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DESCRIPCIÓN 

Secuencia promotora y construcción génica para aumentar el rendimiento de cosechas en tomates. 

La presente invención se refiere a una secuencia promotora que, cuando está unida operativamente a un gen de la 
planta aguas abajo (en dirección 3') en una planta, es capaz de aumentar el rendimiento de la cosecha en dicha 
planta, en particular, en el tomate. La invención se refiere además a plantas de la familia de las solanáceas, en parti-5 
cular, a las plantas de tomate (Solanum lycopersicum), que comprende dicha secuencia promotora unida operativa-
mente a dicho gen de la planta aguas abajo, a métodos para obtener dichas plantas y a las plantas que se pueden 
obtener por tales métodos. 

El tomate (Solanum lycopersicum, también llamado Lycopersicon esculentum) es una planta de la familia de las 
solanáceas. Es una planta perenne de corta duración, que se cultiva como una planta anual, y una especie próxima 10 
a la patata. El fruto (es decir, el tomate) es una baya de colores brillantes (generalmente de color rojo, debido al 
pigmento licopeno) comestible, de 1-2 cm de diámetro en las plantas silvestres, comúnmente mucho más grande en 
las formas cultivadas. La planta se cultiva actualmente en todo el mundo por sus frutos comestibles, que son las 
principales hortalizas frescas del mercado en todo el mundo. 

El hábito de crecimiento de las plantas de tomate se clasifica comúnmente como determinado o indeterminado. Esta 15 
clasificación depende de la capacidad del sistema de brote para el crecimiento simpodial continuo. Las variedades 
de cultivo indeterminadas (cuando el meristemo apical crece indefinidamente y surgen flores del meristemo axilar) 
producen sistemas ramificados que crecen indefinidamente, mientras que las variedades de cultivo determinadas 
(donde el meristemo apical se convierte en flores terminales) producen sistemas ramificados con progresivamente 
menos nodos hasta que el brote termina con dos inflorescencias y desarrolla la forma de un arbusto. Este cambio en 20 
la arquitectura de la planta se debe a una mutación en el gen de autopoda (abreviadamente SP por la expresión 
inglesa SELF-PRUNING) (Pnueli et al., Development 125: 1979-1989, 1998) y ha sido un desarrollo importante para 
esta cosecha, debido a que los tipos determinados pueden ser cosechados mecánicamente, y por tanto se utilizan 
principalmente para la industria de transformación, mientras que los tipos indeterminados se cultivan generalmente 
en invernaderos y se utilizan en el mercado de productos frescos. 25 

Fridman et al., (Mol. Genet. Genomics, 266: 821-826, 2002) han demostrado previamente que la introgresión de un 
alelo de S. pennellii de un locus de un carácter cuantitativo (abreviadamente QTL por la expresión quantitative trait 
locus) llamado PW9-2-5 en un antecedente de sp/sp S. esculentum da como resultado un crecimiento semi-
determinado con 2 hojas entre los racimos (designado como SPI = 2). Dichos autores sugirieron que el gen SP9D de 
S. penellii, SP9Dpen, es el gen candidato para el cambio de la arquitectura de la planta y también el llamado conte-30 
nido sólido sólido (abreviadamente SSC por la expresión inglesa Solid Solid Content) o el índice de refracción (que 
está relacionado indirectamente con el sabor). El gen SP9D pertenece a la familia de genes CETS (CENTRORA-
DIALIS, Flor Terminal) y se cree que esta familia de genes desempeña un papel clave en la determinación de la 
arquitectura de la planta (Carmel-Goren, Plant Mol. Biol. 52: 1215-1222, 2003). 

S. lycopersicum  tiene seis miembros de la familia de genes CETS, llamados SP, distribuidos en cinco cromosomas 35 
diferentes: SP2I, SP3D, SP5G, SP6A y SP9D, en donde los nombres se dan de acuerdo con el orden de posición  
(Pan et al,, Genetics 155: 309-322, 2000). El sexto miembro, SP, se encuentra en el cromosoma 6, orden de posi-
ción E, y se sabe que es el gen que altera el tomate en un fenotipo determinado (sp/sp)/ indeterminado (SP/-). Las 
relaciones filogenéticas agrupaban SP3D, SP5G y SP6A  con  el gen FT de Arabidopsis. Los SP9D y SP está agru-
pados con TFL-1 de Arabidopsis y SP2I está en la misma rama con la Madre del Tiempo de Floración (abreviada-40 
mente MFT por la expresión Mother of Flowering Time) de Arabidopsis (Carmel-Goren et al., supra). A pesar de las 
relaciones filogenéticas entre los genes, los perfiles de expresión difieren. Por lo tanto, la expresión de SP5G se ha 
encontrado predominantemente en cotiledones, mientras que SP3D se expresa principalmente en los órganos flora-
les con baja expresión en las hojas de órganos vegetativos. Para SP6A no se ha encontrado hasta ahora ninguna 
expresión. SP9D se expresa principalmente en el ápice de los brotes y tiene una alta expresión en las raíces, mien-45 
tras que SP2I se expresa en todos los órganos estudiados. A pesar de estos perfiles de expresión se conoce poco 
sobre su función con SP como excepción. 

Durante las últimas décadas, la reproducción de tomates indeterminados se centró principalmente en el rendimiento, 
resistencia a las enfermedades y aspectos de calidad del fruto, tal como la maduración y el sabor uniformes. Se han 
conseguido mejoras en el rendimiento gracias a los nuevos métodos de producción, mejora de la gestión de plagas y 50 
variedades que estén mejor adaptadas a los nuevos métodos de producción, pero las ganancias en rendimiento se 
han hecho más pequeñas. Nuevas variedades con 5 o 15 frutos más por planta dieron un aumento en el rendimiento 
del 2-4%. 

El desarrollo de variedades con mayor rendimiento se vio obstaculizado por la falta de conocimiento sobre los as-
pectos que determinan el rendimiento de los tomates. Xiao (2004; ISHS Acta Horticulturae 654 (International Works-55 
hop on models for plant growth and control of product quality in horticultural production)) y Heuvelink (2005; ISHS 
Acta Horticulturae 691 (International Conference on sustainable greenhouse systems - greensys2004; 43-50)) simu-
laron que una variedad de tomates con dos hojas entre racimos en lugar de las tres hojas convencionales desplazar-
ía hacia la asimilación hacia los frutos, dando como resultado mayores rendimientos cuando se mantiene el índice 
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del área foliar (abreviadamente LAI por la expresión inglesa Leaf Area Index). Dichos autores validaron los datos 
simulados mediante la eliminación de una de cada dos hojas y manteniendo el LAI por encima de 3. Como simula-
ron, el rendimiento aumentó en aproximadamente 10%. 

Las variedades cultivadas con dos hojas entre los racimos no son conocidas, sin embargo, hay variedades silvestres 
del tomate con dos hojas entre los racimos, es decir, que tienen un índice simpodial = 2 (SPI = 2), tales como Sola-5 
num neorickii, Solanum chmielewskii, Solanum chilense, Solanum peruvianum, y Solanum pennellii. La propiedad  
de un índice simpodial de 2 es recesiva para el índice simpodial de 3 en tomates cultivados de híbridos F1 del cru-
zamiento entre especies con S. penellii (Pnueli et al., 1998, supra). Sin embargo, no se conoce hasta la fecha la 
base genética de SPI = 2,  

A medida que la población mundial sigue creciendo, la demanda de hortalizas frescas, tales como tomates, es cada 10 
vez mayor en todo el mundo. Por lo tanto, existe una continua necesidad de medios y métodos para mejorar el ren-
dimiento de hortalizas, tales como el tomate. 

El objeto de la presente invención es proporcionar nuevos medios y métodos para aumentar el rendimiento de cose-
chas en plantas de la familia de las solanáceas. 

El objeto de la presente invención, en particular, es proporcionar nuevos medios y métodos para aumentar el rendi-15 
miento de cosechas de tomate, S. lycopersicum. Estos objetos se consiguen por los medios y métodos descritos en 
las reivindicaciones adjuntas. 

Estos objetos se consiguen por los medios y los métodos descritos en las reivindicaciones anexas. 

Específicamente, estos objetos se consiguen proporcionando una secuencia promotora SP3D, que es capaz de 
dirigir la transcripción de un gen SP3D aguas abajo que está unido operativamente a dicha secuencia promotora, en 20 
donde la secuencia promotora procede de una especie de la familia de las solanáceas, que tiene un índice simpodial 
de 2, para la reducción del índice simpodial en plantas que tienen un índice simpodial de 3 o más. 

La secuencia promotora comprende un resto de CA en una posición de los nucleótidos 62-61 aguas arriba (es decir, 
en las posiciones -62 y -61 nt) del codón de iniciación de dicho gen SP3D. 

En la investigación que ha conducido a la presente invención, se identificó un nuevo gen de la familia de genes 25 
CETS que da lugar a SPI = 2. Por lo tanto, la línea de introgresión 49015-2 que contenía una inserción 1a716 en S. 
pennellii del cromosoma 3 demostró que daba un índice simpodial de 2. Basándose en la localización en el mapa y 
el fenotipo se llegó a la conclusión de que la propiedad SPI = 2 de la línea 49015-2 es causada por el gen SP3D de 
S. pennellii, que se designó "SP3Dpen". 

De acuerdo con la invención, posteriormente se encontró que la propiedad SPI = 2 no estaba causada por el gen en 30 
sí mismo, sino que era debida a la regulación del gen por dicho promotor. En particular, se demostró que el índice 
simpodial de 2 estaba vinculado a un resto de CA en los nucleótidos (nt) 62-61 de la secuencia promotora aguas 
arriba desde el comienzo del gen SP3D, es decir, el nucleótido en la posición -62 es C y el nucleótido en la posición 
-61 es A. 

Como se describió anteriormente, en los brotes simpodiales de tomate (S. lycopersicum) las fases vegetativas y 35 
reproductivas se alternan regularmente. El brote primario normalmente aparece después de la producción de 8-10 
hojas y el crecimiento continúa luego a partir del capullo lateral superior (axilar) justo debajo de las inflorescencias. 
Este brote genera luego generalmente tres hojas más antes de terminar a su vez con otra fluorescencia y así suce-
sivamente. Por lo tanto, el brote está compuesto predominantemente de un número de unidades simpodiales reite-
radas que consiste cada una en tres nudos vegetativos y una inflorescencia terminal, que se sabe que tiene un índi-40 
ce simpodial de 3 (SPI = 3). 

De acuerdo con la presente invención, se ha encontrado ahora que mediante la introducción de una de las secuen-
cias promotoras descritas anteriormente en unión operativa con un gen SP3D en una planta de la familia de las 
solanáceas que tenga un índice simpodial de 3 o más, se produce un planta que tiene un índice simpodial reducido 
en comparación con las plantas que no tienen dicho promotor. 45 

El índice simpodial se reduce a un índice de simpodial de 2. Por lo tanto, resulta una planta que tiene un índice sim-
podial de 2, es decir, la planta en la que el brote está compuesto principalmente de unidades simpodiales que cons-
tan de dos nudos vegetativos y una inflorescencia terminal. De acuerdo con la presente invención, un "índice simpo-
dial de 2" se refiere a un índice simpodial medio de 1,6 a 2,5 ambos inclusive, preferiblemente entre 1,6 y 2,5, más 
preferiblemente entre 1,7 y 2,4, incluso más preferiblemente entre 1,8 y 2,3, lo más preferiblemente entre 1,9 y 2,2. 50 

De acuerdo con la invención, por tanto se ha encontrado ahora que la secuencia promotora, cuando está unida ope-
rativamente a un gen SP3D, conduce a un aumento del rendimiento de las cosechas en las plantas. Así, por ejem-
plo, una planta que tenga un índice simpodial que se reduce de 3 a 2, tendrá predominantemente dos hojas entre los 
racimos en lugar de tres, de tal manera que los simpodios son aproximadamente 1/3 más cortos que los  correspon-
dientes con SPI = 3, lo que conducirá a un aumento del número de racimos por unidad de longitud de la planta. 55 
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Además, los racimos sucesivos aparecerán antes en el tiempo, de tal manera que se obtiene también un aumento 
del número de racimos por unidad de tiempo. Además, se ha encontrado que la secuencia promotora conduce a un 
aumento del rendimiento de las cosechas sin el hábito de crecimiento semi-determinado del gen SP9Dpen. 

Por otra parte, el promotor, cuando está unido operativamente al gen SP3D, da lugar a varios otros rasgos benefi-
ciosos, tales como la aparición de un primer racimo después de 6-8 hojas en lugar de aproximadamente 10 hojas. 5 
Además, en estas plantas se podrían mantener más frutos por racimo (aproximadamente un fruto más por racimo). 
Estas características dan como resultado un aumento del número de racimos de frutos por metro o unidad de tiempo 
y/o un aumento del número de frutos por racimo y por lo tanto un mayor rendimiento de la cosecha. 

Se debe advertir que, de acuerdo con la presente invención, el término "rendimiento de las cosechas" se define 
como la cantidad (por ejemplo, expresada en kg) de producto (por ejemplo, fruto, por ejemplo, tomates) por metro de 10 
brote y ramas de la planta, o por unidad de tiempo (a partir de la siembra inicial hasta el final de la cosecha o la 
terminación de la temporada de crecimiento, por ejemplo, expresada en meses). Un aumento en el rendimiento de la 
cosecha de las plantas que comprenden la secuencia promotora de la invención está relacionado con el aumento en 
el rendimiento de la cosecha en comparación con el rendimiento de la cosecha de las mismas plantas que no com-
prenden la secuencia promotora de la invención. 15 

En una realización preferida de la invención, la secuencia promotora procede de una especie de la familia de las 
solanáceas seleccionada del grupo que consiste en Solanum pennellii, Solanum neorickii, Solanum chmielewskii, 
Solanum chilense, y Solanum peruvianum 

De acuerdo con la invención, dicha secuencia promotora comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al 
menos 95% de identidad con los nucleótidos 1251 a 1874 de la SEQ ID NO: 1 (Fig. 2). 20 

De acuerdo con realización preferida de la invención, la secuencia promotora comprende una secuencia de nucleóti-
dos que tiene al menos 99% de identidad con los nucleótidos 1251 a 1874 de la SEQ ID NO: 1. 

De acuerdo con la presente invención, la expresión "una secuencia de nucleótidos que tiene X% de identidad" se 
refiere a una secuencia de nucleótidos que tiene una secuencia de nucleótidos en la que X% de los nucleótidos es 
idéntico a la secuencia de nucleótidos específica (es decir, de los nucleótidos 1251 a 1874 de la SEQ ID NO: 1. Esta 25 
puede por lo tanto abarcar secuencias de nucleótidos que tengan el mismo número de 624 nucleótidos, pero en la 
que X% de los nucleótidos sea diferente en comparación con los nucleótidos 1251-1874 de dicha SEQ ID NO: 1, y/o 
fragmentos de dicha parte de la SEQ ID NO: 1, que comprende X% de los nucleótidos originales, (también es posi-
ble una forma mixta). Debe entenderse que en todos los casos el resto de CA debe estar presente y la secuencia 
promotora debe tener actividad promotora. 30 

En una realización particularmente preferida, la secuencia promotora procede de S. Pennellii y consiste en la se-
cuencia de nucleótidos de los nucleótidos 1251 a 1874 de la SEQ ID NO: 1. 

Así, se ha encontrado, de acuerdo con la presente invención, que las plantas de la familia de las solanáceas, en 
particular S. lycopersicum, que comprenden la secuencia promotora de la presente invención, como se define ante-
riormente, en unión operativa con un gen SP3D, proporcionan más kg de frutos, por metro de brote y ramas y/o por 35 
unidad de tiempo, en comparación con las mismas plantas que no comprenden la secuencia promotora de la inven-
ción. 

Lifschitz et al., (PNAS, 103, 6398-6403, 2006) informaron previamente que el gen SP3D es el gen causante del mu-
tante sft de tomate (sft = single-flower truss = racimo de una sola flor). Las plantas mutantes sft son de floración 
tardía con un número reducido de flores por inflorescencia (1 o 2 flores por racimo) y tienen una inflorescencia inde-40 
terminada. Se demostró que la mutación de racimos de una sola flor (sft) es debida a mutaciones en el gen SP3D. 
Se ha demostrado que las plantas que expresan altamente el gen sft bajo el control del promotor constitutivo 35S 
mantenían el patrón de crecimiento simpodial, pero tenían un índice simpodial de 2, en lugar de 3. El injerto de un 
esqueje mutante en rizoma 35S:SFT rescataba el fenotipo de tipo silvestre (incluyendo SPI = 3), lo que demuestra 
que SP3D/SFT media su función por una señal sistémica. La secuencia promotora de acuerdo con la presente in-45 
vención y su influencia sobre el índice simpodial, y en consecuencia sobre el rendimiento de la cosecha de las plan-
tas de la familia de las solanáceas, en particular de S. lycopersicum, no han sido descritos por Lifschitz et al. 

La secuencia promotora de la presente invención se puede introducir en unión operativa con cualquier cDNA de 
SP3D. 

La presente invención también se refiere a una construcción génica, que comprende una secuencia promotora como 50 
se describe antes y una secuencia de cDNA derivada de un gen SP3D como se describió anteriormente. Dicha 
construcción génica puede, por ejemplo, ser introducida en plantas usando técnicas de biología molecular conoci-
das, con el fin de proporcionar plantas modificadas genéticamente de la familia de las solanáceas, preferiblemente 
S. lycopersicum, con un índice simpodial reducido. 

En una realización preferida, la secuencia de cDNA comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 55 
75% de identidad con la secuencia de cDNA de gen SP3Dpen como se muestra en la Figura 3. Preferiblemente, la 

ES 2 407 822 T3

 



5 
 

identidad de secuencia es del 85%, más preferiblemente, del 90%, incluso más preferiblemente del 95% y lo más 
preferiblemente del 99%. 

En una realización particularmente preferida, la secuencia de cDNA consiste en la secuencia de nucleótidos que se 
muestra en la Figura 3. 

La invención se refiere además a un método para proporcionar plantas de la familia de las solanáceas que tienen un 5 
índice simpodial reducido, que comprende introducir en el genoma de una planta de la familia de las solanáceas, 
que tiene un índice simpodial de 3 o más, una secuencia promotora como se ha descrito anteriormente en unión 
operativa con un gen SP3D aguas abajo, o  introducir en dicha planta una construcción génica como se ha descrito 
anteriormente, de tal manera que resulte una planta que tenga un índice de simpodial reducido en comparación con 
dicha planta sin dicha secuencia promotora. 10 

De acuerdo con la invención, el índice simpodial se reduce a un índice simpodial de 2. 

La invención se refiere además a un método para aumentar el rendimiento de las cosechas en una planta de la fami-
lia de las solanáceas que tiene un índice simpodial de 3 o más, que comprende introducir en el genoma de dicha 
planta una secuencia promotora como se ha descrito anteriormente, en unión operativa con un gen SP3D aguas 
abajo, o introducir en dicha planta una construcción génica como se ha descrito anteriormente. 15 

En realizaciones preferidas de los métodos antes identificados, la planta se selecciona preferiblemente del grupo 
que consiste en S. habrochaites, S. cheesmaniae, S. pimpinellifolium y S. lycopersicum y/o plantas procedentes de 
ellas. En una realización particularmente preferida, la planta es S. lycopersicum. El término "plantas procedentes de 
ellas" se refiere, por ejemplo, a las plantas procedentes del cruzamiento de dos especies seleccionadas, tales como, 
por ejemplo, plantas procedentes de un cruzamiento entre S. habrochaites y S. lycopersicum. 20 

La secuencia promotora y/o la construcción génica se pueden introducir en estas plantas por introgresión mediante 
técnicas de reproducción convencionales, tales como las descritas más adelante, o alternativamente usando técni-
cas de biología molecular adecuadas, que son bien conocidas por los expertos. La introducción de la secuencia 
promotora, o la introducción de una construcción génica adecuada que comprende la secuencia promotora y una 
secuencia de cDNA de un gen SP3D de la invención, en células de plantas pueden efectuarse, por ejemplo, por 25 
transfección, microinyección, electroporación, etc. También es posible utilizar transformación mediada por Agrobac-
terium. Luego las células pueden ser regeneradas en plantas enteras. 

De acuerdo con la invención, se ha demostrado que mediante la introducción de la secuencia promotora de la inven-
ción en unión operativa con un gen SP3D, o mediante la introducción de la construcción génica de la invención en 
especies de la familia de las solanáceas, que normalmente (es decir, sin la secuencia promotora) tendrían un índice 30 
simpodial de 3 o más, por ejemplo, un índice simpodial de 3, ahora se pueden obtener plantas que tienen un índice 
simpodial reducido de 2, que dará lugar a un aumento en el rendimiento de las cosechas. 

Además, se ha encontrado que, en el caso del tomate, S. lycopersicum, el primer racimo aparece después de 6-8 
hojas en lugar de aproximadamente 10 hojas. Por otra parte, podrían mantenerse en estas plantas más frutos por 
racimo (aproximadamente un fruto más por racimo). Por lo tanto, se obtienen plantas que darán lugar a un aumento 35 
del rendimiento de las cosechas en comparación con las mismas plantas que no comprenden la secuencia promoto-
ra. 

La secuencia promotora de la invención se puede introducir en unión operativa con un gen SP3D que es endógeno 
para la planta, es decir, con el gen SP3D que existe normalmente en dicha planta. En este caso, sólo se introduce la 
secuencia promotora, es decir, la secuencia promotora endógena es sustituida por una secuencia recombinante 40 
seleccionada de la secuencia promotora de la invención, que está en unión operativa con el gen SP3D endógeno de 
dicha planta. Sin embargo, también es posible introducir tanto la secuencia promotora como el gen SP3D, o una 
construcción génica de acuerdo con la presente invención, tal como se ha definido anteriormente. En ambos casos, 
se introducen la secuencia promotora y el gen SP3D en la planta, siendo por tanto ambos exógenos para dicha 
planta. 45 

La invención se refiere además a plantas de la familia de las solanáceas, obtenidas mediante dicho método y que 
tienen un índice simpodial reducido de 2. La práctica normal en la reproducción del tomate implica el injerto de una 
variedad de tomate en un rizoma resistente a las enfermedades para controlar enfermedades transmitidas por el 
suelo. Los rizomas son generalmente más vigorosos que los tomates no injertados. El injerto puede realizarse, por 
ejemplo, en los epicótilos, antes de las primeras hojas, en un híbrido entre S. lycopersicum y una variedad silvestre. 50 

La planta de la invención se puede seleccionar del grupo que consiste en S. habrochaites, S. cheesmaniae, S. pim-
pinellifolium y S. lycopersicum y/o plantas procedentes de ellas. 

La invención se ilustra además por los siguientes Ejemplos y Figuras.  

La Figura 1 muestra las secuencias de cebadores utilizadas para el escrutinio de una genoteca BAC de S. pennellii y 
la selección de las plantas. 55 
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La Figura 2 muestra la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 1, es decir, la secuencia de nucleótidos genómica 
del gen SP3Dpen incluyendo la secuencia promotora (nucleótidos 1251-1874). El resto de CA se ha indicado en 
negrita y se ha subrayado; los recuadros grises y la región subrayada doble indican el codón SP3D, las letras 
minúsculas indican un SNP en el CDS, en comparación con S. lycopersicum. 

La Figura 3 muestra la alineación del cDNA de SP3Desc y su traducción a aminoácidos (es decir, derivado de S. 5 
lycopersicum, conocido también como L. esculentum) con el cDNA de SP3Dpen y su traducción a aminoácidos, 
indicando que los cambios de 4 nucleótidos  (recuadros grises) en las regiones codificadoras son sinónimos. 

La Figura 4 muestra la alineación de la región promotora de SP3Dpen de los nucleótidos 544-580 con otras varieda-
des silvestres de la familia de las solanáceas, indicando que los restos de CT o TA señalados con una flecha están 
relacionados con SPI = 3 y un resto de CA está asociado con SPI = 2. 10 

La Figura 5 muestra la alineación de las secuencias de DNA de la región promotora de SP3Dpen 1-624 con otras 
variedades silvestres de la familia de las solanáceas, indicando que los polimorfismos aguas arriba y aguas abajo 
del resto de CA no están relacionados con las propiedades SPI = 2 o SPI = 3. Las barras grises indican una coinci-
dencia < 49%. 

La Figura 6 es un esquema de la reproducción de un híbrido F1 con y sin gen SP3D. Los nombres en los recuadros 15 
negros son SP3Dpen, en los recuadros blancos son SP3Desc y en los recuadros grises son heterocigóticos. 

La Figura 7 es una tabla en la que se comparan los fenotipos de los híbridos F1 homocigóticos y heterocigóticos. 
Los resultados dados son los resultados medios de 4 plantas. 15751 es una planta de S. lycopersicum de la inven-
ción, que comprende la secuencia promotora de la presente invención en unión operativa con el gen SP3D en forma 
homocigótica, 15753 es una planta de S. lycopersicum de la invención, que comprende el gen promotor/SP3D en 20 
forma heterocigótica. Es evidente, que tanto las plantas homocigóticas como heterocigóticas tienen un índice simpo-
dial reducido en comparación con la planta 15769, que es una planta normal de S. lycopersicum que no comprende 
la constitución genética promotor/gen SP3D de la invención. SPI es el índice simpodial. Nº de frutos es el número 
total de frutos cosechables, Nº de racimos es el número total de racimos formados durante el período de examen (es 
decir, un total de 4 meses) y "Nº de  hojas 1 racimo" es el número total de hojas hasta el primer racimo. 25 

Ejemplos 

Ejemplo 1 

Clonación y aislamiento de SP3Dpen 

Se utilizó el gen SP3D de Solanum esculentum (número de acceso AY186735) para la clonación del gen 1a716 de 
Solanum pennelii. Se escrutó una genoteca BAC de S. pennellii con los cebadores SP3D-f2/SP3D-r: 40 ciclos a 30 
92ºC durante 30 segundos, a 60ºC durante 30 segundos y a 72ºC durante 60 segundos, dando como resultado 
BAC52,1c06e11 que alberga SP3Dpen (Fig. 1). 

Posteriormente, BAC51,1c06e11 se sometió a doble digestión con BamHI/SpeI y se ligó en el material doblemente 
digerido con XbaI/BamHI del pUC18 para crear subclones. Posteriormente, se escrutaron los subclones con el mar-
cador SP3D-f2/SP3D-r para identificar el clon individual que albergaba SP3Dpen. Se secuenció el clon KEZ504 y 35 
contenía el gen/locus completo SP3D de S. pennellii, designado SP3Dpen, SEQ ID NO: 1 (Fig. 2). La comparación 
del cDNA de SP3D de S. lycopersicum, número de acceso AY186735, con el cDNA de SP3D de S. pennellii reveló 
que SP3Dpen tenía 4 cambios de nucleótidos. Dos polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) se encuentran en el 
primer exón en la posición 15 (T=>C) y 120 (C=>T), el tercer SNP se encuentra en el segundo exón en la posición 
270 (C=>T) y el cuarto SNP está situado en el cuarto exón, en la posición 387 (G=>A), véase la Fig. 3. Todos estos 40 
SNP eran sinónimos. Por consiguiente, se llegó a la conclusión de que la propiedad SPI = 2 no fue originada por el 
gen propiamente dicho sino debido a la regulación del gen. 

Ejemplo 2 

SNP causal en el promotor, variedades silvestres 

Una de las claves de la determinación de las especies de Solanum es el índice simpodial. Las especies con dos 45 
hojas entre racimos (SPI = 2) son Solanum neorickii, Solanum chmielewskii, Solanum chilense, Solanum peruvianum 
y Solanum pennellii. Las especies con tres hojas entre racimos (SPI = 3) son S. habrochaites, S. cheesmaniae, S. 
pimpinellifolium y S. lycopersicum. 

Para verificar la hipótesis de que SPI = 2 es originada por un cambio aguas arriba del gen, se han estudiado varias 
variedades silvestres. Se volvieron a secuenciar cincuenta y tres variedades silvestres de las especies mencionadas 50 
utilizando cebadores SP3D-10fa y dSP3D-r1. Del grupo de 53 variedades silvestres, 11 correspondían a S. chees-
maniae, 2 correspondían a S. chilense, 7 correspondían a S. habrochaites, 10 correspondían a S. neorickii, 1 co-
rrespondía a S. pennellii, 7 correspondían a S. peruvianum, 11 correspondían a S. chmielewskii, 1 correspondía a S. 
lycopersicum y 3 correspondían a S. pimpinellifolium. 
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Las comparaciones de las secuencias revelaron un resto de CA de 62-61 nucleótidos aguas arriba de la iniciación 
del gen en todas las especies con SPI = 2, mientras que las especies con SPI = 3 presentaban un resto de nucleóti-
dos CT o TA, véase la Fig. 4. Por otra parte, los polimorfismos aguas arriba y aguas abajo del resto de CA no esta-
ban relacionados con el índice simpodial (véase la Fig. 5). 

Ejemplo 3 5 

Fenotipos de híbridos F1 con y sin SP3Dpen 

La línea de introgresión 49015-2 que albergaba el SP3Dpen de 1a716 de S. pennellii se cruzó con las líneas 
OT1464 y OT1690 de S. lycopersicum de Enza Zaden. Los híbridos F1 resultantes se retrocruzaron con OT1464 o 
autoalimentaron en el caso del cruce con OT1690. Las plantas con SP3Dpen se seleccionaron con dSP3D-1fr del 
marcador dCAPS; cebadores dSP3D-f/dSP3D-r, condiciones de la PCR, 40 ciclos a 92ºC durante 30 segundos, a 10 
55ºC durante 60 segundos y a 72ºC durante 60 segundos, digeridos por HpyCH4V, separados en agarosa ms-8 al 
3% (Hispanagar). Además del marcador dSP3D-1fr, se utilizó el retrocruzamiento asistido por marcador para identifi-
car el progenitor recurrente más alto, como es conocido por los expertos en la técnica, dando como resultado la 
planta NT05-96c11 para el antecedente OT1464 y NT05-108h10 y NT05-108e12 para el antecedente OT1690. Estas 
plantas individuales fueron autoalimentadas 2 veces, seleccionadas de nuevo con el marcador dSP3D y retrocruza-15 
das asistidas por marcador, dando como resultado las plantas 111B6 para el antecedente OT1464 y las plantas 
117F1 y 117G1 para el antecedente OT1690. A continuación, se obtuvieron los híbridos F1 cruzando 111B6 x 111F1 
dando como resultado 15751 (SP3Dpen homocigótico), 111B6 x 117G1 dando como resultado 15753 (heterocigóti-
co) y OT1690 x OT1464 dando como resultado 15769 como el control homocigótico SP3Desc, véase la Fig. 6. 

Se cultivaron cuatro plantas por híbrido en invernadero durante junio de 2006 - finales de octubre de 2006 de con-20 
formidad con la práctica normal de cultivo y se evaluaron para determinar el índice de simpodial contando el número 
de hojas entre racimos sucesivos, el número de hojas hasta el primer racimo, el peso medio del fruto, el rendimiento, 
el número de frutos y los racimos. El índice simpodial medio fue 2,4 para SP3Dpen, 2,5 para las plantas heterocigó-
ticas y 2,7 para SP3Desc (Fig. 7). Como era de esperar, el número de hojas hasta el primer racimo había cambiado 
y disminuido desde 7,5 para Sp3Desc hasta 5,8 para Sp3Dpen e híbridos heterocigóticos. El peso medio del fruto 25 
fue similar entre híbridos variando desde 57 hasta 59 g/fruto. Como era de esperar, el número de racimos aumentó, 
desde 9 para SP3Desc hasta 14 para SP3Dpen. El número de frutos por racimo aumentó desde 6,7 para SP3Desc 
hasta 7,6 para SP3Dpen. Esto añade aproximadamente 0,7 kg al rendimiento total de híbridos F1 de SP3Dpen 
homocigóticos durante este período de cultivo.  

Estos datos revelan que la mejora del rendimiento total observada después de 5 meses en las plantas que com-30 
prenden la secuencia promotora de la invención en comparación con las plantas que no comprenden dicha secuen-
cia promotora, es debida a un aumento del número de racimos y en el caso de SP3Dpen homocigótico también a un 
aumento del número de frutos por racimo. Como resultado, el rendimiento total de 4 plantas por híbrido se mejoró de 
3,5 kg a 5,0 kg y 6,0 kg para SP3Desc, SP3Desc/pen y SP3Dpen, respectivamente. 

La mejora del rendimiento por SP3Dpen es debida a la secuencia promotora de SP3Dpen, que comprende el resto 35 
de CA de 62-61 nucleótidos aguas arriba del comienzo del gen. 
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REIVINDICACIONES 

1. Secuencia promotora del gen SP3D, capaz de dirigir la transcripción de un gen SP3D situado aguas abajo que 
está unido operativamente a dicha secuencia promotora, en la que la secuencia procede de una especie de la fami-
lia de las solanáceas que tiene un índice simpodial de 2, para reducir el índice simpodial en plantas que tienen un 
índice simpodial de 3 o más, en la que dicha secuencia promotora comprende una secuencia de nucleótidos que 5 
tiene al menos 95% de identidad, preferiblemente al menos 99% de identidad con los nucleótidos 1251 a 1874 de la 
secuencia de nucleótidos mostrada en la Figura 2 y en la que dicha secuencia promotora comprende un resto de CA 
en una posición  de 62-61 nucleótidos aguas arriba del codón de iniciación de dicho gen SP3D. 

2. Secuencia promotora de acuerdo con la reivindicación 1, en la que la secuencia promotora precede de una espe-
cie de la familia de las solanáceas seleccionada del grupo que consiste en Solanum pennellii, Solanum neorickii, 10 
Solanum chmielewskii, Solanum chilense y Solanum peruvianum. 

3. Secuencia promotora de acuerdo con la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en la que la secuencia promotora 
procede de S. pennellii y consiste en la secuencia de nucleótidos de los nucleótidos 1251 a 1874 de la secuencia de 
nucleótidos mostrada en la Figura 2. 

4. Construcción génica que comprende una secuencia promotora de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 
1 a 3 y una secuencia de cDNA de un gen SP3D de planta. 

5. Construcción génica de acuerdo con la reivindicación 4, en la que la secuencia de cDNA comprende una secuen-
cia de nucleótidos que tiene al menos 75% de identidad, preferiblemente al menos 85% de identidad, más preferi-
blemente al menos 90% de identidad, incluso más preferiblemente al menos 95 de identidad y lo más preferiblemen-
te al menos 99 % de identidad con la secuencia de cDNA de SP3Dpen mostrada en la Figura 3. 20 

6. Construcción génica de acuerdo con la reivindicación 4 o la reivindicación 5, en la que la secuencia de cDNA 
consiste en la secuencia de nucleótidos mostrada en la Figura 3. 

7. Método para proporcionar plantas de la familia de las solanáceas que tienen un índice simpodial reducido, que 
comprende introducir en el genoma de dichas plantas una secuencia promotora de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 3, en unión operativa con un gen SP3D aguas abajo o introducir en dichas plantas una cons-25 
trucción génica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6,  de tal manera que el índice simpodial de la 
planta con la secuencia promotora o la construcción génica se reduzca hasta un índice simpodial de 2 en compara-
ción con la planta sin dicha secuencia promotora o construcción génica. 

8. Método para aumentar el rendimiento de las cosechas en una planta de la familia de las solanáceas que tienen un 
índice simpodial de 3 o más, que comprende introducir en el genoma de dicha planta una secuencia promotora de 30 
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en unión operativa con un gen SP3D aguas abajo o introducir  
en dicha planta una construcción génica de acuerdo  con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6. 

9. Método de acuerdo con la reivindicación 7 o la reivindicación 8, en el que la planta se selecciona del grupo que 
consiste en S. habrochaites, S. cheesmaniae, S. pimpinellifolium y S. lycopersicum, preferiblemente en el que la 
planta es S. lycopersicum. 35 

10. Planta obtenible por el método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, que tiene una construc-
ción génica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, de tal manera que el índice simpodial de la 
planta con la construcción génica se reduzca hasta un índice simpodial de 2 en comparación con la planta sin dicha 
construcción génica. 

40 
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FIG. 7 

Campo 
maestro 

Genotipo SPI Nº de 
hojas  

1 racimo 

Nº de  
frutos 

Peso de  
fruto 
(g) 

 

Nº de  
frutos 

Kg tota-
les 

Frutos/ 
racimo 

15751 SP3Dpen/SP3Dpen 2,4 5,8 107 57 14 6,0 7,6 
15753 SP3Dpen/SP3Desc 5,8 5,8 92 56 14 5,0 6,6 
15769 SP3Desc/SP3Desc 7,5 7,5 56 59 9 9 6,7 
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