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57© Resumen:
Nuevo cultivar con frutos y sépalos convertidos en frutos
de alto interés para su consumo fresco y procesado in-
dustrial.
En la presente invención se describen secuencias de nu-
cleótidos capaces de incrementar la expresión de un gen
de desarrollo reproductivo lo que tiene como resultado la
generación de cultivares con un fruto de alto interés para
su consumo fresco y procesado industrial caracterizado
por poseer características mejoradas respecto de los cul-
tivares conocidos de variedades comerciales. Estos nue-
vos cultivares tienen el cáliz de la flor carnoso y conver-
tido en fruto. El fruto verdadero y el cáliz tienen mayores
niveles de azúcares y licopeno y un mayor contenido en
grados Brix. Además, exhiben una mayor tasa de cuajado
de fruto y tienen inhibida la zona de abscisión del fruto, lo
que facilita la recolección mecánica.
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ES 2 341 527 A1

DESCRIPCIÓN

Nuevo cultivar con frutos y sépalos convertidos en frutos de alto interés para su consumo fresco y procesado
industrial.

En la presente invención se describen secuencias de nucleótidos capaces de incrementar la expresión de un gen
de desarrollo reproductivo lo que tiene como resultado la generación de cultivares con un fruto de alto interés para
su consumo fresco y procesado industrial caracterizado por poseer características mejoradas respecto de los cultivares
conocidos de variedades comerciales. Estos nuevos cultivares tienen el cáliz de la flor carnoso y convertido en fruto.
El fruto verdadero y el cáliz tienen mayores niveles de azúcares y licopeno y un mayor contenido en grados Brix.
Además, exhiben una mayor tasa de cuajado de fruto y tienen inhibida la zona de abscisión del fruto, lo que facilita la
recolección mecánica.

Estado de la técnica anterior

En el momento presente, la novedad se ha convertido en un factor esencial que determina la elección por parte del
consumidor de ciertos productos comestibles como las frutas y hortalizas.

Hace años, el consumidor podía elegir entre una amplia variedad de frutos de una determinada especie como el
tomate. Sin embargo, con el tiempo, el desarrollo de cultivares híbridos, más adaptados a un cultivo intensivo, con
mayor rendimiento, resistencia a ciertas enfermedades y que producían fruta uniforme y con mejor apariencia externa,
fue arrinconando poco a poco a los cultivares tradicionales. Como consecuencia, el consumidor disponía de una fruta
con buena calidad externa pero con escasa calidad organoléptica y una gama de tipos muy limitada.

La tendencia ha cambiado en los últimos años, ya que el consumidor se inclina cada vez más por la calidad y la
novedad del producto. Esta tendencia se hace patente también en la gastronomía actual en la que prima la novedad en
todos sus aspectos, desde la presentación de productos tradicionales con formatos diferentes e imaginativos hasta la
introducción de nuevos alimentos que representan un reto para el paladar del gourmet más exigente. En este contexto,
la introducción en el mercado de sépalos de una flor de tomate convertidos en frutos representa una novedad que puede
ser bien aceptada por el consumidor actual.

La calidad organoléptica y nutritiva son dos atributos esenciales para el consumidor. Tal y como se ha comentado
antes, hasta hace poco, el consumidor demandaba frutos de tomate con dos características esenciales: uniformidad
y apariencia. La demanda de estos atributos relacionados con la calidad externa explica la preponderancia de los
cultivares híbridos a lo largo de los últimos años. El problema es que la mejora de la calidad externa del producto
(claramente patente en los cultivares híbridos) no se vio acompañada por una mejora de la calidad organoléptica,
sino todo lo contrario. Las quejas del consumidor en torno a la baja calidad organoléptica de los frutos de tomate
procedentes de los cultivares híbridos explica el éxito reciente de algunos cultivares autóctonos que, pese a dar menos
rendimiento y producir frutos irregulares y de peor apariencia, tienen una mayor calidad organoléptica. Uno de los
ejemplos más notables de este cambio de tendencia es la demanda de tomate RAF que, pese a su deficiente calidad
externa, tiene una excelente calidad organoléptica. Además de la calidad organoléptica, en el momento presente, el
consumidor demanda productos con buena calidad nutritiva y de ahí el éxito que están teniendo los denominados
“alimentos funcionales” que se caracterizan por tener algún atributo que los hace beneficiosos para la salud humana.

El contenido de grados Brix, una estima del contenido en sólidos solubles, se utiliza habitualmente como un pará-
metro de calidad en el tomate para el consumo en fresco. No obstante este parámetro es, si cabe, aún más importante a
la hora de estimar la calidad del tomate utilizado para el procesado industrial. La mejora tradicional ha tenido un éxito
muy limitado en este sentido debido a la relación negativa entre producción y contenido en sólidos solubles (Stevens
(1979). Journal of the American Society for Horticultural Science. 104 (1): 40-42; Stevens (1986). Plant Breedinq
Reviews. 4: 273-311). A partir de híbridos interespecíficos entre el tomate (S. lycopersicum) y algunas especies silves-
tres relacionadas (e.g. S. chmielewskii y S. cheesmaniae), se han derivado líneas con un mayor contenido en sólidos
solubles (Rick (1974). Hilgardia 42: 493; Hewitt y Garvey (1987). Tomato Biotechnology. D. J. Nevins and R. A.
Jones, Eds.4: 45-54, Alan R Liss, New York, NY, USA; Poysa (1993). Canadian Journal of Plant Science 73 (1): 273-
279) que se están utilizando actualmente en programas de mejora. Sin embargo, la naturaleza compleja del carácter y
el ligamiento de algunos de los genes que lo controlan con otros que determinan caracteres agronómicamente inde-
seables (e.g. baja producción o reducción del calibre del fruto) dificulta notablemente su manejo en los programas de
mejora (Ibarbia y Lambeth (1969). Journal of the American Society of Horticultural Science 94: 496-498; Tanksley y
Hewitt (1988). Theoretical and Applied Genetics 75 (5):811-823; Paterson et al. (1988). Nature 335 (6192): 721-726;
Paterson et al. (1991). Genetics 127 (1): 181-197; Goldman et al. (1995). Theoretical and Applied Genetics 90 (7-8):
925-932). Debido a estos problemas, los cultivares de tomate habitualmente empleados para el procesado industrial
(e.g. zumos, ketchup, etc.) dan frutos con un contenido en sólidos solubles que no supera los 5,5 - 6,0º Brix.

La producción de un cultivar depende de muchos factores, como la síntesis, distribución y compartimentación de
fotoasimilados, el tamaño, forma y peso del fruto, etc. Una aproximación alternativa para aumentar la producción
consiste en aumentar el “índice de cosecha” (relación entre la parte que se cosecha y la biomasa total de la planta) a
través de una modificación de la arquitectura de la planta, del número de inflorescencias por planta, del número de
flores por inflorescencia o del número de flores que cuajan frutos.
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Además, conviene resaltar que la supresión de la zona de abscisión del fruto es un carácter relevante en los culti-
vares de tomate utilizados para la industria, ya que en este tipo de cultivares la recolección se realiza con maquinaria
agrícola. De hecho, el mutante jointless de tomate (caracterizado también por la supresión de la zona de abscisión del
fruto) se ha utilizado para la obtención de cultivares de tomate de industria adaptados a la recolección con maquinaria
agrícola.

Hasta la fecha no se han descrito mutantes de inserción que presenten frutos con los sépalos convertidos en frutos,
con un contenido de grados Brix elevado (más alto que en los frutos comerciales), con un índice de cosecha (y un
cuajado del fruto) superior y con la supresión de la zona de abscisión.

Explicación de la invención

En la presente invención se describen secuencias de nucleótidos capaces de incrementar la expresión de un gen de
desarrollo reproductivo lo que tiene como resultado la generación de cultivares con alto interés para su consumo en
fresco y procesado industrial caracterizados por poseer frutos con características mejoradas respecto de los cultivares
conocidos de variedades comerciales o de aquellos sin aumento en los niveles de expresión del gen. El gen de des-
arrollo reproductivo es, preferiblemente, TAGL1. Se ha convenido en denominar a este nuevo cultivar, mutante ALK
o simplemente cultivar ALK. Las ventajas de estos nuevos cultivares ALK de la especie Solanum lycopersicum (en
adelante, tomate) son las siguientes:

1) El cáliz de la flor se convierte en fruto por lo que es susceptible de ser empleado como un nuevo órgano
comestible o como una alternativa al fruto verdadero para el procesado industrial;

2) El fruto verdadero y el cáliz convertido en fruto de los cultivares ALK tienen mayores niveles de azúcares
(glucosa y fructosa) y licopeno, un antioxidante beneficioso para la salud;

3) Los frutos verdaderos, así como los cálices convertidos en frutos, tienen un contenido en grados Brix notable-
mente superior al de los frutos de los cultivares actuales que se utilizan para la industria; y

4) Los nuevos cultivares exhiben una mayor tasa de cuajado de fruto (lo que aumenta el número de frutos por
racimo) y tienen inhibida la zona de abscisión del fruto, lo que facilita la recolección mecánica, una práctica
habitual en el tomate de industria.

Este nuevo cultivar de tomate se basa en el aumento del nivel de expresión del gen Agamous-like 1 de tomate
(TAGL1) que se ha logrado en el mutante de inserción ALK de tomate. Las nuevas propiedades que confiere la mo-
dificación del citado gen se manifiestan de forma estable no sólo en el mutante original (la inserción del ADNt se ha
llevado a cabo en el cultivar SLDG2), sino también en cualquier otro cultivar de tomate, como por ejemplo “p73” o
“Moneymaker”.

Cabe destacar en este punto el efecto sorprendente y novedoso que deriva de la inserción de las secuencias de
la presente invención en el ADN de la planta, tal como se describirá más adelante. La inserción de estas secuencias
tal como se describe en el principal aspecto de la presente invención y sucesivos, produce un efecto no esperado en
los frutos que produce la planta transformada, ya que se consiguen características fenotípicas y organolépticas que
superan con creces las características que ofrecen los cultivares comerciales conocidos (ver ejemplos). Este efecto
es producido por la inserción de una secuencia concreta en una posición determinada de una secuencia nucleotídica
reguladora de la expresión del gen que preceden. El efecto esperado de dicha inserción es, a priori, la interrupción de
la expresión y, sin embargo, se consigue un efecto contrario que genera resultados sorprendentes y no obvios.

Así pues, el principal aspecto de la presente invención es una secuencia de nucleótidos que comprende:

a. Una secuencia que comprende SEQ ID NO: 1 unida por su extremo 3’ a

b. una secuencia reguladora de la expresión génica,

donde la secuencia de nucleótidos es capaz de incrementar la expresión de un gen.

La secuencia SEQ ID NO: 1 es la secuencia truncada del regulador constitutivo de la expresión génica 35S en
una orientación invertida. Es decir, la secuencia se corresponde con una secuencia parcial de la secuencia original del
ADN de transferencia (ADNt) insertada en un punto concreto del genoma de la planta.

Esta secuencia difiere de la secuencia original denominada como ADNt en que su procesamiento e inserción en el
genoma de las plantas de tomate ha causado la modificación de parte de la secuencia del ADNt transferido al ADN
genómico de las plantas por mediación de Agrobactrerium tumefaciens. Esta secuencia se inserta en la orientación 3’
a 5’ (invertida respecto a la orientación con la que se transcribe el gen endógeno) dentro de un locus con orientación
5’ a 3’, así pues, la secuencia invertida del fragmento truncado, es decir, SEQ ID NO: 1, adquiere, desde un punto de
vista funcional, una orientación 5’ a 3’ con una función definida en la presente invención.
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La secuencia SEQ ID NO: 1 se une por su extremo 3’ a una secuencia reguladora de la expresión génica. En
la presente invención, el término “secuencia reguladora de la expresión génica” hace referencia a una secuencia de
ácidos nucleicos que tenga efecto sobre la funcionalidad del gen en lo que se refiere al comienzo de la transcripción
de una secuencia de ADN o al inicio de traducción de una secuencia de ARN u otras secuencias no descritas. A modo
de ejemplo, entre las secuencias reguladoras de la expresión génica contempladas en la presente invención están los
promotores y otras menos comunes como determinados intrones.

La secuencia de nucleótidos de este aspecto de la invención es capaz de incrementar la expresión de un gen. Por
incremento de la expresión de un gen se entiende la capacidad de aumentar la transcripción de una secuencia de
nucleótidos que define un gen y/o la traducción de su ARN mensajero a proteína. La propia secuencia SEQ ID NO: 1
unida en un lugar concreto de la secuencia reguladora de la expresión de un gen, produce un efecto sorprendente que da
lugar al incremento de la expresión del gen al que precede. El gen al que se hace mención es, preferiblemente, un gen
de desarrollo reproductivo. Con motivo de la inserción de SEQ ID NO: 1 en el lugar concreto de la región reguladora
de la expresión del gen de desarrollo reproductivo, la transcripción del gen no comienza en el lugar habitual, sino
dentro del promotor 35S truncado. Por esta razón, el ADN codificante que se obtiene no es idéntico al ADNc de
plantas que no contienen la inserción puntual de SEQ ID NO: 1, sino que es una especie de “ADNc híbrido” que
incluye secuencias situadas corriente arriba (i.e. en 5’) del gen. Más preferiblemente, el gen de desarrollo reproductivo
es Agamous-like.

En otra realización preferida, la secuencia reguladora de la expresión génica del apartado (b) es SEQ ID NO: 2.

La secuencia SEQ ID NO: 2 es un fragmento promotor original corriente arriba del codón de inicio ATG de la
transcripción del gen posterior, hasta el nucleótido en el que se insertó el ADNt, entre el nucleótido 104 y el nucleótido
105 contando desde el nucleótido siguiente al A del ATG del gen. El resultado de la secuenciación dio como resultado
una secuencia reguladora de la expresión del gen posterior de 72 nucleótidos, que no ha sido descrita con anterioridad.
La secuencia más similar a SEQ ID NO: 2 encontrada en Genebank database fue la de clon L3C1 del gen homólogo
al de la presente invención PAGL1 de Petunia inflata con una cobertura de un 61% de la secuencia del fragmento de
promotor y un 84% de identidad.

En la presente invención también se contempla una secuencia de nucleótidos donde la secuencia SEQ ID NO: 1 se
une por su extremo 5’ al extremo 3’ de una secuencia que comprende parte de la secuencia del ADNt resultante de su
integración en el genoma de las plantas de tomate. También se incluye una secuencia de nucleótidos donde SEQ ID
NO: 1 está unida por su extremo 3’ a SEQ ID NO: 3 y, a su vez, unida por su extremo 5’ a la parte de la secuencia del
ADNt referida anteriormente.

De forma más gráfica, los elementos fundamentales que componen el ADNt original son, según la orientación
5’ a 3’: Promotor 35S-GUS-NosT-Promotor 35S-NPTII-35ST y al integrarse en el ADN genómico de las plantas de
tomate los elementos anteriores quedaron en la orientación siguiente: NPTII-35S-NosT-GUS-35S modificado (Fig
2). Así pues, la secuencia a que se hace referencia en el párrafo anterior está compuesta por la secuencia de ADNt
sin incluir la secuencia que corresponde al 35S truncado, es decir, está compuesta por la secuencia de nucleótidos
de los elementos principales NPTII-35S-NosT-GUS. Asimismo también se puede obtener el mismo resultado que el
obtenido en la presente invención si la secuencia del ADNt que ha sido secuenciada corriente arriba del fragmento
del promotor de TAGL1 o cualquier fragmento de la misma, se inserta de forma invertida, al igual que en la planta de
tomate de la presente invención, en la orientación 3’ a 5’, en un nucleótido dentro de un promotor de un gen homólogo
mediante la cual se consiga un incremento en la expresión del gen posterior.

Otra realización preferida es una secuencia de nucleótidos según cualquiera de las realizaciones anteriores donde
la secuencia reguladora de la expresión génica se une por el extremo 3’:

a. al extremo 5’ de SEQ ID NO: 3 o

b. al extremo 5’ de cualquiera de las secuencias con, al menos, un 80% de identidad con SEQ ID NO: 3.

La secuencia SEQ ID NO: 3 es la secuencia codificante (ADNc; secuencia que contiene sólo los exones) del gen
TAGL1. La secuencia de nucleótidos de esta realización preferida puede estar unida a otra secuencia cuya transcripción
de lugar al mismo ARN mensajero, es decir, que codifican para la misma proteína. Por tanto, la secuencia de nucleóti-
dos de esta realización preferida puede estar unida a la secuencia SEQ ID NO: 4 del gen TAGL1. La secuencia SEQ ID
NO: 4 es la secuencia del gen TAGL1 con intrones (no codificantes) y exones (SEQ ID NO: 6), es decir, corresponde
con la secuencia genómica de TAGL1. Tras el procesado (splicing) del ARN mensajero transcrito de SEQ ID NO: 4,
se da lugar a una proteína idéntica partiendo de cualquiera de las dos secuencias, la de ADNc (SEQ ID NO: 3) o la
de ADN con intrones y exones (SEQ ID NO: 4). Por tanto, en esta realización preferida están incluidas todas aquellas
secuencias según cualquiera de las realizaciones anteriores donde la secuencia reguladora de la expresión génica se
une por el extremo 3’ al extremo 5’ de la secuencia SEQ ID NO: 3 (o a la secuencia SEQ ID NO: 4), es decir (en
sentido 5’ a 3’); SEQ ID NO: 1 - Secuencia reguladora de la expresión génica - SEQ ID NO: 3/ SEQ ID NO: 4, o
SEQ ID NO: 1 - SEQ ID NO: 2 - SEQ ID NO: 3/ SEQ ID NO: 4, o las secuencias que resultan de sustituir SEQ ID
NO: 3 (o SEQ ID NO: 4) de cualquiera de las secuencias anteriores con otra secuencia con, al menos, un 80% de
identidad con SEQ ID NO: 3. Tal como se ha mencionado en un párrafo anterior, Con motivo de la inserción de SEQ
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ID NO: 1 en el lugar concreto de la región reguladora de la expresión de las secuencias SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO:
4, la transcripción del gen no comienza en el lugar habitual, sino dentro de la secuencia SEQ ID NO: 1 (promotor 35S
truncado e invertido). Por esta razón, el ADNc que se obtiene no es idéntico al ADNc de plantas que no contienen
la inserción puntual de SEQ ID NO: 1, sino que es una especie de “ADNc híbrido” que incluye secuencias situadas
corriente arriba (i.e. en 5’) del gen.

Las secuencias con, al menos, un 80% de identidad con SEQ ID NO: 3 son secuencias homologas del gen Aga-
mous-like 1 de Solanum lycopersicum de otras plantas donde la proteína que codifican tiene una función idéntica a la
del citado gen. Las secuencias homologas se refieren a secuencias de especies distintas con expresiones fenotípicas
similares que proceden de una secuencia ancestral común. Dentro de la homología de secuencia se distinguen dos tipos
de homología: la ortología y la paralogía. Las secuencias ortólogas pertenecen a especies que tienen un antepasado
común. Las secuencias parálogas son aquellas que se encuentran en el mismo organismo y una procede de la duplica-
ción de la otra. En esta realización preferida de la presente invención se consideran todas las secuencias homologas,
tanto ortólogas como parálogas, que tienen, al menos, un 80% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 3.

Asimismo, en la presente invención puede incluirse una secuencia de nucleótidos reguladora de la expresión génica
que sustituye a SEQ ID NO: 1, donde la regulación consiste en un incremento de la expresión del gen que precede,
solamente cuando se dan las condiciones óptimas que activan la expresión del citado gen por medio de la unión de
componentes moleculares a la secuencia que sustituye a SEQ ID NO: 1. Por tanto, esta secuencia de nucleótidos puede
ser la secuencia de un promotor constitutivo o inducible específico de órgano reproductivo (de cualquier especie) que
conduzca a un incremento en la expresión del gen en flor y fruto.

Otro aspecto de la presente invención es una secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de nucleótidos
según cualquiera de las realizaciones descritas hasta aquí. La secuencia de aminoácidos puede estar codificada por
cualquier secuencia nucleotídica que de lugar a cualquiera de las secuencias de aminoácidos de la invención por me-
dio de la transcripción de la secuencia nucleotídica a un ARN mensajero y su posterior traducción a la secuencia de
aminoácidos. Debido a que el código genético es degenerado, un mismo aminoácido puede ser codificado por diferen-
tes codones (tripletes), por ello, la misma secuencia de aminoácidos puede ser codificada por distintas secuencias de
nucleótidos.

Un aspecto más de la presente invención es un vector que comprende la secuencia de nucleótidos según cualquiera
de las secuencias incluidas en el aspecto principal y en cualquiera de las realizaciones preferidas y otros aspectos
descritos hasta aquí. El vector de este aspecto es cualquiera que comprenda cualquiera de las secuencias descri-
tas.

El término “vector” se refiere a un fragmento de ADN que tiene la capacidad de replicarse en un determinado
huésped y, como el término lo indica, puede servir de vehículo para multiplicar otro fragmento de ADN que haya
sido fusionado al mismo (inserto). Inserto se refiere a un fragmento de ADN que se fusiona al vector; en el caso de
la presente invención, el vector puede comprender cualquiera de las secuencias descritas según los aspectos anteriores
que, fusionadas al mismo puede replicarse en el huésped adecuado. Los vectores pueden ser plásmidos, cósmicos,
bacteriófagos o vectores virales, sin excluir otro tipo de vectores que se correspondan con la definición realizada de
vector.

En adelante para mencionar las secuencias descritas anteriormente se empleará el término “las secuencias de la
invención” o “cualquiera de las secuencias de la invención”.

Otro aspecto de la presente invención es una célula que comprende cualquiera de las secuencias de la invención
(en adelante, célula de la invención).

El término “célula” tal como se entiende en la presente invención hace referencia a una célula procariótica o
eucariótica y, fundamentalmente, hace referencia a una célula eucariótica vegetal y dentro de este grupo, más prefe-
riblemente, a aquellas células pertenecientes al reino Plantae. Así pues, el término célula comprende, al menos, una
célula del parénquima, célula meristemática o de cualquier tipo, diferenciada o indiferenciada. Asimismo, también se
incluye en esta definición un protoplasto (célula de una planta que carece de pared celular).

Otro aspecto más de la presente invención es una célula que comprende el producto de la expresión de la secuencia
según cualquiera de los aspectos anteriores (en adelante, célula de la invención).

El término “producto de la expresión de la secuencia” tal como se entiende en la presente invención hace referen-
cia a cualquier producto resultante de la expresión de la secuencia de nucleótidos según cualquiera de los aspectos
anteriores. Así pues, como producto resultante de la expresión de la secuencia se entiende, por ejemplo, el ARN que
se obtiene de la transcripción de la secuencia, el ARN procesado, la proteína resultante de la traducción del ARN o
posteriores modificaciones de la secuencia nucleotídica en el interior de la célula siempre que la secuencia resultante
tenga su origen en la secuencia original transferida o no pierda la característica funcional que la caracteriza en la
presente invención.

Otro aspecto de la presente invención hace referencia a polen que comprende la célula de la invención. Este aspecto
tiene elevado interés puesto que la transmisión de los caracteres genéticos y fenotípicos puede llevarse a cabo por la
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polinización de cualquier variedad vegetal compatible con el polen al que se hace referencia. De este modo se consigue
una planta que comprende las secuencias de la presente invención y, tras los respectivos cruces y selecciones, se puede
obtener una planta en la que la secuencia se integra de forma estable y en un número de copias adecuado para obtener
los mismos caracteres deseables en las posteriores generaciones.

Otro aspecto más de la presente invención es una planta que contiene la célula de la invención. El término “planta”
engloba cada una de las partes de la misma, que pueden ser conservadas o cultivadas de forma aislada o en com-
binación, así como el germoplasma. El germoplasma queda definido por aquel material biológico que contiene la
variabilidad genética intraespecífica o a los materiales genéticos que pueden perpetuar una especie o una población
de un organismo. Así pues germoplasma es la semilla, cultivo de tejido de cualquier parte de la planta o plantas
establecidas en colecciones ex situ, sin excluir cualquier otro material que entre en esta definición.

La especie de planta de la invención puede ser cualquier planta cuyo fruto tenga interés para su consumo fresco,
procesado industrial o interés ornamental ya que las características funcionales esenciales de la presente invención
están relacionadas con la obtención de un fruto original, único y característico, con características organolépticas
mejoradas. Por “fruto original” se entiende el fruto verdadero y el sépalo convertido en fruto. Teniendo en cuenta que
el cultivar que se describe en la presente invención tiene su origen en el aumento de expresión, que a su vez genera
la expresión ectópica (i.e. en una localización diferente a la que es habitual), de un gen relacionado con el desarrollo
reproductivo del que se conocen homólogos en muchas plantas, es de suponer, que la transferencia e inserción, en
el lugar adecuado, de las secuencias de la invención a cualquier planta donde el producto obtenido de las secuencias
anteriores tenga la misma función, origine como resultado frutos con las características propias de la nueva variedad
descrita en la presente invención. En este sentido, preferiblemente, la planta selecciona de la lista que comprende
especies de las familias Solanáceas, Cucurbitáceas, sin excluir otras no mencionadas.

La planta puede contener cualquiera de las secuencias de la invención en homocigosis, heterocigosis o hemicigosis
(en adelante, la planta de la invención), aunque la planta con la mutación ALK en homocigosis tiene las características
más interesantes, tal como se describe en los ejemplos de la presente invención.

La planta de la invención puede conseguirse por transformación genética mediada por biolística, Agrobacteríum
tumefaciens o cualquier otra técnica que permita la integración de cualquiera de las secuencias de la invención en el
ADN de la planta, ya sea éste genómico, cloroplástico o mitocondrial. Asimismo, la planta también puede conseguirse
por transferencia de cualquiera de las secuencias de la invención por cruzamiento, es decir, empleando polen de
la planta de la invención para polinizar cualquier otra planta que no contenga cualquiera de las secuencias de la
invención o polinizando los gineceos de plantas que contengan cualquiera de las secuencias de la invención con otro
polen de plantas que no contengan estas secuencias. Los métodos para conseguir la planta de la invención no se limitan
exclusivamente a los métodos descritos en este párrafo.

En una realización preferida del aspecto anterior la planta pertenece a la especie Solanum lycopersicum. Así pues,
la planta puede pertenecer a cualquier línea o cultivar de Solanum lycopersicum con crecimiento determinado (como
por ejemplo, el cultivar SLGD2), semideterminado (como por ejemplo, “p73”) o indeterminado (como por ejemplo,
el cultivar “Moneymaker”). Los ejemplos de cultivares anteriores no excluyen el uso de otro tipo de cultivar. La planta
de la invención perteneciente a la especie Solanum lycopersicum tiene una mayor tasa de cuajado del fruto y también
tiene suprimida la zona de abscisión del fruto. Por estas dos razones la planta de la presente invención es idónea para
la recolección mecánica, una práctica que es habitual en la recolección del tomate para la industria.

Otro aspecto de la presente invención es un fruto de cualquiera de las plantas anteriores y, más preferiblemente,
de la planta de Solanum lycopersicum según la realización anterior (en adelante, tomate de la invención). Tal como se
describe en la parte inicial de este apartado y en los ejemplos, el tomate de la invención tiene una parte comestible que
lo diferencia del resto de tomates comercializados: el cáliz, que se ha convertido en una parte carnosa. Además, el fruto
verdadero y el cáliz convertido en fruto de los nuevos cultivares ALK tienen mayores niveles de azúcares (glucosa y
fructosa) y licopeno, un antioxidante beneficioso para la salud, y además, un contenido en grados Brix notablemente
superior al de los frutos de los cultivares actuales que se utilizan para la industria.

Otro aspecto más es una semilla del tomate de la invención. La semilla del tomate podría ser empleada para
reproducir la planta de la invención ya que contiene un embrión con el material genético que comprende las secuencias
de la invención y reservas almacenadas para servir como fuente de nutrientes del embrión, de la que puede desarrollarse
una nueva planta bajo condiciones apropiadas.

El siguiente aspecto de la presente invención es un método para la construcción del vector, definido en el aspecto
correspondiente, que comprende:

a. Seleccionar cualquiera de las secuencias de la invención,

b. insertar la secuencia del apartado (a) en un vector y

c. seleccionar el vector obtenido según el apartado (b).
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La inserción de cualquiera de las secuencias de la invención en un vector se puede llevar a cabo por medio de los
métodos de clonación que forman parte del conocimiento general común, mediante corte de las secuencias y el vector
con enzimas de restricción y su posterior ligación, de forma que la secuencia del vector integre la secuencia de la
invención seleccionada.

La selección del vector que comprende la secuencia de la invención escogida, puede llevarse a cabo mediante
técnicas como;

- Selección de células que contengan los vectores de la invención mediante la adición de antibióticos al medio
de cultivo. La resistencia de estas células a sustancias como los antibióticos está producida por la síntesis de
moléculas codificadas por una secuencia contenida en la secuencia del vector.

- Digestión con enzimas de restricción mediante las cuales se obtenga un fragmento de alguna de las secuencias
de la invención insertada en el vector.

Otro aspecto de la presente invención es un método para la obtención de la célula, definida en el aspecto corres-
pondiente, que comprende:

a. Obtener una célula de una muestra biológica,

b. transformar la célula del apartado (a) con un vector que incluye cualquiera de las secuencias de la invención y

c. seleccionar la célula transformada según el apartado (b).

En la presente invención, el término “muestra biológica” hace referencia a una muestra tanto de microorganismos
como de tejido vegetal. Preferiblemente, la muestra biológica es una muestra de tejido vegetal. La obtención de la
célula es intrínseca a la obtención del tejido. Los tejidos vegetales están formados por células diferenciadas salvo
excepciones como es el caso de tejidos meristemáticos donde las células son indiferenciadas. Las células vegetales
son totipotentes, es decir, contienen una copia íntegra del material genético de la planta a la que pertenece sin importar
su función o posición en ella, y por lo tanto tiene el potencial para regenerar una nueva planta completa.

La muestra biológica y, en concreto, la célula, se obtiene de cualquier tipo de cultivo microbiológico (por ejemplo
E. coli o Agrobacteríum tumefaciens) o tejido vegetal.

La transformación genética de las células se lleva a cabo por medio de técnicas que forman parte del conocimiento
general común, como por ejemplo, transformación genética mediada por biolística, Agrobacteríum tumefaciens o
cualquier otra técnica que permita la integración de cualquiera de las secuencias de la invención en el ADN de la célula.
Mediante estas técnicas se consigue introducir, de forma estable, un vector que incluye cualquiera de las secuencias
de la invención, de forma que, tras sucesivas divisiones de la célula, la secuencia incorporada sigue expresándose.

La célula transformada con un vector que incluye cualquiera de las secuencias de la invención puede incorporar la
secuencia en alguno de los ADN de la célula; nuclear, mitocondrial y/o cloroplástico (en este caso se suele insertar una
secuencia de ADNt que contiene, entre otras secuencias, cualquiera de las secuencias de la invención), o, permanecer
como parte de un vector que posee su propia maquinaria para autoreplicarse. La selección de la célula que ha incorpo-
rado cualquiera de las secuencias de la invención se lleva a cabo por medio de la adición de antibióticos al medio de
cultivo que suministra nutrientes a las mismas. La resistencia de estas células a sustancias como los antibióticos está
producida por la síntesis de moléculas codificadas por una secuencia contenida en la secuencia del vector o del ADNt
del vector.

Las células seleccionadas, si son vegetales, pueden someterse a un programa de organogénesis o embriogénesis
somática mediante el cual, tras la desdiferenciación de las mismas mediante una combinación adecuada de hormonas
vegetales y otros compuestos, se da lugar a una planta completa que contiene el material genético de la célula original
de la que procede.

Otro aspecto de la presente invención es el uso del fruto de la invención para su consumo fresco y procesado
industrial. Este fruto procede preferiblemente de las plantas de Solanum lycopersicum de la invención. Debido a las
características funcionales del tomate de la invención, descritas a lo largo de esta solicitud, éste puede ser usado para su
consumo fresco por las características organolépticas mejoradas con respecto a otros tomates comercializados y por su
beneficio para la salud por la presencia de concentraciones elevadas de antioxidantes como el licopeno. Asimismo, el
aspecto sorprendente y original del tomate de la invención le da ventaja sobre el resto de tomates, pudiéndose convertir
en un elemento fundamental para el marketing del producto. Por otra parte, la ausencia de la zona de abscisión ofrece
una ventaja importante a la recolección mecánica.

A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras características técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y características de la invención se desprenderán en parte de la descripción y en parte de la práctica de la invención.
Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invención.

7



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 341 527 A1

Descripción de las figuras

Fig 1. Muestra la organización genómica del gen TAGL1 en tomate (tipo salvaje; Wild type).

E1 a E8: Exones.

I1 a I7: Intrones.

Fig 2. Muestra la organización genómica del gen TAGL1 en el mutante de inserción ALK.

El T-DNA (ADN de transferencia) está compuesto por (por orden de aparición en la imagen):

LB: Left Border.

NOS-T: Región terminadora del gen Nopalina sintasa.

NOS-P: Promotor del gen de la Nopalina sintasa.

NPTII: Gen codificante de la Neomicina fosfotransferasa II. Genera resistencia a antibióticos aminoglicósidos (por
ejemplo, kanamicina y geneticina).

35S: Promotor constitutivo procedente del virus del mosaico de la coliflor (CaMV).

NOS-T: Región terminadora del gen Nopalina sintasa.

NOS-P: Promotor del gen de la Nopalina sintasa.

GUS: Gen repórter de la beta-Glucoronidasa.

35S: Promotor constitutivo procedente del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) truncado y en orientación
inversa con respecto a la transcripción del gen TAGL1.

Fig 3. Muestra el proceso de detección del mutante ALK y la obtención de líneas homocigóticas y hemicigóticas
ALK.

Fig 4. Muestra los sépalos de las líneas homocigóticas ALK convertidos en partes carnosas del fruto con caracte-
rísticas similares a las del fruto verdadero.

Fig 5. Muestra líneas homocigóticas y hemicigóticas de tomate ALK en las que el cáliz se convierte en fruto.

A la izquierda se observan líneas homocigóticas para la mutación ALK, en el centro líneas hemicigóticas (idénticas
al mutante original), y a la derecha líneas acigóticas (idénticas al WT). Se puede observar que la mutación es de tipo
semidominante y, por tanto, desde un punto de vía fenotípico, los cambios más dramáticos ocurren en las plantas
homocigóticas para la mutación.

Fig 6. Muestra las flores de plantas mutantes y WT.

A. Flores en estadio de botón floral (arriba, homocigótica para la mutación; abajo, acigótica).

B. Flores en un estadio previo a preantesis (arriba, homocigótica para la mutación; abajo, acigótica).

C. Flores en estadio de antesis (arriba, homocigótica para la mutación; abajo, acigótica). Obsérvese la coloración
más intensa de los pétalos de las plantas homocigótocas.

Fig 7. Muestra las flores de plantas acigóticas (izquierda) y homocigóticas ALK (derecha).

En cada imagen se muestran 4 flores de tomate en diferentes estadios. De izquierda a derecha las flores están en
los estadios BF1 (Botón floral estadio 1), BF2 (Botón floral estadio 2), PA (Preantesis) y A (Antesis).

Fig 8. Muestra la ablación del estilo en flores homocigóticas para la mutación ALK respecto al WT (derecha).

Fig 9. Muestra el tamaño de las células en sépalos de plantas acigóticas (izquierda) y homocigóticas ALK (dere-
cha).
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A la izquierda se muestra el cáliz y fruto de 1 cm de una planta acigótica.

A la derecha se muestra el cáliz y fruto de 1 cm de una planta homocigótica.

En las imágenes superiores la barra representa una longitud de 1 mm. En las imágenes inferiores la barra representa
una longitud de 100 µm.

Los cortes histológicos de los sépalos se realizaron en un estadio de desarrollo del fruto de aproximadamente 1 cm
de diámetro.

Ejemplos

A continuación se ilustra la invención mediante ejemplos que describen la obtención del nuevo cultivar así como
su caracterización genotípica, fenotípica y el análisis de las características organolépticas más relevantes.

Ejemplo 1

Obtención del mutante de inserción ALK

El mutante de inserción ALK se obtuvo tras la integración de la secuencia SEQ ID NO: 1 corriente arriba de la
secuencia codificante del gen TAGL1 (Fig 1 y 2). La integración de SEQ ID NO: 1 en este sitio nucleotídico concreto
del promotor, produjo una reorganización genómica de las señales de regulación en el extremo 5’ del gen, siendo ésta
la causa de la gama de cambios fenotípicos que son característicos del mutante ALK.

La estructura de este nuevo “elemento de regulación”, entendiendo como tal al que resultó de la integración de SEQ
ID NO: 1 en la región de control en 5’, generó dos cambios en el patrón de expresión del gen: por un lado, se produjo
un mayor nivel de expresión y, por otro, una expresión ectópica. Por lo que respecta a esto último, tras el cuajado del
fruto, en las plantas tipo salvaje, el gen se expresó a lo largo del desarrollo del fruto y su expresión aumentó en la
fase de maduración. En cambio, en el mutante ALK el gen se expresó no sólo en el fruto, sino también en los sépalos
convertidos en fruto. Es decir, el gen se expresó en una situación ectópica (i.e. en una localización diferente a la que
es habitual).

El inserto tiene una estructura peculiar, que no es idéntica a la del ADNt original, debido a algún tipo de reordena-
ción durante el proceso de integración. Además, el ADNt original se modifica en el interior de la planta e integra en
una zona concreta del promotor del gen TAGL1 pero de forma invertida, dando lugar a la secuencia SEQ ID NO: 1.

Por lo que se refiere a la estructura del inserto, el aspecto más llamativo a nivel molecular es que en el extremo
derecho hay un promotor 35S truncado en dirección opuesta con relación a la transcripción del gen TAGL1.

El ADN de transferencia (ADNt) es un segmento del plásmido Ti (inductor de tumores) de la bacteria del suelo
Agrobacteríum tumefaciens, que puede ser transferido a células vegetales, donde se integra en el genoma. El ADNt no
contiene ningún gen importante para el proceso de transferencia, salvo dos cortas secuencias con repeticiones imper-
fectas situadas en sus bordes (LB y RB). Mediante manipulación genética se han sustituido las secuencias originales
del ADNt del microorganismo, que convertían a la planta en una fábrica de nutrientes de A. tumefaciens, por otras
que suelen permitir la selección del tejido o planta transformados y/o por genes de interés científico o biotecnológico
(NPTII, genes marcadores u otros genes).

El ADNt no presenta preferencias de inserción ni a nivel cromosómico ni a nivel intragénico.

Tras la inserción del ADNt en el ADN contenido en las células vegetales de porciones de cotiledón, las células
que eran capaces de expresar el ADN transferido fueron seleccionadas por medio del antibiótico kanamicina. El mé-
todo de transformación empleado se ha desarrollado previamente (Pineda, B. (2005). Análisis funcional de diversos
genes relacionados con la tolerancia a la salinidad y el estrés hidrico en plantas transgénicas de tomate [Lycopersicon
esculentum Mill.] Tesis Doctoral. Universidad Politécnica de Valencia). Brevemente, los explantes de cotiledón de
plántulas axénicas de tomate se transfirieron a medio MO durante 48 horas. A continuación, los explantes se sumer-
gieron durante 10 minutos en el cultivo de Agrobacteríum tumefaciens. Tras la inoculación, se realizó el co-cultivo en
medio MO + 200 µM de acetosyringona (3’5’-dimethoxy-4-hydroxyacetophenone) durante 24 horas, realizando la in-
cubación en oscuridad a 28ºC. Para la eliminación de la bacteria, los explantes se trataron durante 10 minutos con una
solución que contenía 500 mg/l de cefotaxima. Tras el lavado, los explantes se cultivaron en medio MO + cefotaxima
(400 mg/l). A los 2-3 días, los explantes se transfirieron al medio selectivo MO + 100 mg/l de kanamicina y 300 mg/l
de cefotaxima, realizando la incubación a 25 ±1ºC con un fotoperiodo de 16 h Luz / 8 h oscuridad. Se precisaron varias
transferencias al mismo medio selectivo para conseguir el desarrollo de brotes. Tras el enraizamiento, las plantas se
propagaron clonalmente por vía axilar con el fin de disponer de varias copias del mismo genotipo.

De este modo se obtuvieron mutantes insercionales. El siguiente paso es la secuenciación de las secuencias corrien-
te arriba y corriente abajo del sitio de inserción del ADNt. Para ello se diseñaron cebadores homólogos a los bordes
del inserto, de modo que se puede amplificar la zona de intersección con el genoma, y cebadores específicos del gen
de interés cuando se ha identificado. Para la clonación del gen etiquetado se utilizó la estrategia denominada “An-
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chor-PCR” (Schupp et al. (1999). BioTechniques 26(5): 905-912), que el grupo de investigación de la Universidad de
Almería utiliza de forma rutinaria para clonar las secuencias flanqueantes a inserciones de ADNts en tomate.

Los cambios fenotípicos observados en el mutante de inserción ALK no fueron idénticos a los que se obtuvieron
al sobreexpresar el gen TAGL1 bajo el control de un promotor 35S normal. De hecho, al evaluar diversas líneas de
sobreexpresión (i.e. plantas transgénicas con el “cásete” de expresión p35s::TAGL1), se observó una gama de fenoti-
pos dependiendo del número de copias y punto de inserción (efecto de posición). Algunas líneas de sobreexpresión
(es decir, las obtenidas con el cásete p35s::TAGL1) exhibían un fenotipo similar aunque no idéntico al del mutante
ALK. En general, los cambios fenotípicos fueron más extremos en las líneas de sobreexpresión que en las plantas
homocigóticas ALK.

Ejemplo 2

Identificación del mutante ALK

Como se ha mencionado en el ejemplo anterior, el mutante de inserción ALK se obtuvo tras la integración de la
secuencia SEQ ID NO: 1 (como parte de una secuencia de mayor tamaño perteneciente al resto del ADNt integrado)
corriente arriba de la secuencia codificante del gen TAGL1 (Fig 1 y 2). La integración en este punto de la secuencia
descrita se llevó a cabo por transformación genética de plantas de tomate de la variedad SLDG2 mediante Agrobac-
teríum tumefaciens. Este microorganismo se encargó de transferir una secuencia de ADN (ADNt) que, tras sufrir una
serie de cambios, se insertó (tal como se explica en la descripción), en una zona concreta de la secuencia reguladora
de la expresión del gen TAGL1.

En la evaluación de una colección de transformantes primarios (TG1), se identificó un mutante al que se denominó
ALK (Fig 3). En un primer momento, el carácter más notable del mutante era el desarrollo de sépalos suculentos, de
mayor peso y tamaño, y de morfología similar al pericarpio del fruto (Fig 4). Los cambios en el patrón del desarrollo
del cáliz del mutante eran claramente patentes en etapas posteriores a la antesis, principalmente tras el cuajado del
fruto. El análisis fenotípico preliminar realizado en réplicas clónales de la planta TG1 original (i.e. hemicigótica)
no reveló cambios en la arquitectura de la planta ni en los caracteres vegetativos con respecto a las plantas WT.
El análisis mediante citometría de flujo indicó que la planta mutante original era diploide. Además, el mutante era
fértil, lo cual nos permitió obtener las progenies TG2 (segregante) y TG3 (líneas homocigóticas y acigóticas), así
como líneas hemicigóticas (obtenidas por cruce entre plantas homocigóticas y acigóticas; Fig 3 y 5) y llevar a cabo la
caracterización genética correspondiente.

Ejemplo 3

Caracterización del mutante ALK

3.1. Caracterización genética del mutante ALK

La herencia del mutante ALK presentó el típico patrón mendeliano para un carácter controlado por un simple
gen. Para determinar el modo de herencia se cultivaron 54 plantas de la progenie TG2 en el invernadero. De ellas,
14 tenían un fenotipo más extremo que el mutante original (Fig 5, izquierda), 30 tenían un fenotipo idéntico al del
mutante original (Fig 5, centro) y 10 tenían fenotipo silvestre, lo que indica una herencia mendeliana para un rasgo de
tipo semi-dominante (segregación 1:2:1; χ2 = 1.26; P > 20%). Tras obtener la descendencia de las 54 plantas TG2,
se analizó la presencia o ausencia del ADNt en la progenie de cada una de ellas mediante análisis de resistencia a la
kanamicina. Se comprobó que la progenie de todas las plantas que exhibían fenotipo silvestre era siempre sensible
a la kanamicina mientras que la progenie de plantas de fenotipo mutante segregaba 3:1 para el carácter resistencia
a la kanamicina (correspondiendo a la descendencia de una planta hemicigótica para el inserto transgénico) o era
completamente resistente al antibiótico (en el caso de plantas homocigóticas para el inserto transgénico).

Simultáneamente, para confirmar la herencia mendeliana del ADNt, se realizó un test de segregación de resistencia
a la kanamicina in vitro sembrando 102 semillas de la progenie TG2 en medio selectivo (un medio base suplementado
con 100 mg/l de kanamicina). De las 102 plántulas germinadas, 71 fueron resistentes a la kanamicina mientras que 31
fueron sensibles indicando la ausencia del transgén (segregación 3:1; χ2 =1,58; P > 20%). La inserción de una simple
copia del ADNt había sido previamente confirmada mediante un análisis Southern (datos no mostrados).

Posteriormente, se aclimataron 40 plantas de la TG2 resistentes a la kanamicina para evaluar su fenotipo en el
invernadero. Se observó que las 40 plantas aclimatadas mostraban, tal y como se esperaba, el fenotipo ALK. Las
progenies de estas plantas eran acordes a lo esperado: no segregantes para el fenotipo mutante y resistencia a la
kanamicina (i.e. progenie de una planta homocigótica) o con segregación 3:1 tanto para el fenotipo mutante como para
la resistencia a la kanamicina (i.e. descendencia de una planta hemicigótica para el inserto).

Así pues, el análisis genético y la existencia de co-segregación ADNt-fenotipo confirmó que la mutación no era
debida a variación somaclonal, sino que estaba asociada a la presencia de la inserción única del ADNt en un gen
endógeno.
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3.2. Caracterización fenotípica del mutante ALK

3.2.1. Los primeros cambios en el desarrollo del cáliz se detectan en las flores

La caracterización fenotípica del mutante ALK se realizó en líneas homocigóticas y acigóticas para la mutación,
así como en líneas hemicigóticas obtenidas mediante cruces sexuales entre plantas acigóticas y homocigóticas (Fig 3).

Tal y como se ha descrito anteriormente, los cambios más significativos que se produjeron en el cáliz se detectaron
tras el cuajado de los frutos. En este momento, los sépalos experimentaron un engrasamiento gradual en consonancia
con el crecimiento del fruto y finalmente adquirieron una morfología similar al pericarpio del fruto. No obstante, ante
la posibilidad de que en las plantas mutantes se produjera algún cambio en un estadio más temprano del desarrollo
floral (e.g., botón floral, pre-antesis o antesis), analizamos flores de plantas homocigóticas para la mutación insercional
ALK y las comparamos con las de plantas acigóticas cuyo fenotipo era idéntico al WT (Fig 6). De esta forma, se pudo
comprobar que en estadios tempranos del desarrollo floral (botón floral y pre-antesis) los sépalos de las flores de
plantas homocigóticas ALK desarrollaban más tricomas y de mayor longitud que los de las plantas acigóticas (Figura
6 A y B). Además, los extremos (parte distal) de los sépalos ALK eran de un color más oscuro y, para un mismo
estadio de desarrollo, parecían más cortos que los del WT (Figura 6 B). Para verificarlo, se determinó la longitud y
la anchura de los sépalos de flores homocigóticas, hemicigóticas y acigóticas (idénticas al WT) en cuatro estadios de
desarrollo (BF1, BF2, preantesis y antesis). Aunque no se encontraron diferencias significativas en el estadio de BF1
(posiblemente porque el tamaño de las flores era demasiado pequeño para detectar diferencias), los datos revelaron
que los sépalos de las flores ALK (tanto homocigóticas como hemicigóticas, entre las que no se detectaron diferencias
significativas) eran de similar anchura pero de menor longitud que los sépalos de las flores del WT en los estadios de
BF2, preantesis y antesis (Fig 7 y Tabla 1).

TABLA 1

Longitud de los sépalos de plantas acigóticas y homocigóticas ALK

El fenotipo de las flores homocigóticas ALK fue aún más extremo, caracterizándose por una coloración más intensa
en el segundo (pétalos) y tercer verticilos (estambres) de flores en estado de antesis (Figura 6 C).

3.2.2. Los cambios más profundos que origina la mutación ALK se producen durante el desarrollo del fruto

La caracterización fenotípica de los efectos que produce la mutación ALK en los frutos permitió observar notables
diferencias entre las plantas homocigóticas y hemicigóticas para la mutación, así como las que existían entre éstas y
las plantas acigóticas (Fig 5). Se pudo comprobar que las plantas hemicigóticas para el inserto transgénico produjeron
frutos de color y forma similar a los de plantas acigóticas, a excepción del cáliz, cuyo peso fresco fue 5 veces mayor
(Tabla 2) y de color amarillo-verdoso o amarillo-anaranjado (Fig 5), en lugar de verde como ocurre en las plantas WT.
En el caso de las plantas homocigóticas, el peso fresco del cáliz de los frutos maduros fue, por término medio, 8 veces
mayor que el de los controles (Tabla 2), exhibiendo el cáliz un color rojo intenso (Fig 4 y 5).
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TABLA 2

Peso fresco, peso seco y contenido en agua de los cálices de frutos maduros de plantas acigóticas, hemicigóticas y
homocigóticas para ALK

Otro de los cambios relevantes en las plantas homocigóticas fue que los frutos maduros exhibían un color rojo más
intenso que los de las plantas hemicigóticas y acigóticas. Además, los frutos de las plantas homocigóticas presenta-
ban una morfología cordiforme con extremo puntiagudo, a diferencia de los frutos WT que eran predominantemente
redondo-alargados (Fig 5). En este sentido, más del 60% de los frutos de las plantas homocigóticas, y un 15% de las
hemicigóticas, tenía una morfología cordiforme, lo que no ocurría en los frutos de las plantas acigóticas. Para tratar
de entender por qué los frutos de las plantas homocigóticas ALK adquirían morfología cordiforme se evaluaron flores
de plantas homocigóticas y testigo en distintos estadios del desarrollo de la flor. No se detectó ninguna diferencia en
la forma del ovario, pero se observó que, al iniciarse el cuajado del fruto, en las plantas testigo la ablación del estilo
se produjo justo en el extremo estilar del ovario; en cambio, en las plantas homocigóticas sólo se eliminó una porción
equivalente a unos dos tercios de la parte distal del estilo (i.e. la más próxima al estigma), desarrollándose el fruto con
la parte basal del estilo y adquiriendo una morfología cordiforme (Fig 8).

Por otro lado, se pudo observar que las flores de las plantas homocigóticas desarrollaban una alteración en la zona
de abscisión del fruto. De hecho, la zona de abscisión del fruto estaba parcialmente suprimida, por lo que el fruto no
se separó de la planta como en las plantas WT.

Conviene resaltar que la supresión de la zona de abscisión del fruto es un carácter relevante en los cultivares de
tomate utilizados para la industria, ya que en este tipo de cultivares la recolección no suele hacerse de forma manual,
sino con maquinaria agrícola. De hecho, el mutante jointless de tomate (caracterizado también por la supresión de
la zona de abscisión del fruto) se ha utilizado para la derivación de cultivares de tomate de industria adaptados a la
recolección con maquinaria agrícola.

3.2.3. Los sépalos del mutante ALK se convierten en órganos semejantes a un fruto

Tal y como se ha mencionado antes, los sépalos de las plantas hemicigóticas y homocigóticas para la mutación
experimentaron un dramático incremento de peso fresco (5 y 8 veces mayor, respectivamente) con respecto a los de
las plantas acigóticas (Tabla 2).

Además, los sépalos de las plantas homocigóticas se tornan de color rojo, tal y como ocurre en el fruto verdadero
(Fig 4 y 5). Este proceso de maduración no ocurrió en las plantas hemicigóticas en las que los sépalos aumentaron su
tamaño pero no viraron a color rojo (Fig 5). Esto indica que, por lo que respecta a los sépalos, el efecto de la mutación
insercional es de tipo semidominante.

Además, los sépalos de las plantas ALK acumularon más agua que los del testigo. En concreto, no observamos
diferencias significativas en el contenido en agua de los cálices de las plantas homocigóticas y hemicigóticas, pero sí
existían diferencias entre las plantas de fenotipo mutante y las de fenotipo silvestre (Tabla 2). Además, el incremento
de peso fresco no se debió sólo a la absorción de agua, sino también a un aumento de peso seco (3 y 5 veces mayor en
las plantas hemicigóticas y homocigóticas con respecto a las acigóticas, respectivamente).

Los cortes histológicos en los sépalos del mutante indicaron claramente que, al igual que ocurre en un fruto ver-
dadero, se produce un engrasamiento dramático de las células (Fig 9). Además, la comparación entre los cortes trans-
versales de un sépalo normal (i.e. de una planta acigótica o WT) y un sépalo de una planta homocigótica sugiere
que en este último no sólo se ha producido un engrasamiento de las células, sino también un cambio en la identidad
celular. De hecho, los estudios de microscopía electrónica (SEM) revelaron estos cambios de identidad celular (datos
no mostrados) y demostraron que el cáliz de una flor tipo ALK se convierte en un órgano similar al fruto verdadero.

Los sépalos de las plantas homocigóticas ALK maduraron y viraron a rojo, al igual que ocurre en un fruto verdade-
ro. La capacidad de los sépalos de las plantas homocigóticas ALK para experimentar un proceso de maduración está
asociada a la liberación de etileno (Tabla 3). De hecho, conviene resaltar que los sépalos de las plantas homocigóticas
ALK producen más etileno que los propios frutos.
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TABLA 3

Liberación de etileno (nL/gr de peso fresco) en los sépalos y frutos de plantas acigóticas (idénticas al WT), y
homocigóticas ALK

El cambio de color en los sépalos de las plantas homocigóticas ALK se debió a la acumulación de licopeno (Tabla
4), tal y como ocurrió en el pericarpio del fruto. De hecho, el contenido de licopeno en el cáliz convertido en fruto
de las plantas homocigóticas ALK (30,01 ± 6,21) fue incluso mayor que el del fruto verdadero de plantas acigóticas
(26,13 ± 4,71). Esto sugiere que los sépalos de estas plantas experimentaron un proceso de maduración similar al del
fruto.

Más interesante aún es la capacidad que tuvieron los sépalos para acumular glucosa y fructosa (Tabla 5).

TABLA 4

Contenido en azúcares, carotenoides y flavonoides en los frutos verdaderos de plantas acigóticas (idénticas al WT),
hemicigóticas ALK y homocigóticas ALK
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TABLA 5

Contenido en azúcares, carotenoides y flavonoides en los sépalos de plantas acigóticas (idénticas al WT),
hemicigóticas ALK y homocigóticas ALK

Además, los sépalos de las plantas homocigóticas tenían un aroma indistinguible del que desprendían los frutos
verdaderos.

En conjunto, los procesos de expansión celular, acumulación de agua y materia seca, así como la existencia de
una actividad sacarolítica, con la subsiguiente acumulación de glucosa y fructosa, indican que el sépalo de las plantas
homocigóticas ALK actúa como, o adquiere las propiedades de, un sumidero, tal y como sucede en el fruto verdadero.

Merece la pena resaltar que en muchas de las flores de las plantas homocigóticas en las que no ocurrió el cuajado
del fruto se produjo el engrasamiento y la posterior maduración de los sépalos (Fig 4). Esto indica que en las plantas
homocigóticas ALK, el proceso de conversión del sépalo en un órgano semejante a fruto es independiente de la
conversión del ovario en fruto y que aquél es capaz de actuar como sumidero con independencia de si el fruto cuaja o
no.

Asimismo, se observó que, en un elevado número de flores en las que se produjo el cuajado de fruto, la maduración
de los cálices no ocurrió de forma sincronizada con la del fruto. En este sentido, en algunas inflorescencias se podían
ver frutos verdes con sépalos rojos mientras que en otras ocurría lo contrario. Esto indica, de nuevo, que los sépalos
ALK son capaces de actuar como sumideros independientes de los frutos verdaderos.

3.2.4. Los frutos y los sépalos convertidos en fruto de las plantas ALK tienen mayor calidad tanto para el consumo
en fresco como para la industria

El fruto verdadero de las plantas hemicigóticas ALK tiene mayor calidad que el fruto verdadero de las plantas
acigóticas. En efecto, como puede verse en la Tabla 4, el contenido en glucosa y fructosa de los frutos de las plan-
tas hemicigóticas (10,70 ± 0,66 y 11,26 ± 0,72, respectivamente) fue casi el triple que el de las plantas acigóticas
(3,34 ± 0,56 y 4,37 ± 0,44, respectivamente). Además, el contenido en sólidos solubles de los frutos de las plantas
hemicigóticas (11,00 ± 0,55) fue mucho mayor que el de las plantas acigóticas (4,20 ± 0,10).

De forma similar, conviene resaltar que el cáliz convertido en fruto de las plantas homocigóticas ALK tuvo un
contenido en glucosa y fructosa (6,62 ± 0,63 y 10,88 ± 0,70, respectivamente) que fue prácticamente el doble que el
del fruto verdadero de las plantas acigóticas (3,34 ± 0,56 y 4,37 ± 0,44, respectivamente). Además, el contenido en
sólidos solubles de los cálices convertidos en frutos de las plantas homocigóticas (9,60 ± 0,40) fue mucho mayor que
el de los frutos verdaderos de las plantas acigóticas (4,20 ±0,10) (Tabla 5).

Asimismo, a continuación se muestran los grados Brix (sólidos solubles) que se obtienen en frutos de plantas tipo
salvaje (“wild type”), y tanto hemicigóticas como homocigóticas para la mutación ALK.
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TABLA 6

Contenido en grados Brix

En definitiva, tanto los frutos verdaderos de las plantas hemicigóticas como los cálices convertidos en frutos de las
plantas homocigóticas ALK tenían mayor calidad que los frutos de la línea original tanto para el consumo en fresco
como para la industria.

Por lo que respecta a este último punto conviene resaltar que en los cultivares actuales de tomate utilizados para
la industria el contenido en sólidos solubles no supera los 5,5 - 6,0º Brix. En cambio, en los frutos verdaderos de las
plantas hemicigóticas y en los cálices de las plantas homocigóticas ALK el contenido en sólidos solubles alcanzó unos
valores muy superiores (11,0 y 9,7, respectivamente). Por este motivo, tanto los frutos como los cálices de las líneas
ALK podrían especialmente adecuados para el procesado industrial.

3.2.5. Las plantas ALK tienen mayor capacidad de cuajado del fruto

A fin de analizar el efecto que produjo la mutación ALK sobre caracteres relacionados con la producción se
cultivaron plantas homocigóticas, hemicigóticas y acigóticas y se contabilizó el número de flores y frutos cuajados
hasta la séptima inflorescencia, así como el peso del fruto y la producción total.

No se observaron diferencias en el tiempo de floración de las plantas ALK con respecto a las acigóticas (datos no
mostrados). En cambio, las plantas hemicigóticas y homocigóticas ALK exhibieron un ligero aumento en el número
de flores por inflorescencia, lo que se apreció mejor cuando se observó el número de flores acumulado hasta la séptima
inflorescencia (Tabla 7). Además, las plantas ALK produjeron un mayor número de frutos (más del doble en las
homocigóticas) que sus correspondientes testigos (plantas acigóticas). Cuando se comparó la variación en el número
de frutos y de flores se apreció que el mayor número de frutos en las plantas mutantes no se explicaba por el mayor
número de flores que se desarrollan en estas plantas (Tabla 6). Los resultados indicaban, pues, que el mayor número
de frutos se debía a una mayor tasa de cuajado de fruto en las flores de las plantas ALK.

TABLA 7

Nº de flores y nº de frutos hasta la séptima inflorescencia

De hecho, los porcentajes de cuajado de flor a fruto en las plantas testigo (acigóticas) y en las plantas ALK
(hemicigóticas y homocigóticas) fueron los siguientes: 44% (acigóticas), 62% (hemicigóticas) y 81% (homocigóticas).
Es decir, en las plantas homocigóticas ALK la tasa de cuajado de cuajado de fruto fue casi el doble que en las plantas
WT.

En las plantas hemicigóticas la mayor tasa de cuajado de fruto, y por tanto el mayor número de frutos por planta,
compensó el menor peso medio del fruto y esto explicaba que su producción fuese similar a la de las plantas acigóticas
(Tablas 8 y 9).
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TABLA 8

Peso medio de los frutos hasta la séptima inflorescencia

TABLA 9

Peso total de los frutos hasta la séptima inflorescencia

En cambio, las plantas homocigóticas tuvieron menor producción que las acigóticas, lo cual se debió al descenso en
el peso medio del fruto verdadero (Tabla 8). Sin embargo, puesto que los sépalos de las plantas mutantes constituyen
un sumidero alternativo al del fruto verdadero, a la hora de estimar la “producción total” de estas plantas se debería
haber tenido en cuenta no sólo el peso de los frutos verdaderos, sino también el de los sépalos convertidos a frutos.
Cuando se estimó esta nueva componente de producción (frutos verdaderos más sépalos convertidos en frutos) no se
apreciaron diferencias significativas entre las plantas homocigóticas y las acigóticas (Tabla 9).

Esta componente de “producción total” estaba subestimada en las plantas homocigóticas por la forma de llevar a
cabo este ensayo. En efecto, en el experimento en cuestión sólo se pesaron los frutos (y los sépalos convertidos en
frutos) en aquellas flores que habían cuajado un fruto verdadero. No se recolectaron en cambio los sépalos convertidos
a fruto en las flores que no habían cuajado fruto verdadero. Teniendo en cuenta el gran número de flores de las plantas
homocigóticas en las que se produce este fenómeno (cuajado de sépalos, pero no de frutos verdaderos) es muy probable
que si se incluyera el peso de los mismos en la “producción total”, el valor obtenido en las plantas homocigóticas habría
sido superior al estimado.

El ensayo antes mencionado se realizó con plantas acigóticas, hemicigóticas y homocigóticas para la mutación
insercional en el fondo genético de un cultivar de crecimiento determinado (SLDG2). Los datos sobre número de
flores y frutos se tomaron hasta la séptima inflorescencia y, a fin de controlar la tasa de cuajado de fruto en las flores
de cada inflorescencia, las plantas se sometieron a una poda de forma que el crecimiento fuera similar al de una planta
de tipo indeterminado. Teniendo en cuenta que la forma de llevar a cabo el cultivo podría afectar tanto a los datos de
cuajado como de producción, se realizó un nuevo experimento con líneas acigóticas, hemicigóticas y homocigóticas
para la mutación ALK, pero en este ensayo el cultivo de las plantas se llevó a cabo respetando el hábito de crecimiento
determinado del cultivar en cuestión. Los resultados obtenidos en este nuevo ensayo fueron totalmente coherentes con
los del experimento anterior en el sentido de que la tasa de cuajado de fruto fue mayor en las líneas hemicigóticas y
homocigóticas ALK. Es decir, el aumento de cuajado que produjo el mayor nivel de expresión del gen TAGL1 en las
líneas ALK era independiente del sistema de cultivo.

En todo caso, los datos más contundentes al respecto se obtuvieron en un experimento en el que se anuló la
expresión del gen endógeno TAGL1 mediante la técnica RNAi. El experimento de anulación de función de TAGL1 se
realizó en dos cultivares de tomate: SLDGO (crecimiento determinado) y Moneymaker (crecimiento indeterminado).
En el primer caso, la tasa de cuajado de fruto en las líneas RNAi fue 5 veces menor (72,22 ± 14,86 frutos en SLCD2
versus 15,50 ± 8,14 en las líneas RNAi). En el segundo, la tasa de cuajado de fruto fue casi 4 veces menor (48,00
± 12,38 frutos en Moneymaker versus 18,60 ±11,89 frutos). En definitiva, los resultados mostraron que la anulación
de función de TAGL1 redujo la tasa de cuajado de fruto en ambos cultivares, SLGD2 (crecimiento determinado) y
Moneymaker (crecimiento indeterminado).
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La mutación insercional ALK generó un mayor nivel de expresión del gen TAGL1 y ello explica que en las líneas
hemicigóticas y homocigóticas ALK la tasa de cuajado de fruto sea mayor. En todo caso, y con independencia de la
causa subyacente a nivel molecular, el aumento en la tasa de cuajado de fruto es independiente de las características
de crecimiento (determinado o indeterminado) de los cultivares de tomate.

3.2.6. La mutación ALK produce cambios en los caracteres reproductivos pero no afecta a los caracteres vegeta-
tivos

Con el fin de esclarecer si la mutación ALK producía algún efecto sobre el desarrollo vegetativo y la arquitectura de
las plantas se procedió a una caracterización de la forma y tamaño de las hojas y se contabilizó el número de fitómeros
del segmento inicial (desde la base hasta la primera inflorescencia) y de los sucesivos segmentos simpodiales (desde
la primera hasta la séptima inflorescencia), así como la longitud de cada uno de los fitómeros. Pese a las exhaustivas
mediciones no se encontraron diferencias significativas en la arquitectura de la planta ni en los restantes caracteres
vegetativos (datos no mostrados).

Así pues, los datos globales indicaron que la mutación ALK afectaba básicamente a caracteres de tipo reproductivo,
especialmente al patrón de desarrollo de la flor (conversión de sépalos en fruto), y al cuajado, desarrollo y maduración
del fruto, pero no tenía efecto sobre la arquitectura y los caracteres vegetativos de las plantas.

3.2.7. La mutación ALK se expresó en otras variedades de tomate

La mutación ALK se detectó en una línea de tomate de crecimiento determinado (SLDG2). Para comprobar si
el efecto que produce la mutación ALK era el mismo en otras variedades de tomate, se realizó el cruce sexual entre
plantas homocigóticas ALK y plantas de los cultivares “p73” (semideterminado) y “Moneymaker” (indeterminado).
La descendencia de ambos cruces (hemicigótica) exhibía cambios en el patrón de desarrollo de los sépalos idénticos
a los que se observaron en la línea hemicigótica ALK de SLDG2 (Fig 3 y 5). El color de los cálices de las plantas
procedentes de ambos cruces fue amarillo-verdoso o amarillo-anaranjado en lugar de verde, como ocurría en las plantas
WT. En el caso concreto del cruce con p73 (hemicigótico respecto a la mutación), el peso fresco del cáliz fue 8,5 veces
mayor que el del testigo (p73), lo que parecía indicar que la mutación se expresaba en esta variedad con mayor
intensidad, si cabe, que en la línea en la cual se detectó el mutante ALK (SLDG2). Tras cultivar la descendencia del
cruce entre p73 x ALK se observó la segregación esperada (¼ plantas homocigóticas: ½ hemicigóticas: ¼ tipo salvaje)
y se pudo comprobar que las plantas homocigóticas desarrollaban frutos con cálices rojos y de mayor tamaño que los
de las plantas hemicigóticas. Además, estos frutos exhibían una morfología cordiforme, al igual que ocurría en las
plantas homocigóticas ALK de la variedad SLDG2.

Los datos obtenidos en las plantas hemicigóticas y homocigóticas de “Moneymaker” son similares a los descritos
para el cultivar p73 (datos no mostrados).

Los resultados indican, pues, que el efecto que produce la alteración (aumento de expresión) del gen TAGL1 en el
mutante insercional ALK es independiente del patrón de crecimiento (determinado, semideterminado o indeterminado)
de las plantas de tomate. Así pues, las características deseables descritas en el mutante ALK original se pueden
transferir a cualquier otro cultivar de tomate mediante cruzamiento sexual o, alternativamente, empleando un método
de transformación genética que permita la introducción y expresión del gen TAGL1 modificado en el mutante ALK.
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REIVINDICACIONES

1. Secuencia de nucleótidos que comprende:

a. Una secuencia que comprende SEQ ID NO: 1 unida por su extremo 3’ a

b. una secuencia reguladora de la expresión génica,

donde la secuencia de nucleótidos es capaz de incrementar la expresión de un gen.

2. Secuencia de nucleótidos según la reivindicación 1 donde la secuencia reguladora de la expresión génica del
apartado (b) es SEQ ID NO: 2.

3. Secuencia de nucleótidos según cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 donde la secuencia reguladora de la
expresión génica se une por el extremo 3’:

a. al extremo 5’ de SEQ ID NO: 3 o

b. al extremo 5’ de cualquiera de las secuencias con, al menos, un 80% de identidad con SEQ ID NO: 3.

4. Secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de nucleótidos según cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3.

5. Vector que incluye la secuencia según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Célula que comprende la secuencia según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Célula que comprende el producto de la expresión de la secuencia según cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5.

8. Polen que comprende la célula según cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7.

9. Planta que contiene la célula según cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7.

10. Planta según la reivindicación 9 que pertenece a la especie Solanum lycopersicum.

11. Fruto y sépalos convertidos en fruto de la planta según cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10.

12. Germoplasma de la planta según cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10.

13. Método para la construcción del vector según la reivindicación 5 que comprende:

a. Seleccionar cualquiera de las secuencias de la invención,

b. insertar la secuencia del apartado (a) en un vector y

c. seleccionar el vector obtenido según el apartado (b).

14. Método para la obtención de la célula según cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7 que comprende:

a. Obtener una célula de una muestra biológica,

b. transformar la célula del apartado (a) con un vector que incluye cualquiera de las secuencias de la invención
y

c. seleccionar la célula transformada según el apartado (b).

15. Uso del fruto y de los sépalos convertidos en fruto según la reivindicación 11 para su consumo fresco y
procesado industrial.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Universidad Politécnica de Valencia - CSIC

<120> Nuevo cultivar con frutos y sépalos convertidos en frutos de alto interés para su consumo fresco y procesado
industrial

<130> 1598.5

<160> 4

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 373
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia parcial del promotor 35S

<400> 1

<210> 2
<211> 104
<212> DNA
<213> Solanum lycopersicum

<400> 2

<210> 3
<211> 861
<212> DNA
<213> Solanum lycopersicum
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<400> 3

<210> 4
<211> 10408
<212> DNA
<213> Solanum lycopersicum
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Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinión escrita) Página 4/4
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D01 ISHIDA B.K. ET AL., "Induction of AGAMOUS gene expression

plays a key role in ripening of tomato sepals in vitro" Plant Mole-
cular Biology (1998), vol. 36, pág. 733-73
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D02 US 6229068 B1 08-05-2001

2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración

La invención de la presente solicitud se refiere a una secuencia de nucleótidos capaz de incrementar la expresión de un gen
de desarrollo reproductivo, preferiblemente TAGL1. Esta secuencia tiene como parte principal una secuencia truncada del
regulador constitutivo de la expresión génica 35S en una orientación invertida que se une por su extremo 3’ a una secuencia
reguladora de la expresión génica que a su vez se une por su extremo 3’ al gen de desarrollo reproductivo. En el mutante de
inserción (ALK) obtenido con el uso de dicha construcción el cáliz de la flor se convierte en fruto, los niveles de azucares y el
contenido en grados Brix aumentan. Estos mutantes también presentan una mayor tasa de cuajado del fruto y tienen inhibida
la zona de abscisión del fruto.

En el documento D01 se examina la expresión del gen TAG1 de tomate durante la maduración , sobre cultivos in vitro de sépalos
y otros tejidos. De acuerdo con esta documento la inducción de una expresión elevada del gen TAG1 de tomate resulta crucial
en la maduración de cultivos in vitro de sépalos de tomate. En este documento también se describe un tomate transgénico en el
que los sépalos se han convertido en fruto. Según un experimento desarrollado por loa autores los sépalos de fruta de plantas
de tomate transgénico que expresaban el gen TAG1 ectópicamente fueron inducidos in vivo a bajas temperaturas para provocar
su maduración y se observo en ellos la producción de licopeno y el ablandamiento de las paredes celulares característico del
tejido pericárpico.

El documento D02 describe el uso del gen Agamous-like 8 (AGL8) para producir semillas transgénicas. Con el uso de este gen
exógeno se puede aumentar o disminuir el tamaño de las semillas y los frutos. Tal y como se describe en los Ejemplos I y II la
expresión del gen AGL8 esta controlada por el promotor 35S de CaMV. Este promotor es un elemento regulador constitutivo
bien caracterizado y utilizado en la expresión ectópica de genes. Concretamente en el Ejemplo II se utiliza una duplicación en
tandem de dicho promotor que altera el desarrollo normal de la planta y produce frutos un 50% más grandes que los de la
planta salvaje.

A la vista de la información aportada en ambos documentos esta Oficina considera que en el estado de la técnica relativo
a la invención no hay elementos suficientes que sugieran que la secuencia de la invención pueda dar lugar a los mutantes
de inserción con las características antes descritas. En este sentido esta Oficina considera que las reivindicaciones 1-15 son
nuevas y tienen actividad inventiva.
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