacion
pueden ser ADN o ARN. En el caso del ARN, "T (timina)" en una secuencia de ADN se leera como "U (uracilo)" para
especificar su secuencia de nucleétidos. La presente divulgacion también proporciona un kit que incluye el conjunto
de cebadores de acuerdo con la presente divulgacion. El kit puede incluir ademas al menos uno seleccionado de entre
polimerasas, enzimas de restriccion (p. ej., BsaXl o Xspl), una instruccion y similares. Este kit se prefiere para producir
una planta que tenga un contenido de azicar mejorado en el fruto. El kit también se prefiere para la reproduccién de
tomateras.
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Como alternativa, la deteccién del gen de ciclina F-box mutante que confiere un contenido de azucar mejorado al fruto
puede llevarse a cabo mediante un método para determinar la presencia o ausencia de una mutacion, que comprende
hibridar un producto de amplificacion de una region introducida por mutacién en el gen de ciclina F-box mutante con
un producto de amplificacion de la misma regién, pero que no tiene mutacion introducida en el gen de ciclina F-box de
tipo natural para formar un heteroduplex y detectar un sitio de emparejamiento incorrecto, que se produce como
resultado de la introduccion de una mutacion, de una manera especifica (p. ej., deteccién basada en la escision
especifica del sitio de emparejamiento incorrecto con una nucleasa o similar). El método de F-PHFA basado en la
combinaciéon de hibridaciéon competitiva y transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET,
Fluorescence Resonance Energy Transfer), también se puede usar un método que implica la hibridaciéon con una
sonda que se une especificamente a una regidon que tiene la mutacién descrita anteriormente o se basa en la
combinacion de tal hibridacion y PCR en tiempo real, y similares. Se puede llevar a cabo una variedad de métodos de
deteccién de mutaciones descritas anteriormente mediante productos disponibles en el mercado tales como
secuenciador, sistema PCR, diferentes kits de deteccién de mutaciones, y similares.

También se puede seleccionar una planta de la descendencia que tenga introducido el gen de ciclina F-box mutante
que confiere un contenido de azucar mejorado al fruto basandose en cambios en la morfologia o caracteristicas de
crecimiento de la planta de la descendencia provocados por la introduccién del gen de ciclina F-box mutante. Por
ejemplo, en relacion con la planta de acuerdo con la presente invencion, también es posible seleccionar una planta de
la descendencia basandose en una anomalia morfolégica foliar. Dichos cambios pueden usarse solos como un
indicador para la seleccion, pero preferentemente se utilizan como indicador junto con la deteccidn del gen de ciclina
F-box mutante.

Es posible cultivar una planta que tenga un contenido de azicar mejorado en el fruto introduciendo el gen de ciclina
F-box mutante que confiere un contenido de azucar mejorado al fruto de una planta de la descendencia como se ha
descrito anteriormente.

La definicion y explicacion del término "planta” en el contexto de la planta que tiene un contenido de azucar mejorado
en el fruto es como se ha descrito anteriormente para la planta partenocarpica.

El gen de ciclina F-box participa, p. €j., en la formacién de frutos y hojas. En particular, una sustitucién no conservativa
de aminoacido (p. €j., una sustituciéon entre un aminoacido hidréfobo y un aminoacido hidrdéfilo) en el gen de ciclina F-
box del genoma de la planta puede producir un contenido de azicar mejorado en el fruto al modificar la funcién de la
proteina ciclina F-box. Por tanto, la presente divulgacion proporciona un método para el cribado de una planta que
tiene un contenido de azucar mejorado en el fruto, que comprende introducir una mutacion nucleotidica que provoca
una sustitucion no conservativa de aminoacido en el gen de ciclina F-box de una planta y seleccionar una planta que
tenga un contenido de azucar mejorado en el fruto en comparacion con la planta de tipo natural. Una mutacion
nucleotidica que provoca una sustitucién no conservativa de aminoacido puede introducirse en cualquier sitio del gen
endogeno (genémico) de la ciclina F-box de una planta. La introduccién de una mutacion nucleotidica que provoca
una sustitucion de aminoacido no conservativa se puede realizar como se ha descrito anteriormente. Se cultiva una
planta que tiene la mutacion introducida, se obtienen frutos de la misma y se mide el contenido de azucar en el fruto.
Una planta que tiene la mutacién introducida preferentemente porta homocigotamente la mutacion (gen de ciclina F-
box mutante). El contenido de azucar en el fruto se puede medir para frutos polinizados (frutos con semillas) o frutos
partenocarpicos. La medicion del contenido de azucar en el fruto y la comparacién con el contenido de azucar en el
fruto de la planta de tipo natural se pueden realizar como se ha descrito anteriormente. Si el contenido de azucar se
ha aumentado (aumento estadisticamente significativo) en comparacion con el contenido de azucar de los frutos
polinizados (preferentemente frutos maduros) de la planta de tipo natural medido de la misma manera, se puede
determinar que la planta que tiene una mutacién nucleotidica que provoca la sustituciéon no conservativa de aminoacido
o el gen de ciclina F-box mutante que comprende tal mutacion confiere un contenido de azucar mejorado al fruto.
Basandose en la determinacion, es posible seleccionar una planta que tenga un contenido de azucar mejorado en el
fruto. El presente método también comprende preferentemente verificar la introduccion de una mutacioén nucleotidica
que provoca una sustitucién de aminoacido no conservativa en el gen de ciclina F-box. Por ejemplo, la introduccién
de una mutacién nucleotidica que provoca una sustitucién no conservativa de aminoacido en el gen de ciclina F-box
puede confirmarse mediante la secuenciacion del gen de ciclina F-box de una planta en la que se ha introducido la
mutacion, y luego el contenido de azucar en el fruto para una planta con la mutacion introducida confirmada. El cultivo,
la recoleccién de los frutos y la medicion del contenido de azucar en el fruto de la manera descrita anteriormente solo
para individuos vegetales que se ha confirmado que tienen el gen de ciclina F-box mutante, puede dar lugar a procesos
de prueba mas eficientes. De acuerdo con el método de cribado de la presente divulgacion, pueden obtenerse
eficientemente plantas que tengan un contenido de azucar mejorado en el fruto debido a cualquiera de varias
mutaciones no conservativas de aminoacidos en el gen de ciclina F-box.

Ejemplos
La presente invencion se describira especificamente en los siguientes ejemplos.

[Ejemplo 1] Produccion de cepas mutantes de tomate y seleccidon de cepas partenocarpicas de tomate
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Se llevd a cabo el tratamiento con EMS (tratamiento de mutagénesis con EMS) dejando que 3000 semillas de la
variedad de tomate de tipo natural Micro-Tom (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom) absorbieran agua estéril a
temperatura ambiente durante 4 horas y, a continuacién, se sumergieron las semillas en 100 ml de solucién de
metanosulfonato de etilo (EMS) al 1,0 % con agitacion durante 16 horas. Se extrajeron las semillas de la solucién de
EMS y se lavaron con 100 ml de agua estéril durante 4 horas con agitacion. Este proceso de lavado se repitié 3 veces.
A continuacion, las semillas se dejaron germinar en papel de filtro humedecido con agua estéril y se cultivaron en un
invernadero de cristal. Se formaron semillas M2 por autopolinizaciéon a partir de cada cepa (generacion M1) y se
recogieron. Se sembraron diez semillas M2 por cepa y se cultivaron en macetas conectadas que contenian tierra de
cultivo en un invernadero de cristal. Por tanto, se obtuvo una poblaciéon micro mutagenizada con EMS de plantas de
tomate. Entre las cepas M2 se seleccionaron individuos (cepas) que mostraban altas tasas de fructificacion y se
recogieron semillas de cada una de las cepas seleccionadas.

Las semillas recogidas se sembraron en papel de filtro humedecido con agua estéril, y las semillas germinadas se
asentaron en lana de roca (minibloque; tamafio: 50 cm x 50 cm x 50 cm, Grodan) para cultivo. El cultivo se llevé a
cabo en una fabrica de plantas a 25 °C con una duracion del dia de 16 horas (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad
por dia). El riego se realizé haciendo circular una solucion nutritiva preparada a partir de los fertilizantes de nutricultura
OAT House 1y OAT House 2 (OAT Agrio Co., Ltd.) a una conductividad eléctrica (CE) de aproximadamente 1,5 ms/cm
una vez al dia durante el cultivo.

Los individuos vegetales cultivados de cada cepa se examinaron mediante la prueba de partenocarpia para determinar
la tasa de partenocarpia. En la prueba partenocarpica, se realizé un tratamiento de emasculacién antes de la floracion
y, a continuacién, se examind el numero de fructificaciones (es decir, el numero de frutos). La tasa partenocarpica (%)
se calculd como la proporcidn del nimero de fructificaciones con respecto al nimero de flores emasculadas dentro de
la misma cepa.

Como resultado, una cepa mostré una alta tasa partenocarpica del 67 %. Esta cepa, la cepa E8986, se selecciond
como una cepa mutante partenocarpica y se us6 para analisis posteriores. Especificamente, se examinaron las
caracteristicas de crecimiento, las caracteristicas del fruto y la naturaleza hereditaria de esta cepa mutante
partenocarpica y se realizé el mapeo de los genes causales en los siguientes ejemplos.

[Ejemplo 2] Caracteristicas de crecimiento de la cepa mutante de tomate partenocarpico

Se utilizaron semillas de la cepa mutante de tomate partenocarpico (cepa E8986) seleccionada en el Ejemplo 1y de
la variedad de tomate de tipo natural Micro-Tom (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom) (22 y 24 semiillas,
respectivamente) para comparar las cepas en términos de caracteristicas de crecimiento. La diferencia significativa
entre los datos obtenidos de los grupos de tratamiento se probd con la prueba HSD de Tukey-kramer.

Se dejé que las semillas absorbieran agua estéril durante 3 dias. Tras la absorcion de agua durante 3 dias, las semillas
se depositaron en lana de roca (minibloque; tamafio: 50 cm x 50 cm x 50 cm, Grodan) y se cultivaron en una fabrica
de plantas a 25 °C con una duracion del dia de 16 horas hasta 8 semanas una vez asentada la plantacion. El riego se
realizé haciendo circular una solucién nutritiva (formulacion Otsuka House A) preparada a partir de fertilizantes de
nutricultura OAT House 1 y OAT House 2 a una conductividad eléctrica (CE) de aproximadamente 1,5 ms/cm una vez
al dia durante el cultivo.

Tras el asentamiento de la plantacion, la longitud del tallo principal se examiné cada 2 semanas durante 8 semanas.
El valor SPAD de la hoja (es decir, el valor del indice del contenido de clorofila) también se examiné 8 semanas
después del asentamiento de la plantacion. El valor SPAD se midié con un medidor de clorofila (SPAD-502 Plus,
Konica Minolta, Inc.) 8 semanas después el asentamiento de la plantacion. El valor SPAD se determind para las hojas
primera a tercera en el apice del tallo principal, y se calcul6 la media del mismo. Asimismo, se observd la morfologia
foliar. Las figuras 1 a 3 muestran los resultados.

Se encontré que la cepa mutante partenocarpica tenia una morfologia foliar caracteristica. La cepa de tipo natural
tenia hojas dentadas, mientras que la cepa mutante presentaba hojas con bordes menos dentados y la morfologia de
las mismas mostré fusién de foliolos (figura 1).

En comparacion con la cepa de tipo natural, el crecimiento de la cepa mutante ya comenzé a disminuir en términos de
la longitud del tallo principal 2 semanas después del asentamiento de la plantacion, y la longitud media del tallo
principal fue de 6,6 cm para la cepa de tipo natural y de 5,6 cm para la cepa mutante 8 semanas después del
asentamiento de la plantacion (figura 2). Se demostré que la longitud del tallo principal de la cepa mutante tuvo una
reduccion estadisticamente significativa en comparacién con la de la cepa de tipo natural en cada semana examinada
(figura 2). Como la cepa mutante tiene una longitud de tallo principal mas corta, seria mas conveniente para un trabajo
de formacion de tallos. Ademas, el valor SPAD (medio) de la hoja de la cepa mutante mostré6 un aumento
estadisticamente significativo en comparacion con el de la cepa de tipo natural, indicando que el color de la hoja de la
cepa mutante era oscuro (figura 3).

[Ejemplo 3] Caracteristicas del fruto de la cepa mutante de tomate partenocarpico
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Se cultivaron individuos vegetales de la cepa mutante de tomate partenocarpico (mutante) seleccionada en el Ejemplo
1y la variedad de tomate de tipo natural Micro-Tom (tipo natural) (13 y 10 individuos, respectivamente) para comparar
las cepas en términos de caracteristicas del fruto. La diferencia significativa entre los datos obtenidos de los grupos
de tratamiento se probé con la prueba HSD de Tukey-kramer.

Las cepas de tipo natural y mutantes se sometieron a un tratamiento de polinizacion después de la floracién o a un
tratamiento de emasculacion antes de la floracion. El tratamiento de polinizacién se realizé haciendo vibrar las flores
mediante un vibrador (polinizacién por vibracién). El nimero de frutos se restringié a dos por racimo floral y se eliminé
el exceso de frutos. Los frutos con pericarpio completamente rojo (es decir, frutos rojos maduros) se recolectaron y se
examinaron inmediatamente para determinar las caracteristicas del fruto. Para el examen de las caracteristicas del
fruto, se determinaron la tasa de fructificacion/tasa partenocarpica, el espesor de la pulpa del fruto, el valor Brix (indice
de contenido de azucar) y el numero de semillas. La tasa de fructificacion en el caso del tratamiento de polinizaciéon
se calculé como la proporcion (%) de la suma del numero de frutos con semillas y el niumero de frutos sin semillas
(frutos partenocarpicos) con respecto al numero de flores abiertas. La tasa partenocarpica en este caso se calculd
como la proporcion (%) del numero de frutos sin semillas (frutos partenocarpicos) con respecto al nimero de flores
polinizadas. La tasa de fructificacion en el caso del tratamiento de emasculaciéon, que corresponde a la tasa
partenocarpica, se calculé como la proporcién (%) del numero de fructificaciones con respecto al nimero de flores
emasculadas. Se midi6 el valor Brix para el zumo de los frutos recogidos utilizando un medidor de contenido de aztcar
(medidor de contenido de azucar portatil, BX-1, KEM). En cuanto al espesor de la pulpa del fruto, el valor Brix y el
numero de semillas, se calcul6 el valor medio de todos los frutos rojos maduros recolectados de cada individuo, y
luego se calcul6 adicionalmente el valor medio de los individuos para cada grupo.

En el grupo de tratamiento con cepas de tipo natural y el grupo de tratamiento con cepas mutantes, la tasa media de
fructificacion fue del 91,7 % para la cepa de tipo natural sometida al tratamiento de polinizacion y del 0 % para la cepa
de tipo natural sometida al tratamiento de emasculacién, mientras que la tasa media de fructificacion fue del 84 % para
la cepa mutante sometida al tratamiento de polinizacion (frutos con semillas: 81 %; y frutos partenocarpicos: 3 %) y
64 % para la cepa mutante sometida a tratamiento de emasculacién. Estos resultados mostraron que la tasa
partenocérpica de la cepa mutante supera aproximadamente el 60 %.

El numero de dias necesarios desde el tratamiento de polinizacion o el tratamiento de emasculacién hasta la formacion
de frutos rojos maduros fue de 50 + 1,2 dias, 46 + 1,0 dias y 33 £ 0,5 dias (media % error tipico) para la cepa de tipo
natural sometida a tratamiento de polinizacién, la cepa mutante sometida a tratamiento de polinizacion y la cepa
mutante sometida a tratamiento de emasculacion, respectivamente. Se demostré que los frutos formados en la cepa
mutante sometida al tratamiento de emasculacion (frutos partenocarpicos) se convierten en frutos rojos maduros con
un numero estadisticamente significativo menor de dias, en comparacion con la cepa de tipo natural y la cepa mutante
sometida al tratamiento de polinizacion.

También hubo una diferencia en el espesor de la pulpa del fruto. Se demostré que el espesor de la pulpa de los frutos
de la cepa mutante sometida al tratamiento de polinizacion y el de los frutos de la cepa mutante sometida al tratamiento
de emasculacion tuvo un aumento estadisticamente significativo en comparacion con el de los frutos de la cepa de
tipo natural sometida al tratamiento de polinizacion (figura 4 ).

La media del valor Brix como indice de contenido de azucar fue del 5,3 % para los frutos de la cepa tipo natural
sometida a tratamiento de polinizacion (frutos con semillas/frutos polinizados) y del 6,7 % para frutos de la cepa
mutante sometida al tratamiento de polinizacion, mientras que la misma aumenté significativamente hasta el 10,3 %
para los frutos de la cepa mutante sometida al tratamiento de emasculacion (frutos partenocarpicos) (figura 5). Hubo
diferencia significativa a p <0,001 segun la prueba Tukey-kramer HSD entre los valores Brix de los frutos
partenocarpicos de la cepa mutante y los frutos de las cepas tipo natural y mutante sometidas a tratamiento de
polinizacion (frutos con semillas/frutos polinizados). Ademas, también hubo una diferencia significativa en p < 0,001
por la prueba Tukey-kramer HSD entre los valores Brix de los frutos de la cepa de tipo natural sometida a tratamiento
de polinizacién y los frutos de la cepa mutante sometida a tratamiento de polinizacién. Como se ha descrito
anteriormente, tanto los frutos con semillas obtenidos mediante el tratamiento de polinizacién como los frutos sin
semillas obtenidos mediante el tratamiento de emasculacion (frutos partenocarpicos) de la cepa mutante tenian un
contenido de azucar mas alto que los de la cepa de tipo natural, lo que indica que la cepa mutante produce frutos con
alto contenido de azucar (figura 5).

Los resultados anteriores revelaron que la cepa mutante de tomate partenocarpica (mutante) obtenida en el Ejemplo
1 es una tomatera mutante que tiene un contenido de azucar mejorado en el fruto, asi como partenocarpia.

Ademas, la cepa de tipo natural sometida al tratamiento de polinizaciéon formé un promedio de 40 semillas por fruto, y
la cepa mutante sometida al tratamiento de polinizacion formé un promedio de 24 semillas por fruto (figura 6). El
numero de semillas recolectadas de las cepas mutantes es mayor que la mitad del de la cepa de tipo natural, lo que
indica que la cepa mutante no tiene problema en la productividad de semillas requerida para la reproduccion.

[Ejemplo 4] Identificacion del gen causal que induce la partenocarpia y mejora el contenido de azucar en la cepa

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2952724 T3

mutante
(1) Analisis de la naturaleza hereditaria en la cepa mutante del tomate partenocarpico (mutante)

Se cruzd la cepa mutante de tomate partenocarpico (cepa E8986; mutante) seleccionada en el Ejemplo 1 con la
variedad de tomate de tipo natural Micro-Tom (tipo natural), y se recogieron las semillas F+1 asi formadas. Las semillas
F1 se sembraron y cultivaron. Después de la floracion, se llevé a cabo la autopolinizacion y se recogieron las semillas
F2 asi formadas. Las semillas F2 se sembraron y cultivaron. Especificamente, las semillas, tras 3 dias de absorcién de
agua, se sembraron en macetas conectadas, cada una de ellas con tierra de cultivo, y se cultivaron en un invernadero
de cristal. Después de la floracién, se potenci6 la fructificaciéon mediante polinizacién por vibracion realizada con un
vibrador. Se recolectaron semillas de los frutos obtenidos.

Las semillas F1 y F2 obtenidas se examinaron para determinar la proporcién de segregacion entre el fenotipo de tipo
natural y el fenotipo mutante basandose en las diferencias en la morfologia foliar de las plantas de tomate cultivadas
a partir de las semillas respectivas (fusion de foliolos en el caso de las hojas mutantes).

Como resultado, la proporcion de segregacion entre el fenotipo de tipo natural y el fenotipo mutante fue de 6:0 en la
poblacion F1, y de 77:30 en la poblacion F2. Se realizd la prueba de x? y los resultados mostraron que es muy probable
que la tasa de segregacion en la poblacion F2 coincida con una tasa de segregacion esperada de 3:1 (bajo la hipotesis
nula de que la tasa de segregacion sea 3:1, el valor de x? es 0,53 con un valor de p de 0,47), lo que indica que el gen
causal (mutacion causal) que confiere el fenotipo mutante es recesivo simple.

[Ejemplo 5] Mapeo aproximado del gen causal

Se realizd un mapeo aproximado del gen causal en el genoma del tomate basandose en los resultados del Ejemplo 4.
En primer lugar, se cruzoé la cepa mutante de tomate partenocarpico (mutante) seleccionada en el Ejemplo 1 con
Solanum pimpinellifolium, que es una especie estrechamente relacionada con el tomate. Se recogieron las semillas F+
asi formadas. Las semillas F1 se sembraron y cultivaron. Después de la floracion, se llevé a cabo la autopolinizacién
y se recogieron las semillas F2 asi formadas. Las semillas F2 se sembraron y cultivaron. Especificamente, las semillas,
tras 3 dias de absorcion de agua, se sembraron en macetas conectadas, cada una de ellas con tierra de cultivo, y se
cultivaron en un invernadero de cristal. De la poblacion F2 obtenida, se seleccionaron 22 individuos que presentaban
el fenotipo mutante (hojas con foliolos fusionados).

Se recolectaron tres foliolos de cada uno de los 22 individuos seleccionados para la extraccion de ADN. Los foliolos
recolectados se congelaron usando nitrégeno liquido y los foliolos se trituraron usando un micromortero. EI ADN se
extrajo de los foliolos triturados utilizando el kit de purificacién de ADN tisular Maxwell® 16 (Promega) y un instrumento
automatizado de purificacion de ADN (Maxwell® 16 Instrument, Promega). EI ADN extraido se utilizé para el andlisis
de polimorfismos basado en el Proyecto Agricola Coordinado de Solanaceae (SolCAP). Basandose en los resultados
del analisis SolCAP, se calculd la frecuencia génica del gen causal derivado del mutante y se delimité el locus
cromosomico en el que se encontraba el gen causal. Habia una regién con una alta frecuencia génica de 0,87 a 0,93
para el gen causal derivado del mutante en una regién de aproximadamente 77,4 Mb (77351578 pb) a 79,8 Mb
(79847862 pb) (aproximadamente 4,3 Mb) en el cromosoma 1 del tomate. Por lo tanto, se consideré que el gen causal
estaba posicionado en esa region.

[Ejemplo 6] Identificacion del gen causal basado en el analisis del genoma
(1) Identificacion de mutaciones mediante el analisis del genoma

Como se describe en el Ejemplo 4, se cruzé la cepa mutante de tomate partenocarpico (mutante) seleccionada en el
Ejemplo 1 con la variedad de tomate de tipo natural Micro-Tom (tipo natural), las semillas F1 obtenidas se cultivaron y
autopolinizaron, y las semillas F2 asi obtenidas se sembraron y cultivaron. Se seleccionaron 29 individuos que
mostraban el fenotipo mutante (hojas con foliolos fusionados). Se recogieron tres foliolos de cada uno de estos 29
individuos. La extraccion de ADN de los foliolos se realizd de la misma manera que en el Ejemplo 5. Después de la
extraccion del ADN, se afiadié una décima parte (1/10) de volumen de acetato de sodio 3 M y 2,5 veces de volumen
de etanol al 99,5 %, y una centésima parte (1/100) de volumen de Ethachinmate (Nippon Gene Co., Ltd., Japdn) para
la precipitacion con etanol. Después de la precipitacion con etanol, se lavo el ADN afiadiendo etanol al 70 % y se
prepar6 una solucion de ADN con agua estéril. Después de la precipitacion con etanol, se mezclaron cantidades
iguales de ADN de los respectivos individuos para formar ADN en masa y se realizd un analisis de secuencia de
proxima generacion con un secuenciador lllumina HiSeq 2000. La secuencia de nucledtidos obtenida se alineé con la
secuencia de referencia de tipo natural, identificando asi mutaciones.

Como resultado, el numero de mutaciones generadas en la regién de aproximadamente 77,4 Mb (77351578 pb) a
79,8 Mb (79847862 pb) del cromosoma 1 fue de 186. Entre las mutaciones, se encontré una mutacién en las regiones
traducidas (185 mutaciones en las regiones no traducidas) y se descubrié que el locus genético en el que estaba
presente la Unica mutacion codificaba la proteina ciclina F-box, que es una proteina de la familia F-box (Figura 7). La
mutacion en el gen de ciclina F-box fue una mutacién sin sentido, en la que el codon CCA esta mutado a CAA
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(sustitucion nucleotidica de citosina con adenina) para cambiar un aminoacido de prolina a glutamina (figura 7). Dado
que la prolina es un aminoacido hidréfobo, mientras que la glutamina es un aminoacido hidréfilo, se considera que la
mutacién del aminoacido provoca un cambio en la conformacién de la proteina ciclina F-box. Los resultados anteriores
sugirieron que esta mutacion en el gen de ciclina F-box produjo un fenotipo mutante (p. ej., hojas con foliolos
fusionados, partenocarpia y alto contenido de azucar).

La secuencia de nucleétidos (secuencia CDS) que codifica la proteina ciclina F-box del tomate mutante obtenido
mediante el analisis de secuencias descrito anteriormente se expone en la SEQ ID NO: 3, y la secuencia de
aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos se expone en la SEQ ID NO: 4. Ademas, la secuencia de
nucleétidos (secuencia CDS) que codifica la proteina ciclina F-box de la variedad de tomate de tipo natural Micro-Tom
se expone en la SEQ ID NO: 1, y la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos se expone
en la SEQ ID NO: 2. El sitio de mutacién descrito anteriormente (C->A) en el gen de ciclina F-box del tomate
corresponde al nucledtido en la posicion 1193 de la SEQ ID NO: 1 y 3. Ademas, el sitio de mutacién corresponde al
aminoacido en la posicion 398 en las secuencias de aminoacidos expuestas en la SEQ ID NO: 2 y 4.

(2) Genotipado usando marcadores dCAPS

Como se describe en el Ejemplo 4, se cruzé la cepa mutante de tomate partenocarpico (mutante) seleccionada en el
Ejemplo 1 con la variedad de tomate de tipo natural Micro-Tom (tipo natural), las semillas F1 obtenidas se cultivaron y
autopolinizaron, y las semillas F2 asi obtenidas se sembraron y cultivaron. Se obtuvieron 128 individuos F2 (poblacion
F2). Se distinguieron fenotipos de tipo natural y mutantes para 128 individuos en funcién de las diferencias en la
morfologia foliar. Como resultado, 104 individuos mostraron el fenotipo de tipo natural (sin fusiéon de foliolos) y 24
individuos mostraron el fenotipo mutante (con fusion de foliolos). Se recogieron tres foliolos de cada uno de los 128
individuos F2. La extraccion de ADN de los foliolos se realizé de la misma manera que en el Ejemplo 5.

Seguidamente, se realizé una PCR mediante el ADN extraido como molde y los cebadores dCAPS, amplificando asi
una regién que incluye el sitio de mutacion en el gen de ciclina F-box. La composicion de una solucion de reaccion de
PCR contenia 12,5 pl de 2x Go Taq® GreenMaster Mix (Promega), 2,5 ul de cada uno de los cebadores 10 uM, 6,5 pl
de agua estéril y 1 ul de ADN molde (25 pl en total). Los cebadores dCAPS se disefiaron de manera que un producto
de PCR para la cepa de tipo natural se digiriera exclusivamente con la enzima de restriccion Ncol mientras que un
producto de PCR para la cepa mutante no se digirié con la misma. Las secuencias de nucleétidos de los cebadores
dCAPS (marcadores dCAPS) utilizados fueron los siguientes: cebador directo: 5'-CCCGCATGCCACACAAGTATTT-
3' (SEQ ID NO: 5) y cebador inverso: 5-ATCACATATCAGGGAGACATCTCAAGCCAT-3' (SEQ ID NO: 6). Las
condiciones de la reaccion de PCR fueron desnaturalizacion térmica a 95 °C durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos
a 95 °C durante 30 segundos, 56 °C durante 1 minuto y 72 °C durante 2 minutos; y, a continuacion, a 72 °C durante
7 minutos. Después de la PCR, se afiadieron 0,5 pl de la enzima de restriccion Ncol a 10 pl del producto de la PCR, y
se dejo reposar la mezcla a 37 °C durante 16 horas para la digestion del ADN. La muestra de ADN digerida se incubé
a 70 °C durante 15 min, inactivando asi la enzima de restriccion. Después de ello, se sometié la muestra de ADN a
electroforesis utilizando gel de agarosa al 1,5 %. Como control, se analizé de la misma manera el ADN extraido de
foliolos de la variedad de tomate de tipo natural Micro-Tom.

La figura 8 muestra los resultados. Se observaron bandas del fragmento de acido nucleico (241 pb) amplificado con
los cebadores directo e inverso y el fragmento escindido con Ncol del mismo (210 pb). Aunque 104 individuos de F2,
que presentaban el fenotipo de tipo natural, tenian bandas que indicaban un homocigoto o heterocigoto dominante (38
individuos homocigotos dominantes y 66 individuos heterocigotos dominantes), los 24 individuos de F2, que
presentaban el fenotipo mutante, tenian una banda que indicaba un homocigoto recesivo (figura 8, Tabla 1). También
se demostré que la proporcion de segregacion para 128 individuos de F2 de acuerdo con los resultados es muy
probable que coincida con una proporcion de segregacion esperada de 1:2:1 (Tabla 1). Dado que el fenotipo coincide
completamente con el genotipo, se indicd que es muy probable que el gen de ciclina F-box sea el gen causal. Esto
apoyo que la mutacion inductora de partenocarpia descrita anteriormente en el gen de ciclina F-box provocé el fenotipo
caracteristico en la cepa mutante. Ademas, se demostré que los marcadores dCAPS usados anteriormente también
pueden usarse como marcadores de enlace del gen causal.

Tabla 1
Fenotipo de la poblacién F2 Proporcion de segregacion Valor  Valor de
. esperada (W/W: W/m: m/m) de x? p

Progenitores Tipo natural Mutante
para el
cruzamiento Genotipo Genotipo

W/W  W/m m/m W/W W/m m/m
Tipo natural 55 gq 0 0 0 24 1:2:1 319 0,20

X mutante

W/W, Homocigoto dominante; W/m, heterocigoto; m/m, heterocigoto recesivo.
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[Ejemplo 7] Analisis de la secuencia del gen ciclina F-box de variedades comerciales

Se analiz6 la secuencia de nucledtidos del gen de ciclina F-box para la cepa mutante partenocéarpica de tomate
seleccionada en el Ejemplo 1 (cepa E8986; mutante) (en lo sucesivo también denominado Micro-Tom mutante); la
variedad de tomate de tipo natural Micro-Tom (en adelante también denominada Micro-Tom de tipo natural); y 9
variedades comerciales de tomate: "Aichi First", "House Momotaro", "Zuiko 102", "Reiyou", "Reika", "Ailsa Craig",
"Money maker", "M82" y "Levanzo".

Las semillas después de la absorcién del agua durante 3 dias se sembraron en macetas conectadas (Shinwa Co.,
Ltd.), cada una de las cuales contenia suelo de cultivo (Jiffy Mix, Sakata Seed Corporation) como recipientes de cultivo
y se cultivaron en un invernadero de cristal. Se recogieron tres foliolos de cada estirpe o variedad, se congelaron con
nitrégeno liquido y se trituraron con un micromortero. Después de triturar, se extrajo el ADN de los mismos utilizando
el kit de purificacion de ADN tisular Maxwell® 16 (Promega) y un instrumento automatizado de purificacion de ADN
(Maxwell® 16 Instrument, Promega). Después de la extraccién del ADN, una region que incluia el sitio de mutacién
en el gen de ciclina F-box se amplificé mediante PCR. La composicion de una solucion de reaccion de PCR contenia
1 ul de molde de ADN, 5 pl de tampén KOD-Plus Neo, 5 ul de dNTP 25 mM, 3 ul de MgSO4 2 mM, 1,5 pl de cada uno
de los cebadores 10 uM, 32 pl de agua estéril y 1,0 yl de KOD Plus Neo (50 pl en total). Las secuencias de nucleétidos
de los cebadores utilizados para la PCR fueron las siguientes: cebador directo: 5'-GGAAACCAGACCGTCCTGAC-3'
(SEQ ID NO: 7); y cebador inverso: 5-TGCATTGAGAGGAGCTAGGG-3' (SEQ ID NO: 8). Las condiciones de la
reaccion de PCR fueron desnaturalizacion térmica a 94 °C durante 2 minutos, seguida de 45 ciclos a 98 °C durante
10 segundos, 57 °C durante 30 segundos y 68 °C durante 1 minuto. Después de ello, la solucién de reacciéon de PCR
se sometid a electroforesis con gel de agarosa al 1,5 % y se corté el ADN de aproximadamente 400 pb y se recogid
del gel de agarosa. Se uso6 un kit de extraccion de gel/PCR FastGene (Nippon Genetics Co., Ltd.) para recoger

el ADN del gel de agarosa. Después de la recoleccion del ADN, se realizd la secuenciaciéon. La solucién de
secuenciacion se preparé mezclando 100 ng de ADN molde, 3,75 pl de tampdn de secuenciacion, 1 pl de cebador
3,2 pmol y 0,5 pl de Big Dye, y se llend hasta 20 pl con agua esterilizada. El cebador utilizado fue el cebador directo
descrito anteriormente de la SEQ ID NO: 7. Después de la reaccion, el ADN se purific6 mediante un kit de purificacion
BigDye XTerminator® (Applied Biosystems) y analisis de secuencias realizado mediante un analizador genético
Applied Biosystems® 3500xL.

Como resultado, una comparacién de la secuencia analizada del Micro-Tom de tipo natural y la del MicroTom mutante
confirmé que CCA en la secuencia de nucleétidos del Micro-Tom de tipo natural estaba mutado a CAA en la secuencia
de nucleétidos del Micro-Tom mutante, como en el ejemplo 6. Ademas, se encontr6 que la secuencia analizada de
cada una de las variedades comerciales era idéntica a la secuencia analizada del Micro-Tom de tipo natural. En otras
palabras, la secuencia de nucleétidos de un sitio correspondiente a la mutacion fue CAA en todas las variedades
comerciales. La figura 9 resume los resultados. La secuencia analizada del Micro-Tom de tipo natural y las variedades
comerciales se expone en la SEQ ID NO: 9, y la secuencia analizada del Micro-Tom mutante se expone en la SEQ ID
NO: 10.

Los resultados anteriores confirmaron que la mutacion partenocarpica descrita anteriormente que se encuentra en el
gen de ciclina F-box del Micro-Tom mutante es una mutacién inducida por el tratamiento con EMS. Dado que la
secuencia analizada de las variedades comerciales era un 100 % idéntica a la secuencia analizada del Micro-Tom de
tipo natural, se demostr6 ademas que la mutacién inductora de partenocarpia descrita anteriormente puede
introducirse en otras variedades de tomate.

[Ejemplo 8] Obtencion del mutante del gen de ciclina F-box

Se sembraron semillas M2 de aproximadamente 9000 cepas mutagenizadas con EMS de tomate producidas de la
misma manera que en el Ejemplo 1 a razén de 10 semillas cada una en suelo de cultivo y se cultivaron. EI ADN se
extrajo colectivamente de un grupo de individuos vegetales cultivados por cada cepa mediante métodos
convencionales. EI ADN extraido (ADN M2) se dividi6 en una placa de 96 pocillos y se almacené a -20 °C.
Seguidamente, se combinaron ADN M2 de 8 cepas cada uno y se dividieron en una nueva placa de 96 pocillos para
preparar grupos de ADN. Los grupos de ADN preparados de aproximadamente 9000 cepas se usaron para la seleccion
de mutantes mediante la seleccion de lesiones locales inducidas en los genomas (TILLING, Targeting Induced Local
Lesions IN Genomes). La seleccion de mutantes por TILLING se realizé basicamente de acuerdo con el método
descrito en Okabe et al. (2011) Plant and Cell Physiology 52: 1994-2005, seleccionando asi una cepa que tiene una
mutacion en el gen de ciclina F-box (Solyc01g095370). Especificamente, la PCR se realizé utilizando cebadores
directos e inversos especificos del gen de ciclina F-box, que se marcaron en 5' con diferentes colorantes fluorescentes,
y ADN de los grupos de ADN descritos anteriormente como molde, para amplificar una regién diana en el gen de
ciclina F-box. La Tabla 2 indica los cebadores directos e inversos especificos del gen de ciclina F-box usados en el
presente documento.

Tabla 2
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Nombre del cebador | Secuencia (5'-3') Observaciones

extremo 5', marcador
fluorescente Dy-681
extremo 5', marcador
fluorescente Dy-781
extremo 5', marcador
fluorescente Dy-681
extremo 5', marcador
fluorescente Dy-781

F-box-TILL 1-2-Fw ccacagccttagggttggag (SEQ ID NO: 11)

F-box-TII,L1-2-Rev acggtctggtttcccaatce (SEQ ID NO: 12)

F-box-TILL2-2-Fw gcattggctatctgtgcaaaca (SEQ ID NO: 13)

F-box-TILL2-2-Rev agacaacttgtccctgtcttgg (SEQ ID NO: 14)

A continuacion, el producto de PCR obtenido se calenté y enfrié para potenciar la formacion de un heteroduplex.
Seguidamente, los acidos nucleicos calentados y enfriados se trataron con una nucleasa SIENDO1 recombinante para
escindir un sitio de emparejamiento incorrecto de nucledtidos en el heteroduplex formado. La nucleasa SIENDO1
recombinante se extrajo y se purificd de un tomate transgénico que sobreexpresaba SIENDO1, en el que el vector
binario pGWB8 (Nakagawa et al. (2007) J. Biosci. Bioeng., 104: 34-41) contenia el gen de la nucleasa SIENDO1
clonado (nimero de acceso AB667996). Los acidos nucleicos tratados con la nucleasa SIENDO1 recombinante se
sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). Si se observé un fragmento de escision, se considerd
que habia una mutacion. Por tanto, se seleccionaron las cepas indicadas para tener la mutacién. Como cribado
secundario, se realizdé TILLING para cada cepa en el conjunto de ADN, incluidas las cepas indicadas para tener la
mutacion para seleccionar una cepa mutada. La mutacion se identific6 mediante analisis de secuencia.

Se sembraron semillas M3 de las cepas seleccionadas a razén de 20 semillas cada una en suelo de cultivo y se
cultivaron. Entre los individuos vegetales cultivados, los individuos que tenian la mutacién de forma homocigota se
seleccionaron mediante genotipado usando TILLING. Especificamente, el ADN se extrajo de cada uno de los
individuos vegetales mediante métodos convencionales. A continuacion, se prepararon y sometieron a genotipificacion
dos tipos de muestras de acido nucleico molde, en concreto, un molde de PCR utilizado para la deteccion de
heterocigotos que comprende ADN del individuo vegetal solo, y un molde de PCR utilizado para la detecciéon de
homocigotos/heterocigotos en el que el ADN del individuo vegetal se combinaba con el ADN de tipo natural. Se
amplificé una region diana del gen de ciclina F-box por PCR de la manera mencionada anteriormente, y el producto
de PCR obtenido se calentd y enfrié para potenciar la formacion de un heteroduplex. El producto resultante se escindié
en el sitio de emparejamiento incorrecto de nucleétidos del heteroduplex con la nucleasa SIENDO1 recombinante y
luego se sometié a electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) y se observd la presencia o ausencia de un
fragmento de escisién. En caso de encontrarse un fragmento de escisién solo en el caso de usarse el molde de PCR
anterior en el que el ADN del individuo vegetal se combina con el ADN de tipo natural y no encontrarse un fragmento
de escision en el caso de usarse el molde de PCR anterior que comprende ADN del individuo vegetal solo, se
determind que el genotipo de la cepa de prueba era homocigoto. Se determiné la secuencia de nucleétidos de la region
amplificada del gen de ciclina F-box en la cepa mutante que se determind que era homocigoética y se comparé con la
secuencia de nucledtidos de la region correspondiente en el gen de ciclina F-box (SEQ ID NO: 1) de la cepa de tipo
natural, identificando asi una mutacién genética. Los cebadores dCAPS se disefiaron teniendo en cuenta la mutacion
genética identificada, de modo que dieran lugar a productos de amplificacién que se caracterizaban porque un producto
de PCR obtenido en la cepa de tipo natural se digeria con una enzima de restriccion particular que reconocia el sitio
de mutacién, mientras que un producto de PCR obtenido en una cepa mutante no se digeria con la misma enzima de
restriccion. El gen de ciclina F-box de la cepa mutante se amplificé usando los cebadores dCAPS y se escindi6 con
una enzima de restriccion que reconocia el sitio de la mutacion, para confirmar la mutacion genética y el genotipo. Se
indujo la fructificacion en individuos vegetales (M3) que se confirmd que eran mutantes homocigéticos de la misma
manera que en el Ejemplo 3 y se determinaron los valores Brix (contenido de azucar) de los frutos resultantes (frutos
rojos maduros) utilizando un refractémetro portatil N-20E (ATAGO). Se recogieron semillas (semillas M4) de los
individuos mutantes homocigoticos.

Como resultado, se aislaron dos cepas, cada una de las cuales tenia una mutacién sin sentido en el gen de ciclina F-
box y mostraba un alto contenido de azucar en la generacion M3. Estas cepas mutantes, W283 y W3583, tenian una
sustitucion de nucledtidos en la secuencia de nucledtidos del gen de ciclina F-box, lo que provoca una sustitucion no
conservativa de aminoacido. Especificamente, la cepa W283 tenia una mutaciéon que provoca una sustitucion de
glicina en la posicién 301 de la proteina ciclina F-box (SEQ ID NO: 2) por arginina (una sustitucion de guanina en la
posicion 901 de la secuencia de nucleédtidos de la SEQ ID NO: 1 por adenina). La cepa W3583 tenia una mutacion
que provoca una sustitucion de serina en la posicion 37 de la proteina ciclina F-box (SEQ ID NO: 2) por leucina (una
sustitucion de citosina en la posicion 110 de la secuencia de nucleodtidos de la SEQ ID NO: 1 por timina).

Los cebadores dCAPS utilizados para la confirmacién de las mutaciones genéticas y los genotipos de las cepas W283
y W3583 fueron los descritos a continuacion.
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Tabla 3
Nombre del Secuencia (5'-3") Enzima que reconoce el
cebador sitio de mutacién
W283-dCAPS-Fw | ttctggaacaatgaagtggttg (SEQ ID NO: 15) SsaXl|
W283-dCAPS- ccttaattatgtcaggacggtctggtttcacaatcc (SEQ ID NO: 16)
BsaXI-Rev
W3583-dCAPS- ttcattttcagagcttaatgatgaagaaaatagagaggcttccc (SEQ ID NO: 17) | Xspl
Xspl-Fw
W3583-dCAPS-Rev | tgaatgcaagggaggtcaatact (SEQ ID NO: 18)

Se midieron los valores Brix (contenido de azucar) para frutos polinizados (frutos rojos maduros) de las cepas W283
y W3583, y se compararon con los valores Brix medidos de la misma manera para frutos polinizados (frutos rojos
maduros) del tipo natural y frutos polinizados (frutos rojos maduros) de la cepa E8986 obtenida en el Ejemplo 1. La
Tabla 4 y la figura 10 muestran los resultados de la comparacién. La Tabla 4 y la figura 10 también muestran el peso
medio por fruto de frutos polinizados obtenidos para cada cepa.

Tabla 4
Tipo natural
(TN) E8986 W283 W3583
Valor Brix* 57+01 7,0£0,1 9,1+0,3 | 85%£0,3
Peso del fruto 45402 | 45+03 | 37+03 | 32+0,1
(g/fruto)

* Media % Error tipico (ET)

Las cepas W283 y W3583 tenian un contenido de azicar mas alto que el de la cepa de tipo natural y su alto contenido
de azucar también era mayor que el contenido de azucar de la cepa E8986. La cepa E8986 también tenia un contenido
de azucar mas alto que el de la cepa de tipo natural. Los resultados mostraron que una sustitucion no conservativa en
la proteina ciclina F-box es capaz de aumentar (mejorar) el contenido de azucar en el fruto.

Adicionalmente, la cepa W283 tenia una morfologia foliar particularmente caracteristica y presentaba una anomalia
morfoldgica foliar mas fuerte que la anomalia de la cepa E8986 (figura 11). Por el contrario, la cepa W3583 presentaba
una anomalia morfolégica foliar en un nivel relativamente débil y no tenia partenocarpia (tasa partenocarpica del 0 %).

Las secuencias de nucledtidos de los genes de ciclina F-box mutantes de las cepas W3583 y W283 se exponen en la
SEQ ID NO: 19 y 21, respectivamente, y las secuencias de aminoacidos de las proteinas ciclina F-box mutantes
codificadas por las secuencias se exponen en la SEQ ID NO: 20 y 22, respectivamente.

Aplicabilidad industrial

La planta (p. ej., tomate) de acuerdo con la presente invencion se puede utilizar para producir frutos con alto contenido
de azucar de manera facil y estable sin necesidad de métodos de cultivo e instalaciones especiales para lograr un alto
contenido de azucar en los frutos. La planta de acuerdo con la presente invencidon también se puede utilizar como
material de reproduccion para producir una planta partenocarpica o una planta productora de frutos con alto contenido
de azucar. Es posible prevenir la reduccidn de los rendimientos de los frutos o el deterioro de la calidad en el cultivo
durante el verano y el invierno con el uso de la planta partenocarpica de acuerdo con la presente invencion, lo que
permite producir frutos de alta calidad durante todo el afio.

Texto independiente del listado de secuencias

SEQ ID NO: 1: Secuencia CDS que codifica la proteina ciclina F-box de tipo natural

SEQ ID NO: 2: Secuencia de aminoacidos de la proteina ciclina F-box de tipo natural

SEQ ID NO: 3: Secuencia CDS que codifica la proteina ciclina F-box mutante (de E8986)
SEQ ID NO: 4: Secuencia de aminoacidos de la proteina ciclina F-box mutante (de E8986)
SEQ ID NO: 5 a 8: Cebadores

SEQ ID NO: 9: Secuencia analizada del Micro-Tom de tipo natural

SEQ ID NO: 10: Secuencia analizada del Micro-Tom mutante (E8986)

SEQ ID NO: 11 a 18: Cebadores

SEQ ID NO: 19: Secuencia CDS que codifica la proteina ciclina F-box mutante (de W3583)
SEQ ID NO: 20: Secuencia de aminoacidos de la proteina ciclina F-box mutante (de W3583)
SEQ ID NO: 21: Secuencia CDS de codificacion de la proteina ciclina F-box mutante (de W283)
SEQ ID NO: 22: Secuencia de aminoacidos de la proteina ciclina F-box mutante (de W283)
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REIVINDICACIONES

1. Una tomatera partenocarpica que tiene un gen de ciclina F-box mutante que confiere partenocarpia al tomate y
codifica una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia del 95 % o mayor con la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 y que comprende una sustitucion de prolina en la posicion 398 definida basandose
en la secuencia de aminoacidos de la proteina ciclina F-box de la SEQ ID NO: 2 por glutamina.

2. La tomatera de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la tomatera tiene un contenido mejorado de azucar en el
fruto, que tiene un aumento estadisticamente significativo en comparacion con una planta de tipo natural de la misma
variedad o cepa que tiene el gen de ciclina F-box de tipo natural.

3. La tomatera de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde el gen de ciclina F-box mutante codifica la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

4. La tomatera de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la tomatera es una semilla
o un fruto.

5. Un método para producir una tomatera partenocarpica, que comprende introducir mediante mutagénesis especifica
de sitio o mutagénesis aleatoria una mutacién nucleotidica en un gen de ciclina F-box de una tomatera para generar
un gen de ciclina F-box mutante que confiera partenocarpia al tomate y codifique una secuencia de aminoacidos que
tenga una identidad de secuencia del 95 % o mayor con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 y que
comprenda una sustitucion de prolina de la posicion 398 definida basandose en la secuencia de aminoacidos de la
proteina ciclina F-box de la SEQ ID NO: 2 por glutamina.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la mutacion nucleotidica se introduce mediante mutagénesis
especifica de sitio.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la tomatera tiene un contenido mejorado de azucar en el
fruto, que tiene un aumento estadisticamente significativo en comparacién con una planta de tipo natural de la misma
variedad o cepa que tiene el gen de ciclina F-box de tipo natural.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, en donde el gen de ciclina F-box mutante codifica la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

9. Un gen de ciclina F-box mutante aislado, que confiere partenocarpia al tomate y codifica una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia del 95 % o mayor con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 2 y comprende una sustitucién de prolina de la posicion 398 definida basandose en la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 2 por glutamina.

10. El gen de ciclina F-box mutante aislado de la reivindicacion 9, que codifica la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 4.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 5
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——

Tratamiento de Tratamiento de
polinizacién polinizacién

Tipo natural Mutante

29




ES2952724 T3

d S W d T S| (o] | A 9) A 9
(€ 00D IDI DIV 9VD IID 9OV| VYD |O¥D DILIL 29I DJIL 19D ,S | Suelni
d S W ! T S| d | A 0) A )
,€ 00D LOI 9IV 9¥9 1ID 99¥|voD|[ovo D1l 091 DIl 199 ¢ |Ieimeuodiy

£ epP dln

G epdln

qoqm,qn_.......:........ DIV X0Q-4 BUl|212 ap U39
G 8'6L v AN ¥'LL

06 08 0L 09 0¢ v 0¢ 0¢ 01 0

QIN O] = | BLIOSOWOI)

. B4

30



ES2952724 T3

Fig. 8
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Fig. 10
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Fig. 11
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