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DESCRIPCION
Variante alélica del gen Cyc-B para la constitucion de variantes de tomate resistentes a orobanca

La presente invencion se refiere a una variante alélica del gen Cyc-B, inducida artificialmente, para la constitucién de
variedades de tomate resistentes a la orobanca y a las variedades de tomate asi obtenidas.

Las orobancas son malezas, que carecen de clorofila y de un sistema de raices, que toman nutrientes y agua a expensas
de la planta huésped que estan parasitando. Pertenecen a la familia de las Orobanchacecae y mas de 100 especies se
incluyen en el género Orobanche, entre las que se encuentra la orobanca ramificada que prefiere las plantas solanaceas
y es la especie mas extendida en el territorio italiano.

La presencia de orobanca ramificada se ha incrementado significativamente en los ultimos afos y su creciente difusion
en zonas dedicadas al cultivo de tomate industrial ha producido dafos considerables tanto desde el punto de vista
cuantitativo como cualitativo [1].

Las plantas de tomate parasitadas muestran inicialmente un crecimiento mas o menos atrofiado seguido de una
disminucion cualicuantitativa de la produccion, debido a una reduccion en la capacidad de aprovechamiento de nutrientes
y absorcion de agua. La produccion decreciente es extremadamente variable ya que depende de la duracion de la
parasitacion: si se produce desde las primeras fases de crecimiento del tomate, obviamente es mayor, llegando hasta
cerca del 40 % y en algunos casos incluso hasta el 75 % respecto a la produccién obtenible sin infestacion [2].

La nocividad de esta planta se debe principalmente a su capacidad de infestar rapidamente el terreno, reproduciéndose
exponencialmente mediante la produccion de cantidades altisimas de semillas (hasta 500.000 por planta) [3] que tiene
pequefias dimensiones (alrededor de 0.2-0.3 mm), cuya vitalidad en la tierra puede durar hasta doce afios [4]. Debido a
sus dimensiones, las semillas son dispersadas con mucha facilidad por el viento, el agua, los animales y la actividad
humana mediante herramientas y maquinas agricolas y, especialmente, mediante la recoleccién mecanica de tomates
que se realiza cortando las plantas a ras de suelo donde también hay tallos de orobanca ([5]-[7]). Las capsulas maduras
liberan semillas, algunas de las cuales permanecen latentes mientras que otras, si son estimuladas por los exudados de
las raices de las plantas hospedantes, son capaces de germinar inmediatamente y crear nuevas plantas que emergen
del suelo formando capullos florales (brotes).

Existe un gran interés en solucionar el problema de la orobanca debido al dafio que provoca el parasito a nivel econdmico
en el ambito agricola, la industria de transformacion y en consecuencia también para el consumidor.

Se han utilizado numerosos enfoques para el control de la infeccion, consistentes en el uso de herbicidas, solarizacion,
desinfeccion del suelo, rotaciones con trampas para plantas, labranza, fertilizantes nitrogenados, abonos, agentes de
biocontrol y metabolitos secundarios administrados directamente al suelo o en compostas activadas ([6], [8]) pero ninguno
de estos ha demostrado ser completamente efectivo.

Las investigaciones realizadas in situ sobre métodos de control aplicados individualmente han arrojado resultados sélo
parciales o totalmente insatisfactorios, debido a la variabilidad de las condiciones climaticas de los diferentes ambientes
([9], [11]). El uso integrado de los métodos anteriores puede limitar el dafio [12] con el objetivo de reducir progresivamente
el "banco de semillas" del parasito en el suelo a un nivel de umbral minimo [13].

Un enfoque alternativo y/o complementario al utilizado actualmente para el control de la infeccién por orobanca en tomate
es la mejora genética o la seleccién y uso de nuevos genotipos de tomate capaces de oponerse el ataque del parasito.

El B-caroteno no solo es un precursor de las $-xantofilas, sino que también es un sustrato de sintesis de la estrigolactona,
hormona que ejerce diversas funciones en el ciclo de vida de la planta [14].

La estrigolactona se produce principalmente en las raices y, de hecho, se puede encontrar tanto en los exudados como
en los extractos de tejido de raices de especies vegetales pertenecientes a monocotiledéneas y dicotileddneas ([15]-[18]).

A nivel de raices, la estrigolactona actia como sefial para el desarrollo de micorrizas [19] y como estimulante para la
germinacion de la orobanca, un conocido parasito de numerosas especies vegetales [20], entre las que se encuentran
los tomates.

La implicacion de la estrigolactona en la susceptibilidad de las plantas de tomate a las infecciones por orobanca se
confirma mediante diversos estudios en los que se demuestra que las lineas de tomate con bajo contenido en
estrigolactona estan menos sujetas a infecciones por orobanca.

Como ya se menciond, la estrigolactona deriva del 3-caroteno y especificamente su sustrato de sintesis es el isémero 9-
cis-B-caroteno.

En tomate, la sintesis de B-caroteno esta catalizada por dos enzimas: licopeno beta ciclasa, Lcy-b, codificada por el gen
CrtL-b [21], que se expresa y activa en las hojas, flores y frutos y licopeno beta ciclasa, Cyc-B, codificado por el gen Cyc-
B, especifico de cromoplastos, altamente expresado en los pétalos y también presente, en niveles bajos, en el fruto [22].
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La solicitud de patente internacional W02006/098626 describe un método para la producciéon de plantas, también
tomates, resistentes a la infeccion por parte de orobanca mediante el silenciamiento o supresion de los genes
pertenecientes a la ruta de los carotenoides, citando entre otros la fitoenosintasa, fitoenodesaturasa, carotenodesaturasa,
isomerasa caroteno, licopeno ciclasa, p-caroteno hidroxilasa, zeaxantina epoxidasa, neoxantina sintasa, carotenoide
dioxigenasa, 9-cis-epdxido carotenoide dioxigenasa, citocromo P450 hidroxilasa, epoxidasa, deshidrogenasa y
desmetilasa.

En el trabajo de Kohlen W. et al., 2012 [23], en el que se modifica mediante la estrategia antisentido el nivel de expresion
del gen CCD8 que codifica una enzima implicada en la sintesis de estrigolactona, se especifica que las lineas transgénicas
de tomate con bajos niveles del transcrito CCD8 producen bajas cantidades de estrigolactona y tienen un 90 % de
reduccion de la infeccidn por parte de la orobanca con respecto a sus contrapartes (plantas control) en las que no se ha
modificado la expresién del gen CCD8.

El trabajo de Vogel T. J. et al., 2010 describe plantas de tomate obtenidas mediante el enfoque antisentido contra el gen
diana CCD7, que son definitivamente mas resistentes a la infeccion por parte de la orobanca, pero que paralelamente
tienen caracteristicas no deseadas para la reproduccion.

En ambos casos, de hecho, un aumento de las ramificaciones de las plantas de tomate generadas con la estrategia
antisentido se asocia con una reduccion de la estrigolactona provocada por la desactivacion de los dos genes CCD7 y
CCD8 pertenecientes a la familia CCD (dioxigenasa de ruptura de carotenoides). Ademas, en el trabajo de Kohlen W. et
al., 2012, ademas de un aumento de las ramificaciones, se indica que la desactivacion del gen CCD8 también tiene
consecuencias importantes sobre el sistema reproductivo, sobre el tamafio de las flores, de la cantidad de semillas, y por
lo tanto de la fertilidad de las plantas antisentido asi obtenidas.

El tomate mutante S1-ORT1, generado por mutagénesis fisica e identificado por su resistencia a las infestaciones de
orobanca [24] tras el analisis bioquimico de los extractos de raiz, ha probado que produce pequefias cantidades de las
dos estrigolactonas presentes en los tomates, solanacol y didehidroorobancol, con respecto a su estricto control M82 [25].
Ademas de la caracteristica "positiva" de resistencia a las infestaciones por parte de la orobanca, el mutante de tomate
S1-ORT1, a nivel vegetativo, mostrd, por otro lado, un aumento de las ramificaciones laterales con respecto al control.
Esto confirma el papel de la estrigolactona en la regulacién de la arquitectura de la planta y que ésta funciona a nivel
vegetativo como supresor de la ramificacion lateral. Sin embargo, aun se desconoce el gen responsable de la
caracteristica de resistencia al parasito orobanca en S1-ORT1.

Se han desarrollado nuevas tecnologias en apoyo de las tecnologias tradicionales en la ultima década, con el fin de
aumentar la eficiencia del proceso de seleccion de caracteristicas de interés.

TILLING (Targeting Induced Local Lesions In Genomes (lesiones locales dirigidas inducidas en genomas)) es una de
estas nuevas tecnologias de mejoramiento genético.

ElI TILLING es un método que combina la mutagénesis quimica, ya muy utilizada en el pasado en la mejora genética de
diversos cultivos, y conocimientos y técnicas bioldgicas avanzadas para aislar nuevas variantes alélicas (mutaciones) y
por lo tanto nuevos genotipos que se pueden insertar, bastante rapidamente, en programas de constitucién varietal [26].

Desde un punto de vista tecnologico, TILLING es una plataforma que desarrolla una coleccion de genotipos que pueden
analizarse rapidamente para seleccionar caracteristicas de interés, mediante analisis de ADN de alta eficiencia.

Usando esta tecnologia, los autores de la presente invencion ahora han inducido y aislado artificialmente una variante
alélica del gen que codifica la enzima licopeno beta-ciclasa (Cyc-B) responsable de la conversion de licopeno a 3-caroteno
en la ruta de los carotenoides capaz de conferir a las plantas de tomate, el fenotipo de resistencia al parasito orobanca,
dejando inalterada la morfologia y funcionalidad del sistema reproductivo de la planta. En particular, el mutante de tomate
asi obtenido no presenta un aumento de ramificaciones laterales respecto al control, superando efectos no deseados
sobre el desarrollo de la planta de los mutantes hasta ahora conocidos (SI-ORT1; CCD8, CCD7). Ademas, no se ha
observado ninguna consecuencia negativa sobre el sistema reproductivo de la planta en cuanto a una reduccion de las
dimensiones de las flores, ni de las dimensiones y numero de semillas por fruto de tomate. Estos efectos son
evidentemente completamente inesperados considerando que la inactivacién de otros genes de la ruta de los
carotenoides conduce a un aumento en las ramificaciones e influye en el sistema reproductivo y por lo tanto en la eficiencia
del proceso de reproduccion.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién se refiere al uso de la variante alélica del gen que codifica la enzima
licopeno beta-ciclasa (Cyc-B) (numero de acceso de GenBank AF 254793) caracterizada por la presencia de la mutacion
con cambio de sentido en posicion A949G, inducida mediante mutagénesis para seleccionar una planta de tomate mutada
con un fenotipo de resistencia a infecciones por orobanca, en particular orobanca ramificada, donde dicha variante alélica
consiste en la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 5).

La variante alélica se caracteriza por la presencia de una mutacion puntual en la posicion 949 de la secuencia que codifica
el gen Cyc-B (A949G) que, a nivel de proteina, provoca un cambio de aminoacido en la posicién 317, mas especificamente
el aminoacido basico Arginina (R) se sustituye por el aminoacido hidrofilico Glicina (G), (R317G).
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A partir de un analisis comparativo con secuencias depositadas en bancos de datos, se demuestra que la variante alélica
A949G del gen Cyc-B prueba no estar presente en la variabilidad natural de las plantas de tomate.

Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de tipo salvaje del cromoplasto de licopeno ciclasa especifico (Cyc-B)
de Solanum lycopersicum (SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO 7) tienen una identidad de secuencia en un nucleétido y un nivel
de aminoacido igual a solo 58 % y 52 % con respecto a las correspondientes secuencias de tipo salvaje de la licopeno
ciclasa (Lcy-b) de Solanum lycopersicum (niumero de acceso GenBank X86452.1, SEQ ID NO: 8 y UniProtKB/Swiss-Prot:
Q43503, SEQ ID NO: 9). La Figura 1 ilustra la comparacion entre las secuencias a nivel de nucleétidos y aminoacidos y
los porcentajes relativos de identidad.

A este respecto, cabe sefalar que la licopeno ciclasa Cyc-B de Solanum lycopersicum (SEQ ID NO: 7) tiene un porcentaje
de identidad mucho mayor a nivel de aminoacidos (alrededor del 85 %) con la enzima capsantina/capsorubina sintasa
(CCS) de pimientos (UniProtKB-Q42435, SEQ ID NO: 10), que, aunque es una enzima de la ruta de los carotenoides, no
es una licopeno ciclasa (ver la comparacion ilustrada en la Figura 2).

A nivel fenotipico, la mutacién A949G del gen Cyc-B, presente en la linea mutante de tomate cyc-b7, provoca un aumento
de licopeno en detrimento del B-caroteno [30].

En base a la hipétesis de que la reduccién en la produccion de B-caroteno en el tomate mutante cyc-b7 puede provocar
una reduccion de la estrigolactona y, en consecuencia, las plantas pueden tener una menor susceptibilidad a la infeccion
por parte de la orobanca, la variante alélica de Cyc-B que tiene la mutacion con cambio de sentido A949G, inducida
artificialmente mediante mutagénesis, se evalud durante dos afios consecutivos en campos abiertos para determinar su
susceptibilidad al ataque del parasito de la orobanca. En ambos ensayos, realizados en 2013 y 2014 en la zona de Foggia,
donde el problema de la orobanca se siente fuertemente, éste mostré una buena resistencia al ataque de la orobanca
ramificada. En términos productivos, la linea mutante cyc-b7 produjo un 10 % mas de frutos con respecto a la linea de
control (ver Ejemplo 2). Finalmente, la invencion se refiere a un método de cribado para identificar una planta de tomate
resistente a la orobanca, comprendiendo dicho método el analisis de una muestra de ADN de una planta de tomate de
interés para detectar la presencia de al menos una mutacién con cambio de sentido en la posicion A949G del gen Cyc- B
que consiste en SEQ ID NO: 5.

A continuacion se describira la presente invencion, con fines ilustrativos, pero no limitativos, segun algunas realizaciones
preferidas con especial referencia a las figuras adjuntas, en las que:

Las Figuras 1Ay 1B muestran una comparacion a nivel de nucledtidos y aminoacidos entre las secuencias de tipo salvaje
de licopeno ciclasa Cyc-B (SEQ ID NO: 6-7) y Lyc-b (SEQ ID NO: 8-9) de Solanum lycopersicum;

- La Figura 2 muestra una comparacién a nivel de aminoacidos entre las secuencias de tipo salvaje de
capsantina/capsorubina sintasa (CCS) de pimientos (SEQ ID NO: 10) de Solanum lycopersicum;

- La Figura 3 muestra la estructura del gen Cyc-B producido con el uso del programa PARSESNP
(http://www.proweb.org/parsesnp/). Se indica la posicién de los fragmentos de PCR utilizados para el analisis molecular
junto con su respectiva longitud. Los dos pares de cebadores especificos estan representados por triangulos: los
cebadores externos indicados con F1 'y R1 y los cebadores internos indicados con F2 y R2;

- La Figura 4 muestra la secuencia de nucledtidos de la variante alélica A949G del gen Cyc-B. La mutacion puntual
inducida artificialmente a través de mutagénesis quimica se indica en gris y en negrita. Los codones de inicio (ATG) y los
codones de transduccion STOP (TGA) se indican en la secuencia en negrita;

- La Figura 5 muestra las fotografias de las plantas mutantes cyc-b7 y plantas de control Red Setter en la prueba de
campo de 2014. Los brotes secos de orobanca que son mucho mas abundantes en el lote de la planta de control Red
Setter, se pueden ver en las fotografias;

- La Figura 6 muestra la diferencia en el numero de brotes observados entre el lote que alberga las plantas mutantes cyc-
b7 y el de la linea de control Red Setter. Las fotografias fueron tomadas después de la remocién de las plantas.

Ejemplo 1: Aislamiento de la nueva variante alélica A949G del gen Cyc-B
Materiales y métodos
Plataforma TILLING de destilacion de tomate Red Setter

Se utilizo la plataforma TILLING de la planta de tomate de Alsia-Centro Ricerche Metapontum Agrobios para el aislamiento
de la nueva variante alélica del gen Cyc-B [27]. Esta plataforma se basa en una poblacién mutante de tomate generada
en el antecedente genético de cv Red Setter, una variedad de tomate industrial. La plataforma comprende 5221 muestras
de ADN preparadas a partir de igual numero de familias M3 de la coleccion de mutantes Red Setter.

Proyeccion y seleccion de los cebadores
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La secuencia completa del gen Cyc-B (GenBank access no. AF 254793) de 1666 pb de longitud, compuesta por 169 pb
de 3'UTR y 1497 pb de ORF (Open Reading Frame (Marco Abierto de Lectura)) que codifica un polipéptido de 498
aminoacidos (Figura 3), se recupero en los bancos de datos del NCBI (Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica;
http://www.ncb.nIm.nih.gov/). El gen Cyc-B es un gen de una sola copia y no tiene intrones.

Se disefiaron dos pares de oligonucledtidos especificos de genes utilizados en la PCR anidada para el cribado TILLING
en funcién de la secuencia: un par de oligonucleétidos externos que producen una amplificacion de 1467 pb y un par de
oligonucledtidos internos marcados en 5' con los fluoréforos IRDye 700 (cebador sentido) e IRDye 800 (cebador
antisentido) que amplifican un fragmento de 1371 pb.

Los dos pares de cebadores se disefiaron usando el algoritmo Primer3, disponible en linea en el sitio
http://www.frodo.wi.mit.edu/primer3/ [28].

La Tabla 1 indica las secuencias de los cebadores, las temperaturas de hibridacién de los pares de cebadores y las
dimensiones de los amplicones usados en el cribado TILLING del gen Cyc-B.

Tabla 1
Cebador Secuencia T°C Longitud amplificada
PCR1
F1 5 GCTCTTCTCAAGCCTTTTCC 3’ (SEQ ID NO: 1) 58°C 1467 bp
R1 5" GCCAAT CAGT CT AACCAAAGG 3’ (SEQ ID NO: 2)
PCR2
F2 5" CCTCTCCTACACCCCATAGGT 3’ (SEQ ID NO: 3) 57°C 1371 bp
R2 5" AGCCATGTCCGAAAAGACAC 3’ (SEQ ID NO: 4)

En la Figura 3 se muestra la porcién del gen Cyc-B seleccionada para la busqueda de mutaciones.
Analisis moleculares

La busqueda de mutaciones Uutiles se realizé6 mediante PCR anidada. Para ello se utilizo el par de cebadores externos,
denominados F1 (cebador sentido) y R1 (cebador antisentido) para efectuar la primera amplificacion (PCR1) y el par de
cebadores internos, denominados F2 (cebador sentido) y R2 (cebador antisentido) seleccionados para amplificar el
producto de PCR1, ambos descritos en la Tabla 1.

La Tabla 1 indica las secuencias de los cebadores, las temperaturas de hibridacion, los pares y las dimensiones de los
amplicones utilizados en el cribado TILLING del gen Cyc-B. Ambos pares de oligonucleétidos se probaron en ADN
genomico de cv Red Setter y en diversas muestras de la plataforma TILLING para definir las condiciones 6ptimas de
amplificacion.

Después de establecer las condiciones experimentales de la PCR anidad y, sobre todo, después de verificar que el
producto obtenido con los dos pares de cebadores que consisten en una sola banda de ADN, se adquirieron los cebadores
internos F2 y R2, respectivamente marcados en el Extremo terminal 5' con IRDye 700 e IRDye 800 que absorben y emiten
fluorescencia en la region del infrarrojo cercano. El marcado de los cebadores internos es necesario para visualizar las
mutaciones con un LI-COR DNA Analyzer 4300 (LI-COR Inc.2006; http://www.licor.com).

Todos los oligonucledtidos fueron suministrados por la empresa Eurofins MWG/Operon (Eberserg, Alemania). Para PCR1,
en un volumen de 25 yl, se utilizaron 4 ng de ADN gendmico como molde para la amplificacion de una mezcla de reaccion
que contenia 10 pmoles de cebador F1y R1, 5 mm de dNTP, Tris-HCI 10 mm (pH 8.8), MgCl, 1.5 mm, KCI 50 mm, Triton
X-100 al 0.1 % y 1 Unidad de ADN polimerasa DyNAzyme (Finnzymes). Luego de un primer ciclo de desnaturalizacion a
94 °C por 3', el producto de amplificacién fue producido con 35 ciclos cada uno comprendiendo un paso de
desnaturalizacion a 94 °C, hibridacion a 58 °C y sintesis a 72 °C por un tiempo igual a 30” para cada etapa, se uso6 1 pl
de PCR1 como molde para la amplificacion en PCR2 en presencia de 5 pmoles de los cebadores marcados F2y R2 y en
las mismas condiciones experimentales que PCR1, excepto que se us6 una temperatura de 57 °C para la hibridacion.

El producto de PCR asi obtenido se sometid a una fase de desnaturalizacién y reasociacion para la formaciéon de
moléculas de ADN hibrido consistentes en un filamento de tipo salvaje y un filamento silenciado en presencia de la
mutacion en la regién analizada. Las mutaciones puntuales se identificaron con el uso de la endonucleasa ENDO | (Serial
Genetics) que reconoce las regiones no coincidentes de las moléculas de ADN heteroduplex. Las condiciones de digestion
son las indicadas por Triques et al., 2007 [29]. Los productos de la digestion se separaron en gel de acrilamida en
condiciones desnaturalizantes utilizando el analizador de fragmentos Li-Cor 4300. Las imagenes TIFF en "escala de
grises" de los canales 700 y 800, asi como la imagen en RGB, que permite la visualizacion contemporanea de los dos
fluorocromos, se analizaron utilizando el software Adobe Photoshop para la busqueda de mutaciones puntuales.
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Analisis de secuencia

La mutacion identificada mediante el cribado de la plataforma TILLING se verificé mediante analisis de secuencia.

La plantilla para la reacciéon de secuencia se preparé mediante PCR anidada utilizando los dos pares de cebadores
adoptados para el cribado molecular de TILLING. En este caso, sin embargo, se utilizaron cebadores no marcados para
la PCR2.

Se usaron alrededor de 15-20 ng de producto de PCR anidada para la reaccién de secuencia efectuada en un volumen
total de 20 yl usando el kit Big Dye Terminator V.3.1 (Applied Biosystem, Forster City, CA, EE. UU.) y el protocolo
proporcionado por el distribuidor del kit. Después de la purificacion en columnas Sephadex G50 Fine, efectuada para
eliminar los nucledtidos y los cebadores no incorporados durante la reaccion, los productos de secuencia se analizaron
con el secuenciador capilar automatico 3130 (Applera) y los cromatogramas se examinaron para detectar la presencia de
mutacion.

Resultados

Los oligonucleétidos seleccionados y especificos para el gen Cyc-B se utilizaron para el cribado molecular de la
plataforma TILLING de tomate desarrollada en los laboratorios de Alsia-Centro Ricerche Metapontum Agrobios.

El andlisis de las 5.221 muestras de ADN organizadas en grupos de 8 permitio identificar 9 mutaciones puntuales en ocho
lineas mutantes de tomate, ya que se encontraron dos sustituciones de nucleétidos en el mismo genotipo (Silletti et al.
2013). La identidad y posicion exacta de las sustituciones de nucleétidos se verific6 mediante analisis de secuencia. De
las nueve mutaciones, tres resultaron ser silenciosas mientras que seis a nivel de proteina causaron un cambio de
aminoacido.

Resultados del analisis de fenotipado y seleccion de genotipos de interés

De las seis mutaciones con cambio de sentido identificadas, tres se sometieron a andlisis de fenotipado para estudiar el
efecto del cambio de aminoécido en el fenotipo.

Entre estos, la variante alélica que, en la posicién 949 de la secuencia que codifica el gen Cyc-B (Figura 4) tiene una
guanina en lugar de adenina (A949G), mostrd un fenotipo modificado con respecto a los controles utilizados en el analisis
de fenotipado [30].

La secuencia de nucledtidos de la variante alélica A949G de Cyc-B es la siguiente:
ATGGAAGCTCTTCTCAAGCCTTTITCCATCTCTTITTACTTITCCTCTCCTACACCCC

ATAGGTCTATTTTCCAACAAAATCCCTCTITITTCTAAGTCCCACCACCAAAAAAAA
ATCAAGAAAATGTCTTICTTAGAAACAAAAGTAGTAAACTTITTIGTAGCTTTCTT
GATTTAGCACCCACATCAAAGCCAGAGTCTTITAGATGTTAACATCTICATGGGTTG
ATCCTAATTCGAATCGGGCTCAATTCGACGTGATCATTATCGGAGCTGGCCCTGC
TGGGCTCAGGCTAGCTGAACAAGTTTCTAAATATGGTATTAAGGTATGTTGTGTT
GACCCTTCACCACTCTCCATGTGGCCAAATAATTATGGTIGTTITGGGTTGATGAGT
TTGAGAATTTAGGACTGGAAAATTGTTTAGATCATAAATGGCCTATGACTTGTGT
GCATATAAATGATAACAAAACTAAGTATTTGGGAAGACCATATGGTAGAGTTAGT
AGAAAGAAGCTGAAGTTGAAATTGTTGAATAGTTGTIGTTGAGAACAGAGTGAAGT

TTTATAAAGCTAAGGTTTGGAAAGTGGAACATGAAGAATTTGAGTCTTCAATTGT
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TTGTGATGATGGTAAGAAGATAAGAGGTAGTTTIGGTTGTGGATGCAAGTGGTTTT
GCTAGTGATTTTATAGAGTATGACAGGCCAAGAAACCATGGTTATCAAATTIGCTC
ATGGGGTTITTAGTAGAAGTTGATAATCATCCATTITGATTTGGATAAAATGGTGCT
TATGGATTGGAGGGATTCTCATTTGGGTAATGAGCCATATTTAAGGGTGAATAAT
GCTAAAGAACCAACATTCTTGTATGCAATGCCATTTGATAGAGATTITGGTTITTICT
TGGAAGAGACTTCTTTGGTGAGTCGTCCTGTTTTATCGTATATGGAAGTAAAAAG
AAGGATGGTGGCAGGATTAAGGCATTTGGGGATCAAAGTGAAAAGTGTTATTGAG
GAAGAGAAATGTGTGATCCCTATGGGAGGACCACTTCCGCGGATTCCTCAAAATG
TTATGGCTATTGGTGGGAATTCAGGGATAGTTCATCCATCAACAGGGTACATGGT
GGCTAGGAGCATGGCTTTAGCACCAGTACTAGCTGAAGCCATCGTCGAGGGGCTT
GGCTCAACAAGAATGATAAGAGGGTCTCAACTTTACCATAGAGTTTGGAATGGTT
TGTGGCCTITTGGATAGAAGATGTGTTAGAGAATGTTATTCATTTGGGATGGAGAC
ATTGTTGAAGCTTGATTTGAAAGGGACTAGGAGATTGTITTGACGCTTTICTTTGAT
CTITGATCCTAAATACTGGCAAGGGTITCCTTTCITCAAGATTGTICTGTCAAAGAAC
TTGGTTTACTCAGCTTGIGTCTTTTCGGACATGGCTCAAACATGACTAGGTTGGA
TATTGTTACAAAATGTCCTCTTCCTTTGGTTAGACTGATTGGCAATCTAGCAATA

GAGAGCCTTTGA (SEQ ID NO: 5).

Mas especificamente, la sustitucion del nucleétido A949G, provoco la presencia inusual de licopeno en los pétalos de las
plantas de tomate y una reduccion de las B-xantofilas, derivadas del B-caroteno, mientras que provoco una acumulacion
de licopeno en la fruta madura [30].

La presencia de licopeno en los pétalos y el aumento de licopeno en el fruto se explica por el efecto deletéreo que tiene
la mutaciéon con cambio de sentido A949G del gen Cyc-B sobre la capacidad de la licopeno beta ciclasa de convertir el
licopeno en B-caroteno, es decir, debido al cambio de aminoacido, R317G, la ciclasa convierte efectivamente el licopeno
en B-caroteno con respecto a la enzima de tipo salvaje.

El aumento de licopeno en detrimento del B-caroteno se observé en el fruto de las plantas mutantes (linea mutante cyc-
b7) cultivadas tanto en condiciones controladas como en campo abierto.

Ejemplo 2: Pruebas comparativas en campo abierto
Materiales y métodos
Reproduccion de las plantas

En la evaluacién en campo abierto, las plantas de la linea mutante cyc-b7 que tienen la mutacion A949G en el gen Cyc-
B se compararon con el Red Setter de linea control y con las lineas comerciales de tomate Dres F1 y Progress.

Las semillas de la linea cyc-b7 y Red Setter se colocaron primero en mesetas de poliestireno para germinar a una
temperatura de aproximadamente 20-25 °C y las plantulas en una etapa de 4-6 hojas se trasplantaron luego en campos.
Las plantulas de Dres F1 y Progress, por otro lado, se compraron en un invernadero.

Se evalud la capacidad de resistencia del genotipo cyc-b7 al parasito de la orobanca durante dos afios consecutivos
utilizando plantas de la generacion M5 en el afio 2013, y plantas de la generacion M6 en el afio 2014.

La reproduccioén de las plantas cyc-b7, que fueron un total de 30, tuvo lugar en un campo de produccion industrial de
tomate de la variedad comercial Dres F1. Las pruebas de campo se prepararon en la zona de Foggia.



10

15

20

25

30

ES 2937266 T3

A continuacion, se evaluo la naturaleza de cyc-b7 de resistencia al parasito por comparacion con el Red Setter de linea
de control no mutagenizada y con Dres F1.

Cuando las plantas alcanzaron la etapa de maduracion de la fruta, se comprobé la presencia de la infeccion, es decir, se
contaron los brotes en un numero comparable de plantas pertenecientes a los tres genotipos que se estaban cultivando.

Resultados
Primera evaluacion en campo abierto de la susceptibilidad de la linea cyc-b7 a la infeccion por parte de la orobanca

Los datos obtenidos en las tres mediciones del nivel de infeccién por parte de orobanca en los tres genotipos de tomate
Red Setter, cyc-b7, Dres F1 analizados en la prueba de campo del afio 2013 se indican en la Tabla 2 a continuacién.

Tabla 2
Genotipo Numero de plantas Estudio | 31-07-2013 Estudio Il 07-08-2013| Estudio Ill 26-08-2013
analizadas
Red Setter 7 27* 35* 8*
cyc-b7 7 2* 1* 1*
Dres F1 16 134* 66* 26*
* Numero de brotes de orobanca

Como se puede observar, desde el primer estudio, la linea cyc-b7, que tiene la variante alélica A949G del gen Cyc-B,
presenté un numero muy bajo de brotes de orobanca con respecto a la linea comercial Dres F1 y el Red Setter de linea
de control.

Los datos obtenidos indican que el genotipo mutante es capaz de resistir y oponerse al parasito en condiciones de alto
ataque como se puede apreciar por el significativo nimero de brotes en la linea Dres F1 en el primer estudio.

Los resultados de este primer ensayo, realizado en el verano de 2013, aunque producido en un nimero muy pequefio de
plantas, parecen confirmar nuestra hipétesis sobre la correlacion entre una reduccion en el contenido de B-caroteno y por
lo tanto estrigolactona y una menor susceptibilidad a la infeccién por parte de Orobanca en el mutante cyc-b7.

Segunda evaluacién en campo abierto de la susceptibilidad de la linea cyc-b7 a la infeccion por parte de la orobanca

Los datos obtenidos en el experimento piloto de 2013 fueron sumamente alentadores para continuar con la evaluacion
del genotipo cyc-b7 en condiciones de ataque del parasito.

De hecho, se preparé una nueva prueba de campo en el periodo de mayo-agosto de 2014, nuevamente en el area de
Foggia donde el problema de la orobanca se siente fuertemente.

Se compararon plantas de la generacion M6 de la linea cyc-b7 con las plantas control Red Setter y la linea comercial
Progress en un campo para la produccion industrial de tomates (cv Progress).

En el ensayo de 2014, se utilizé un nimero extremadamente alto de plantas cyc-b7 (alrededor de 100) en un proyecto
experimental con réplicas biolégicas.

Cuando las plantas alcanzaron la etapa de fructificacion, se realizaron estudios sobre la presencia del parasito, mas
especificamente, se contaron los brotes en un nimero comparable de plantas pertenecientes a los tres genotipos Red
Setter, cyc-b7, Progress in cultivo. Para cada genotipo, se comprobd la presencia del parasito en dos parcelas
(repeticiones bioldgicas), cada una de 18 plantas de tomate. Se realizaron un total de tres estudios. La Tabla 3 indica el
numero de brotes de orobanca por parcela encontrados en los tres genotipos de tomate en el ensayo de campo preparado
en el ano 2014. Para cada genotipo, el estudio se efectud en dos parcelas de 18 plantas cada una.

Tabla 3
Genotipo | Numero de plantas analizadas Estudio | 02-07- Estudio Il 24-07- Estudio Il 05-08-
por parcela 2014 2014 2014
Red 18 7 55* 107*
Setter 18 19* 185* 89~
cyc-b7 18 2* 16* 29*
18 0* 8* 12*
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18 16* 153* 105*
Progress 18 23* 102* 89*

Como se puede observar en la Tabla 3, en el primer estudio, la linea cyc-b7, que tiene la variante alélica A949G del gen
Cyc-B, mostré un nimero muy bajo de brotes de orobanca, concretamente dos en una parcela y cero en la otra, con
respecto a la linea comercial Progress (16 y 23 brotes) y el Red Setter de linea de control (7 y 19 brotes).

En el segundo estudio, el numero total de brotes en las dos parcelas de cyc-b7 es todavia bajo e igual a aproximadamente
el 10 % de las lineas de control. De hecho, se registran 24 brotes en el mutante cyc-b7 contra 240 y 255 revelados
respectivamente para Red Setter y Progress. La diferencia en el nUmero de brotes en la linea mutante y dos genotipos
control también queda marcada en el tercer estudio del 5 de agosto de 2014. Cyc-b7, de hecho, tiene una reduccién del
80 % en el numero de plantas parasitas con respecto a Red Setter y Progress.

La diferencia en el nUmero de brotes observados entre la linea mutante cyc-b7 y la linea Red Setter también esta
documentada por las fotografias mostradas en las Figuras 5y 6.

En la Figura 5, las fotografias muestran la presencia de orobanca en una parcela de la linea mutante cyc-b7 y el genotipo
Red Setter antes de la recoleccion del fruto del tomate. Tras la cosecha y retirada de las plantas, en las fotografias de la
figura 6, es mucho mas evidente la marcada diferencia en el nimero de brotes presentes en la parcela de la linea mutante
y la de la linea control.

A partir de los datos obtenidos, se puede afirmar que el genotipo mutante cyc-b7, ante el ataque de orobanca, presenta
una buena resistencia a la infeccion por parte del parasito.

La caracteristica de resistencia no es total, pero es compatible con el tipo de mutacion presente en la variante alélica: una
mutacion con cambio de sentido que modula y no anula la actividad de la proteina como se esperaba, por ejemplo, de
una mutacién knock-out.

El fenotipo de resistencia observado en la linea mutante cyc-b7 en el ensayo de 2013 se confirma ampliamente en el
ensayo de campo de 2014 realizado con un mayor nimero de plantas mutantes y con un disefio experimental de réplicas
biolégicas.

Los datos producidos en los dos ensayos de campo muestran que la variante alélica A949G del gen Cyc-B segun la
invencion puede utilizarse como instrumento de lucha contra las infestaciones de orobanca en plantas de tomate. Esto
puede permitir la produccion de tomates en zonas actualmente afectadas por el ataque del parasito.

Prueba de campo de 2014: datos de produccion

En el ensayo de campo de 2014, ademas de un estudio sobre el nivel de infestacion del parasito, se recogieron datos
sobre la produccioén de los tres genotipos en presencia de ataque por parte de orobanca.

Los datos de produccioén para la linea mutante cyc-b7 y las lineas de control Red Setter y Progress se tomaron en las
mismas parcelas analizadas para detectar la presencia del parasito orobanca y se indican en la Tabla 4.

Los datos obtenidos para la linea mutante cyc-b7 y las dos lineas de control son el resultado del promedio de 36 plantas
para cada genotipo.

Tabla 4
Genotipo Produccion Kg/planta
Red Setter 34
cyc-b7 3.9
Progress 3.5

Como se puede observar del analisis de la Tabla 4, la planta del genotipo cyc-b7 produjo una media de 3.9 Kg de frutos
de tomate frente a los 3.4 y 3.5 Kg registrados para Red Setter y Progress respectivamente.

La linea mutante cyc-b7 que tiene la variante alélica A949G del gen Cyc-B, en presencia de orobanca, produce por lo
tanto mas frutos con respecto a las dos lineas de control.

La diferencia observada en la produccion del genotipo resistente y las lineas de control no es muy alta (alrededor del
10 %) y definitivamente se puede atribuir a un retraso en el ataque del parasito en las plantas de tomate registrado en la
temporada de 2014 en la zona de pruebas de campo.
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La reduccion en términos cuantitativos de la produccién de tomates depende mucho de la fase de desarrollo vegetativo
en la que se parasita la planta: si el ataque se produce a partir de los primeros estadios de crecimiento del tomate, el
dafio es evidentemente mayor.

Ademas, visiblemente, la arquitectura y la morfologia de las plantas cyc-b7 se mostraron inalteradas con respecto a las
de las plantas de control, en particular con referencia a la presencia de ramificaciones laterales.

Los datos indicados anteriormente muestran que la variante alélica A949G de Cyc-B representa, por lo tanto, un valioso
recurso genético que puede ser utilizado por los criadores y cultivadores de variedades como instrumento para luchar
contra las infestaciones de orobanca, superando los efectos no deseados sobre el desarrollo de la planta. Como la
mutacion (variante alélica) no es mas que un SNP, este puede usarse como marcador molecular y por lo tanto "seguirse",
para facilitar y acelerar la insercion de la nueva caracteristica también en otros antecedentes genéticos de tomates.

10
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una secuencia de nucleétidos que codifica para la enzima licopeno beta-ciclasa Cyc-B caracterizada por la
presencia de la mutacién con cambio de sentido en la posicion A949G, inducida mediante mutagénesis para seleccionar
una planta de tomate mutada con un fenotipo de resistencia a infecciones por orobanca, donde dicha secuencia de
nucleétidos consiste en SEQ ID NO: 5.

2. Uso de una secuencia de nucleotidos de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicha infeccién es por orobanca
ramificada.

3. Método de cribado para identificar una planta de tomate resistente a orobanca, dicho método comprende el andlisis de
una muestra de ADN de una planta de tomate de interés para la presencia de una secuencia de nucleétidos que codifica
para la enzima licopeno beta-ciclasa Cyc-B caracterizada por la presencia de la mutacién con cambio de sentido en la
posicion A949G que consiste en SEQ ID NO: 5.

11
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GEN Cye-B
=
E | §
- 1467 bp P -
e - 1371 bp :'
FlGs, 3
ATGGAAGCTCTTCTCAAGUUTTTTCCATCTCTTTTACTTTOCTC TOCTACACCCCATAG
TCTATTTTCCAACAAAATCCCTCTTTITCTAAGTOOCACCACCAAAAAAAAATCAAGAAA
ATGTCTTCTTAGAAACAAAAGTAGTAAACTTTITITGTAGCTTTCTTGATTTAGCACCCA

CATCAAAGCCAGAGTCT T TAGATGT TAACATCTCATOOGTTGATCCTAATTCGAA TG
GUTCAATICGACGTGATCAT TATCGGAGCTGGUCC TGO TGGGUTCAGGE TAGOTGAAC
AAGTTTCTAAATATGO TATTAAGGTATGITGTGTTGACCCTTCACCACTC TCCATGTGH
COAAATAATTATGOTGTTTGGGTTOGATGAGTTTGAGAATTTAGGACTGGAAAATTGTTT
AGATCATAAATGGOCTATGACTTGTGTGUATATAAATGATAACAAAACTAAGTATTTG
GOAAGACCATATGGTAGAGTTAGTAGAAAGAAGCTGAAGTTGAAATTGTTGAATAGTT
GTOTTGAGAACAGAGTOAAGTTTTATAAAGC TAAGGTTTGOAAAGTOGAACATGAAGA
ATTTGAGTCTTCAATTGTI TGTGATGATGO TAAGAAGATAAGAGGTAG T TTGG T TG GG
ATGEAAGTGOTTTTGUTAGTGATTT TATAGAGTATOACAGGOCAAGAAACCATGETTAT
CAAATTGCTCATGGGGTTTTAGTAGAAGTTGATAATCATCCATTTGATTTGGATAAAAT
GOTGCTTATGGAT TGGAGGGATTCTCATT TOGGTAATGAGCCATATTTAAGGGTHGAATA
ATGCTAAAGAACCAACATTCTTGTATGCAATGOCATTTGATAGAGATTTGGTTTTCTTG
GAAGAGACTTCTTTGOTOAGTCGTCCTGTTTTATCGTATATGOAAGTAAAAAGAAGGA
TGOTGGCABGATTAAGGCATTTGGGGATCAAAGTGAAAAGTGTTATTGAGGAAGAGA
AATGTOTOATOCCTATGGGAGGACCACT TCCGOGGATTICCTCAAAATGTTATGGOTATT
GOTOGOGOAATTCAGGOATAGTTCATCCATCAACAGGHTACATGO TGO TAGOAGT AT
CTTTAGCACCAGTACTAGCTGAAGCCATCGTCGAGOGOCTTGGC TCAACAAGAATGAT
AAGAGGGTUTCAACT T TACCATAGAGT I TGGAA TGO T I TG TGGCCTT TGOATAGAAGAT
GTGTTAGAGAATGTTATICATTIGGOGA TGUAGACAT TG T TGAAGC T TGATT I GAAAGGG
ACTAGOAGATTGTTTGACGCTTTC TT TGATCTTGATCC TAAATAC TGHGCAAGGOTTCCT
TTCTTCAAGATTOTCTGTCAAAGAACTTGGTTTACTCAGCTTGTGTCTTTTCGGAC AT
CTCAAACATGACTAGGTTGGATATTGTTACAAAATGTCCTCTTCCTTTGGTTAGACTGA
TTGGCAATCTAGC AATAGAGAGCCTTTGA (SEQ 1D NO: 5)

FIG. 4
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Red Setter

FIG. 5
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cye-b7 Red Setter

FIG. 6
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